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Seznam pouzitych zkratek a symbola

Seznam pouzitych zkratek a symbolu

a koeficient korela¢ni rovnice
A plocha elektrody [cm?]
nebo absorbance
b koeficient korela¢ni rovnice
c molarni koncentrace [mol dm*]
DC diftizi fizena voltametrie
E potencial [V]
Ey, pulvlnovy potencial [V]
(E1n)u pulvlnovy potencial nesubstituovaného derivatu [V]
(E\p)x  pulvlnovy potencial substituovaného derivatu [V]
E1p™  experimentalni hodnota palvlnového potencidlu [V]
En™"  vypo€itana hodnota pilvinového potencialu [V]
F ,field” substituentova konstanta dle Norringtona
nebo hodnota F-testu
nebo kriticka hodnota F-testu pro n méfeni na hladin€ vyznamnosti o
Fa prutokova rychlost mobilni faze [ml min ']
Fry Norringtonova substituentova konstanta F na fenylovém jadie
Fr, Norringtonova substituentova konstanta F na benzylovém jadie
Fip tabelovana kriticka hodnota F-testu pro n méfeni na hladin€ vyznamnosti o
HOMO nejvyssi obsazeny molekulovy orbital
HPLC  vysokoucinna kapalinova chromatografie
1 proud [A]
nebo indikatorova konstanta
k reten¢ni faktor
ko reten¢ni faktor pro mobilni fazi s nulovym procentem organické slozky
Ky rovnovazna nebo rychlostni konstanta nesubstituovaného derivatu
Kx rovnovazna nebo rychlostni konstanta substituovaného derivatu
/ délka absorbujici vrstvy [m]
LUMO nejnizsi neobsazeny molekulovy orbital
M molarni hmotnost [g mol ]
m hmotnost [g]
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace [umol I™']

MS hmotnostni spektroskopie



Seznam pouzitych zkratek a symbola

mlz

M

IR

uv

TR1

TR2

ORr1

ORr2

hmotnost/naboj

pocet meteni

rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda

rozdé€lovaci koeficient oktanol/voda nesubstituovaného derivatu
rozdélovaci koeficient oktanol/voda substituovaného derivatu
Quantitative structure-activity relationships

Quantitative structure-electrochemistry relationships
Quantitative structure-property relationships

Quantitative structure-retention relationships

korela¢ni koeficient

,resonance’ substituentova konstanta dle Norringtona
substituent na fenylovém jadie

substituent na benzylovém jadie

Norringtonova substituentova konstanta R na fenylovém jadie
Norringtonova substituentova konstanta R na benzylovém jadie
smérodatna odchylka linearni regrese

transmitance

cas

nebo teplota

mrtvy retenéni ¢as

retenéni Cas

ultrafialova oblast spektra

rychlost polarizace elektrody

nebo vinocet

objemovy zlomek

hladina vyznamnosti

energie nejvyssiho obsazeného molekulového orbitalu

vinova délka

substituentova konstanta hydrofobicity

konstanta hydrofobicity substituentu na fenylovém jadie
konstanta hydrofobicity substituentu na benzylovém jadre jadie
Hammettova substituentova ¢ konstanta

Hammettova substituentova ¢ konstanta substituentu na fenylu
Hammettova substituentova ¢ konstanta substituentu na benzylu
Hammettova reakéni p konstanta

uhlova rychlost rotace elektrody

[%]
[s]
[°C]

[s]
[Vs']

[cms ]

[eV]
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1 UvoD

1.1 CIL PRACE

Cilem ptedkladané diplomové prace je elektrochemické a chromatografické studium
série nove syntetizovanych 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolti vykazujicich antimyko-
bakteridlni ucinky. Vzorec zakladniho skeletu je uveden na obr. 1.1, struktury vSech
studovanych latek jsou uvedeny v tabulce 2.1 i s ¢islovanim, které je pouzito v celé
praci.

Prvni Cast prace se zabyva studiem vlivu substituentd na voltametrické chovani
(ptlvlnovy potencial) studovanych derivatl. Druhd ¢ast prace je zaméfena na studium
zavislosti reten¢niho faktoru studovanych latek na druhu subtituentti a sloZzeni mobilni
faze pti HPLC studovanych tetrazolti. V1iv substituentl na obé sledované veliiny byl
kvantifikovan nalezenim pfislusSnych QSPR rovnic. Cilem tieti, zavérecné Casti
diplomové prace byla priprava a identifikace produktl elektrochemické oxidace

vybranych zastupcti studovanych latek.

\

\
N—

Obr. 1.1 Chemicka struktura 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu
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1.2 TETRAZOLY

1.2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti tetrazola

Tetrazol je heterocyklicka sloucenina obsahujici kruhovy systém tvofeny jednim

atomem uhliku a ¢tyfmi atomy dusiku (patii tedy do skupiny tzv. azoll). Molekula

tetrazolu existuje ve tfech tautomernich formach (obr.1.2).

Hs Hs Hs  Hg'
c|: c|: \c\\\~
5 5 5
NG N N XN, = N O,
_ ‘ A N\ /
N3—N, N3—N, N3—N,
\
(a) (b) (©)

Obr.1.2 Tautomerni struktury tetrazolu (a) 1H-tetrazol, (b) 2H-tetrazol, (c) SH-tetrazol.

Konjugaéni energiec je pro tetrazoly vy$si (209 kJmol') nez pro pyrazoly
(96,2 kI mol™"), které obsahuji v molekule pouze dva atomy dusiku. Aromaticky
charakter ma jen 1H- a 2H-tetrazol. Konjugacni energie S5H-tetrazolu je pouze
85 kI mol ', z &ehoZ lze predpokladat, Ze tento tautomer nema aromaticky charakter'.
Chemické vlastnosti tetrazolu zévisi na jeho tautomerii. V plynné fazi pii nizkych
teplotdich je preferovdna ve smési 2H-forma. Pii zvySeni teploty vSak dochazi
k pievazeni 1H-formy’. Vysledné zmény ve struktuie tetrazolu pomahaji vysvétlit
pozorované fragmentace tetrazolu v hmotnostnich spektrech’.

Se zvySujici se konjugaéni energii se utéchto sloucenin zvySuje i stalost vici
oxidaci. Struktura azolli obsahuje trojvazny atom dusiku, jehoz volny elektronovy par se
nezapojuje do aromatické konjugace heterocyklického jadra. Tato vlastnost dava
azolim obvykle zasadity charakter. Naproti tomu azoly, v jejichz struktufe se objevuje
skupina N-H, maji vlivem druhého heteroatomu a celého heterocyklického jadra
zvysenou schopnost odstépit proton. To se projevuje na zvysené kyselosti jadra. Se zvy-
Sujicim se poctem heteroatomd, jejichz elektronegativita je vétsi nez uhliku, se zvysuje
i polarita jadra. Molekula tetrazolu, kterd obsahuje Ctyfi heteroatomy, se tak svym

kyselym charakterem blizi kyselosti karboxylovych kyselin®, jeho pK, = 4,90. Tetrazol
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je krystalicka latka o bodu tani 155 °C az 156 °C, ktera pii zahtati na vyssi teplotu
vybuchuje.
Derivaty tetrazolu, N-alkyltetrazoly i N-aryltetrazoly, lze naptiklad pfipravit reakci

1sokyanidl s azoimidem

N—N
R—N=C + NH —— < \

N
T/ (1.1)

R

Pro ptipravu 5-alkyltetrazolli nebo 5-aryltetrazola Ize pouzit kondenzaci amidrazonti

s kyselinou dusitou’

|
NH
Vi HNO, AN R (1.2)
H,N—C —» N >/ ’
\ -H,0 \\ /
NH—NH, N—N

Derivaty tetrazolt se staly predmétem zajmu velkého mnozstvi praci zabyvajicich se

jejich syntézou®® a studiem jejich fyzikaln&-chemickych vlastnosti’ .

1.2.2 Tetrazoly jako potencidlni antituberkulotika

Antimykobakterialni 1€ky pouzivané k 1écbé tuberkul6zy nazyvame antituberkulotika
nebo tuberkulostatika. Tyto 1éky d€lime do dvou fad. Latky 1. fady maji vysokou
ucinnost a nizkou toxicitu; patfi sem napf. isoniazid, ktery se casto vyuziva i jako
standard pro srovnani ucinnosti novych potencialnich 1é¢iv. Latky 2. fady maji nizsi
ucinnost a vyssi toxicitu, ale plisobi na rezistentni kmeny; sem patii kapreomycin,
kanamycin nebo amikacin. Antituberkulotika 2. fady se pouzivaji az pfi neuspéchu
1é¢by latkami 1. fady'.

Na pocatku 21. stoleti by se mohlo zdat, ze tuberkuléza patfi mezi vymycena
onemocnéni. Opak je pravdou, udaje Svétové zdravotnické organizace vykazuji
vnékterych  zemich stoupajici tendenci'”. Podet onemocnéni  vyvolaného

Mycobacterium tuberculosis roste rovnéz se zvysujicim se vyskytem nemoci AIDS.
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Lécba tuberkuldzy je stézovana nékolika fakty'®. Rada dfive neinfek&nich kment
druhu Mycobacterium se stava infekénimi. Zaroven roste mnozstvi infekénich kment
rezistentnich proti dosud pouzivanym léciviim. To je diivod pro¢ se pii 1é¢b¢ pacientim
podavaji dvé az Ctyti tuberkulostatika zaroven. TBC se také Casto vyskytuje u pacient
s oslabenym imunitnim systémem, a nemusi se jednat jen o pacienty s HIV, ale
napiiklad o pacienty po chemoterapiich u nichZ je 1é¢ba TBC rovnéz ztizena'’. Z toho
plyne potieba hledani novych a uc¢innéjsich 1é¢iv na tuto chorobu.

Pti hledani novych antituberkulotik se vychazi ze zjisténi, ze jednim z farmakofort
protituberkulozni aktivity je alkylthioskupina na atomu elektronové deficitniho uhliku'.
Tuto teorii potvrzuje i ptipravek ditophal (S,S’-diethyl-dithioisoftalat), ktery byl
pouZivan pro 16¢bu lepry, jejimz pavodcem je bakterie Mycobacterium leprae'” '*.
Waisser a kol."” prokazali aktivitu ve skupin& 5-alkylthiotetrazolii u slou¢eniny 1-tolyl-
5-benzylthiotetrazolu (obr. 1.3), jehoZ minimdalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) ale
dosahovala jen trojnasobku MIC izoniazidu. Ve skupiné 5-alkylsufanyl-1-fenyltetrazolti
bylo prokazano®’, Ze vliv alkylu vazaného na sife je mnohem vyznamngjsi nez vliv
methylové substituce na fenylu a aktivita zde vzriista se zvysujici lipofilitou alkylového
fetézce. Proti kmenim M. tuberculosis, M. kansasii, M. avium a M. fortuitum se ukazal
jako nejucinnéjsi S-butylsulfanyl-(3,4-dimethylfenyl)tetrazol. Ve skupiné tetrazolyl-
disulfid byla nalezena® protituberkulézni aktivita u 5-bis-(1-fenyl-1,2,3,4-tetrazolyl)-
disulfidu (obr. 1.3), ktery pii in vitro hodnoceni dosahoval aktivity kyseliny p-amino-
salicylové proti M. tuberculosis a M. kansasii. Z této skupiny je jeSt€¢ vyznamnym
derivaitem bis(4-chlorfenyltetrazol-5-yl)disulfid, jehoz aktivita pfed¢ila vSechny
pouzivané standardy proti atypickym kmenim. Aktivita v této skupiné je prikladana
prave disulfidické strukture, jelikoz vychozi struktura 1-aryl-5-tetrazolthiolu se ukézala

jako kompletné neaktivni.



Uvod 11

e S
N N S—S N,
\\/\/© '\\\/ \/’/\l
N—N N—N N—N

(a) (b)

Obr. 1.3. Chemicka struktura (a) 1-tolyl-5-benzylthiotetrazolu, (b) 5-bis-(1-fenyl-1,2,3,4-tetrazolyl)-disulfidu.

Pti studiu dal§ich derivatd tetrazolu bylo zjisténo™, Ze derivaty 1-aryl-5-benzyl-
sulfanyltetrazoli se projevuji jako vice aktivni nez derivaty 1-aryl-5-alkyl-
sulfanyltetrazolii (obr. 1.4). Ve skupin¢ derivati 1-aryl-5-benzylsulfanyltetrazol jsou
za zdroj antituberkulotické aktivity pokladany substituenty na fenylovém a benzylovém
jadre. Nejvetsi aktivita byla prokdzéna u 1-(4’-bromfenyl)-5-(4""-methoxybenzyl)-
sulfanyltetrazolu (obr. 1.4).

Br

N N \/Q/OCH3
s S N/ S
NN—ZK N T

(a) (b)

Obr. 1.4. Chemicka struktura (a) 1-aryl-5-alkylsulfanyltetrazolu, (b) 1-(4"-bromfenyl)-5-(4""-methoxybenzyl)sulfanyltetrazolu.

V dalsi praci® vsak doslo ke zjisténi, Ze nejvStsi inhibicni aktivitu ma
nesubstituovany 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazol nebo jeho derivaty substituované

chlorem na fenylovém jadie (tab. 1.1.).
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Tab. 1.1 Struktury a minimalni inhibi¢ni koncentrace derivatil 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu proti M. tuberculosis (podle** **)

R2
S
\ /
N—
derivat’ R' R’ MIC | |derivat’ R' R’ MIC
poloha substituent  poloha substituent pmol I poloha substituent  poloha substituent pmol I
6 4 -Cl 4 -OCH; 32 20 4 -OCH; 32
12 4 -CH; 4 -OCH3 32 21 4 -CH3 62,5
13 4 -OCH; 4 -Cl 62,5 24 4 -CH; 4 -CH; 62,5
15 4 -OCH; 4 -OCH; 32 25 4 -OCH; 4 -CH; 62,5
16 16 29 4 -Br 4 -OCH; 62,5
17 4 -Cl 16 34 3.4 -Cl, 4 -F 62,5
18 34 -Cl, 16 36 4 -OCH; 4 -F 125
19 4 -CH; 32 INH’ 0,5
“ Cisla odpovidaji &islim derivéth studovanych v této diplomové prace; srv. tab. 2.1.
?izoniazid.
1.2.3 Dalsi farmakologické vyuziti tetrazola

V literatufe lze najit informace o anorektické aktivité¢ 5-fenyl-1,2,3,4-tetrazolti, které
vykazovaly i niZi toxicitu nez b&Zné pouzivany fentermin®

Ve skupiné derivatd 1-fenyl-5-merkaptotetrazolu byl prokdzan i vyznamny
analgeticky u¢inek?’. Zv1ast skupina karbazidi projevila ve srovnani s aminofenazonem
a7 70% inhibici bolesti. Orientaéni akutni toxicita viech latek je vy$§i nez 1 gkg™
u krys.

U  I-p-bromfenyl-5-merkapto-1,2,3,4-tetrazolu byl nalezen  potenciondlni
tyreostaticky u&inek™. PH podavani této latky vyznamn& poklesla hladina tyroxinu a
zarovenl se na pokusné skupiné potkanii neprojevily zadné vedlejsi ucinky. Léatka
dokonce vykazovala vétsi t€innost nez pouzity standard karbimazol.

V posledni dobé je zkouman inhibi¢ni ucinek tetrazolii na monoaminooxidazy A i B
(cit. *°). Nejucinngjsi se ukazal 5-(4-arylmethoxyfenyl)-2-(2-kyanoethyl)tetrazol, ktery
by mohl byt dale pouzivan jako 1€k proti Parkinsonové nemoci a ostatnim
neurodegenerativnim onemocnénim. Své vyuziti nachazi i1 pfi tomografické diagnostice
téchto chorob®.

Kromé vySe uvedenych potencialnich 1é¢iv lze tetrazolovy kruh nalézt i v celé fade

jiz klinicky pouzivanych léciv. Jako diuretikum je uspé€Sné pouzivan azosemid,
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systematicky 2-chloro-5-(1H-tetrazol-5-yl)-4-((2-thienylmethyl)amino)-benzensulfon-
u pacientii se srde¢nim onemocnénim®. Ke zvy3eni Gi¢innosti azosemidu doslo pii jeho
soutasném podavani s askorbovou kyselinou™, kterda pravdépodobnd inhibuje
metabolismus azosemidu ve stfevé a snizuje pH moci, coz vede ke zvySeni dostupnosti
neionizovaného 1é¢iva v receptorovych mistech.

Vyznamnou roli pfi regulaci krevniho tlaku a iontové rovnovahy hraji antagonisté
AT]1 receptort pro angiotensin II jakymi jsou sartany (mezi néz patii losartan, losartan
metabolit, valsartan, irbesartan, candesartan cilexetil, candesartan a eprosartan), které
obsahuji v molekule rovn&z tetrazolovy kruh®*. Podobng byla prokazana inhibi¢ni
aktivita tetrazolovych derivata u draselnych kanala®”.

Cilostazol s antitrombotickym a vazodilatatnim uclinkem putsobi jako inhibitor
fosfodiesterazy a pouziva se pfi prevenci zanétlivych procest u hypertenznich pacientl
s non-inzulin dependentnim diabetem™* 37 Tato sloudenina se navic ukazuje i jako

nadgjny 1ék pro prevenci mozkovych ischémii’®.

1.2.4 Nefarmaceutickd vyuziti tetrazoll

Derivaty tetrazol jsou pro své vlastnosti vyuzivany v riaznorodych oblastech primyslu.
Pro své vybusné a hoflavé vlastnosti je S-aminotetrazol a bis-(1(2)H-tetrazol-5-yl)-amin
vyuzivan v automobilovém primyslu jako soucdst plynovych generatorit pro
airbagy”” .

Ve fotografickém primyslu nalezly uplatnéni merkaptotetrazoly jako stabilizatory
fotografickych smési** .

Derivaty 5-alkyl-1H-tetrazoll katalyzuji hydrolyzu vysoce toxickych organofosfat
(pouzivanych jako pesticidy) a mohou tak byt pouzivany k jejich odstranéni**.

Tetrazoliové soli, napt. 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
(MTT), jsou pouZivany v biochemické a toxikologické diagnostice™*’. Stanoveni jsou

zaloZena na sledovani barevné zmény zptsobené redukci jadra tetrazoliové soli, coz se

vy v 1 .. , v “vo r . 48
vyuziva k méfeni cytotoxicity latek ¢i bunécné proliferace™.
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1.2.5 Elektrochemické studie tetrazolu

Elektrochemickému studiu tetrazoli nebyla prozatim vénovana piiliSna pozornost.
Podrobngji byla studovéana zejména elektrochemicka redukce. Akbulut a kol.* studovali
elektrochemickou redukci aryloxytetrazoli ve vodném prostiedi a v prostiedi
dimethylformamidu. Pti redukei dochazi k stépeni vazby Ar-O.

Niyazymbetov a Petrosyan™ studovali redukei tetrazoltt metodou DC polarografie
s rotujici diskovou platinovou elektrodou v prostiedi 0,1 mol dm> BuyNCIO,
v acetonitrilu. U 5-trichlor-methyltetrazolu  dochazi k Stépeni vazby C-Cl
dvouelektronovym pochodem a vzniku 5-dichlormethyltetrazolu. Nesubstituovany
tetrazol a 5-methyltetrazol jsou redukovany jednoelektronovym procesem za Stépeni
N-H vazby a vzniku pfislusného N-anionu.

V praci Jordanovského a kol.”!

byly studovany zékladni elektrochemické
charakteristiky 1-benzyltetrazol-5-thiolu pomoci klasické DC polarografie, cyklické a
SW voltametrie na rtutové elektrodé. Bylo zjisténo, Ze thiolova skupina je schopna
disociace, coz se projevilo snizenim pllvinového potencidlu zdroven se zvysujici se
hodnotou pH.

Nesmérak a kol.>* studovali elektrochemickou oxidaci derivata 1-fenyl-5-merkapto-
tetrazolu na rotujici diskové platinové elektrodé v prostiedi acetonitrilu. Bylo zjisténo,

ze oxidace probihd vjednom ireverzibilnim kroku, pfi kterém dochézi k vyméné

jednoho elektronu. Produktem elektrooxidace je disulfidicky dimer.

1.2.6 Chromatografické studie tetrazoll

Ke stanoveni derivati tetrazolu v krevni plazmé byla vypracovana HPLC metoda®, pii
které bylo pouzito kolony ODS-3 RAC a fluorimetrické detekce pti vinovych délkach
od 370 do 410 nm. Mobilni faze byla sloZzena z methanolu a vody v poméru 45:55
s ptidavkem 0,31 % octové kyseliny.

Helms a kol.>* vyvinuli metodu HPLC pro stanoveni tetrazoléi v plazmé i v mo¢i za
pouziti kolony RP OTS-3 s UV detekci pfi 254 nm. Mobilni fazi byla opcét smés
methanolu a vody v poméru 48:52. Pro velké mnozstvi vzorkli nabizi tato metoda
rychlou separaci od biologické matrice, minimalni naroky na upravu vzorkl a vysokou

citlivost.
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Metody HPLC bylo pouZito pro zjisténi stability tetrazolt v krmivech pfi testovani
1é¢iva na laboratornich zvifatech™. K separaci byla pouzita kolona Bondapak
fenyl/Corasil, mobilni faze acetonitril — 0,1 mol dm fosfatovy pufr pH = 3,2 v poméru
25:75. Latky byly detekovany UV detekci pii 254 nm.

Vzhledem ke zvySujicimu se zajmu o sartany byly vyvinuty metody pro stanoveni

losartanu a jeho hlavniho metabolitu draselné soli losartanu®® >,

1.3 VLIV SUBSTITUENTU NA FYZIKALNE-CHEMICKE
VLASTNOSTI LATEK

Jak fyzikalné-chemické vlastnosti tak biologické ucinky chemickych sloucenin jsou
podminény strukturou jejich molekuly. Studiem vztahi mezi chovanim latek a jejich
strukturou se zabyvaji metody QSPR analyzy (angl. Quantitative Structure-Property
Relationship = kvantitativni vztahy mezi vlastnostmi a strukturou), které se snazi
matematickou modelaci stanovit obecngjsi vztahy mezi strukturou a vlastnostmi latek™.

Zéklad témto metodam dal roku 1935 Louis Plack Hammett, ktery formuloval prvni

rovnici popisujici vztah mezi strukturou a vlastnostmi latky

log Kx=log Ky + po (1.3)

kde Kx je rychlostni konstanta procesu, ktery je méfen se substituovanou molekulou
derivatu, Ky je rychlostni konstanta procesu, ktery je meéfen s nesubstituovanou
molekulou derivatu, p je empirickd konstanta charakterizujici reakci a nezavisici na
substituentu a ¢ je empirickd Hammettova substituentova konstanta, ktera popisuje
elektronovy efekt substituentu.

Jednou z moZnosti jak 1ze popsat fyzikalné-chemické vlastnosti derivatu jsou tedy
substituentové konstanty, které jsou vztazeny pouze na substituenty matecné casti
molekuly. Tyto konstanty maji kvantitativni charakter a proto Ize vlastnosti molekul
charakterizovat Cislem. Pak je mozné ovliviiovat vlastnosti a chovani latek zménou

polohy, druhu nebo poctu substituenti.
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1.3.1 V1iv substituentu na elektrochemické vlastnosti latek

V elektrochemii si vlivu substituentti na elektrochemické chovani latek povsiml jiz
J. Heyrovsky. Postupné bylo studovano polarografické resp. voltametrické chovani fady
substituénich derivath mnoha latek, pficemz se ukazalo, zZe mezi pllvinovymi
potencialy a Hammettovymi konstantami existuje obvykle piimy linearni vztah®,

Hammettova rovnice (1.2) pak prejde do tvaru

(Ey/2)x =(E /)y +po (1.4)

neboli Hammettovu rovnici pro ptlvinové potencidly, kde (E),)x oznacuje ptlvinovy
potencial substituovaného derivatu, (Ej»)y pulvinovy potencidl nesubstituovaného
derivatu, p Hammettovu reakéni konstantu a 6 Hammettovu substituentovou konstantu.
Existuje vSak 1 fada ptipadl, kdy je nutné pouzit konstanty jinak charakterizujici vliv
substituenttl, napt. konstanty Swain-Luptonovy.

Vzhledem k tomu, ze pii elektrochemické oxidaci, resp. redukci, dochéazi ke ztraté
nebo dopovani elektronu ¢i elektronit do vazebnych molekulovych orbitali, mohou byt
energetické parametry molekuly dobife charakterizovany energiemi nejvyssiho

v

V ftad¢ pfipadli lze nalézt tésné korelace mezi energiemi HOMO, resp. LUMO, a
palvlnovym potencialem®"- 2.

Novéji bylo pro hodnoceni vlivu substituentl na elektrochemické chovani navrhnuto
pojmenovani QSER (angl. Quantitative Structure-Electrochemistry Relationships =

kvantitativni vztahy mezi strukturou a elektrochemii)®.

1.3.2 Vl1iv substituentl na chromatografické chovani latek

Ke zjisténi, Zze narkoticky uc¢inek neutralnich organickych sloucenin zavisi na jejich
rozdélovacim koeficientu v systému olej-voda, dosel jiz pfed vice nez 100 lety
E. Overton®. Konstanta rozd&lovaciho koeficientu oktanol/voda P je spolednd
s konstantou hydrofobicity w dilezitym parametrem hydrofobicity, jenz urcuje
chemické chovani latek, stejn€ jako jejich chovani v biologickém systému. Jedna se

o experimentalni konstanty, vyjadiujici kvantitativné lipofilitu latky, resp. substituentu.
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Rozd&lovaci koeficient oktanol/voda® je dileZitou veli¢inou pro predpovidani
biologické ucinnosti zkoumané latky, nebot’ zhruba kvantifikuje teoretickou prostupnost
latky biologickymi lipofilnimi membranami, podobnymi pfiblizné¢ svou strukturou
oktanolu. Lipofilita je rovnéz toxikologicky vyznamnym faktorem pro predikci mozné
kumulace latky v tukovych tkanich a je taktéZ urcujici pro zplsob eliminace. Ackoliv
existuji 1 jiné konstanty, charakterizujici biologickou uc¢innost molekul v souvislosti
s hydrofobicitou, je standardné pouzivanou praveé rozdélovaci koeficient oktanol/voda.
Dnes, coby vysledek dlouhodobého vyzkumu a statistickych vypoctl, existuji
matematické postupy, jak teoreticky pomérné spolehlivé odhadnout hodnotu P pouze na
zékladé znalosti molekulové struktury latky®®. Rozd&lovaci koeficient P je definovan
jako pomér rovnovaznych koncentraci latky mezi nevodnou a vodnou fazi. Této
rovnovahy se ucastni pouze nedisociovand forma molekul; je tedy ziejmé, Ze hodnota
rozdélovaciho koeficientu zavisi na pH prostfedi a pfi odhadu jeho hodnoty je nutné
tento faktor zohlednit.

Substituentova konstanta hydrofobicity mw, charakterizujici ptispévek daného
substituentu k celkové hydrofobicit¢ molekuly, je podobn& jako Hammettova o
konstanta substituentovou termodynamickou konstantou, jez je linedrné zavisld na

zméné Gibbsovy energie. Konstantu hydrofobicity © 1ze vypocitat ze vztahu

n = log Px — log Py (1.5)

kde Py je rozd€lovaci koeficient oktanol/voda pro nesubstituovanou latku a Px je
rozdélovaci koeficient oktanol/voda pro substituovany derivat. Za standard s © = 0 byl
zvolen vodik. Kladnych hodnot konstanty © tedy nabyvaji ty substituenty, které maji
vétsi hydrofobni efekt, nez vodik, zapornych hodnot konstanty m pak hydrofilng;si
latky. Zname-li tedy Py pro zakladni skelet molekuly, mizeme pomoci m konstant
dopocitat lipofilni parametry pro rizné substituované derivaty.

Vhodnym nastrojem ke studiu hydrofobnich vlastnosti biologicky aktivnich
organickych latek je pfedev§sim vysokoucinna kapalinovd chromatografie. Studiu
problematiky kvantifikace vztahti mezi strukturou a retencnimi vlastnostmi sloucenin,
zvanému QSRR (angl. Quantitative Structure-Retention Relationships = kvantitativni
vztahy mezi strukturou a retenci) se vénoval zejména Kaliszan®’. Pomoci HPLC byly

nalezeny korelace mezi reten¢nimi vlastnostmi sloucenin a parametry lipofility. Zjistilo
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se, ze mezi retenénim faktorem ka rozdélovacim koeficientem oktanol/voda, resp.

konstantou hydrofobicity =, existuje linearni vztah

logP=aloghk+b (1.6)
n=alogk+b (1.7)

kde a je smérnice a b sek této zavislosti.

Vyzkum zaméteny na hledani vhodné stacionarni faze, zajist'ujici linearni zavislost
mezi log k a log P, prozatim ukazal coby nejvhodngjii stacionarni fazi Cs silikagel®®.
Obvykle se reten¢ni faktor méfi pti riiznych sloZzenich mobilni fize metanol-voda, resp.
acetonitril-voda, a posléze se extrapoluje na mobilni fdzi s nulovym procentem

c 1w 69,70
organické slozky ™ ™.

1.4 VYUZITi ELEKTROCHEMICKE OXIDACE PRI STUDIU
METABOLISMU FARMACEUTICKY AKTIVNICH LATEK

Jednou z dulezitych oblasti farmaceutického vyzkumu je studium biotransformace 1éciv,
které je ovSem in vivo znatn€ slozité a obtizné. Proto se k nému, alesponi v prvnich
krocich, vyuziva jednodussich in vitro modeld, z nichz k tém vyznamnéjSim patii
elektrochemicky model 1. faze biotransformace. Je zaloZzen na podobnosti oxida¢né-
redukénich reakci na elektrodé s oxidaéné-redukénimi enzymatickymi reakcemi
probihajicimi bshem 1. faze biotransformace’'. Vlastni studium probihd obvykle
v nevodném prostiedi; kromé¢ davodi elektrochemickych (rozpustnost studovanych
latek, anodické potencidlové okno) je hlavnim divodem pro pouziti takového prostiedi
ito, ze fada metabolickych reakci probihd v prostredi lipofilni povahy (fosfolipidové
membrany).

Elektrochemie lze tak vyhodné vyuzit k pfipravé a studiu metabolit. Prozatim vSak
nebyly publikovany prace, které by obsahovaly informace o metabolitech tetrazold,
které by byly vysledkem I. faze biotransformacnich reakci nebo o jejich piipravé.
V literatufe byly publikovany prace identifikujici (ovSem po in vivo experimentu)

produkty II. faze biotransformace tertazoli jako pfislusné glukuronidy’* .
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2 EXPERIMENTALNIi CAST

2.1 STUDOVANE LATKY

Studované  1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazoly byly syntetizovany” na Katedie
anorganické a organické chemie Farmaceutick¢ fakulty UK v Hradci Kralové.
Totoznost a Cistota byly stanoveny elementdrni analyzou, méfenim bodu tani a

nukledrni magnetickou rezonanci. Piehled studovanych latek je podan v tab. 2.1.

Tab. 2.1 Struktury a molarni hmotnosti studovanych 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazoli.

R1
R2
N/NYS
N/
N—N
derivat R' R’ M derivat R' R’ M

poloha substituent  poloha substituent gmol™ poloha substituent  poloha substituent gmol™
1 4 -Cl 302,78 23 3.4 -Cl, 4 -CH; 351,25
2 4 -CF; 336,34 24 4 -CH; 4 -CH; 296,39
3 4 -OCH; 298,36 25 4 -OCH; 4 -CH; 312,39
4 4 -Cl 4 -Cl 337,23 26 4 -Br 347,23
5 4 -Cl 4 -CF; 370,78 27 4 -Br 4 -Cl 381,68
6 4 -Cl 4 -OCH; 332,81 28 4 -Br 4 -CF; 415,23
7 4 -Cl 3 -OCH; 332,81 29 4 -Br 4 -OCH; 377,26
8 3.4 -Cl, 4 -Cl 371,67 30 4 -Br 4 -CH; 361,26
9 34 -Cl, 4 -OCH; 367,25 31 4 -Br 4 -F 365,22
10 4 -CH; 4 -Cl 316,81 32 4 -F 286,33
11 4 -CH; 4 -CF; 350,36 33 4 -Cl 4 -F 320,77
12 4 -CH; 4 -OCH; 312,39 34 3.4 -Cl, 4 -F 355,22
13 4 -OCH; 4 -Cl 332,81 35 4 -CH; 4 -F 300,36
14 4 -OCH; 4 -CF; 366,36 36 4 -OCH; 4 -F 316,35
15 4 -OCH; 4 -OCH; 328,39 37 2 -OCH; 4 -OCH; 328,42
16 268,34 38 2 -OCH; 4 -Cl 332,83
17 4 -Cl 302,78 39 2 -OCH; 298,39
18 3.4 -Cl, 337,23 40 2 -OCH; 3 -Cl 332,83
19 4 -CH; 282,36 41 2 -OCH; 4 -F 316,38
20 4 -OCH; 298,36 42 2 -OCH; 4 -Br 377,28
21 4 -CH; 282,36 43 2 -OCH; 4 -CH; 312,42
22 4 -Cl 4 -CH; 316,81
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2.2 POUZITE CHEMIKALIE

Jako prostiedi pro elektrochemické, spektrofotometrické a chromatografické
studium byl pouZit acetonitril Chromasolv (Sigma-Aldrich) s obsahem vody niz§im nez
0,02 obj. %. Byla pouzivdna redestilovand voda pfipravend na zatizeni UltraPure
(Watrex).

Jako zékladni elektrolyt byl pouzit chloristan sodny pro HPLC (Fluka). Ostatni
pouzit¢ chemikdlie byly analytické Cistoty: aceton (Lachema), argon
(Linde-Technoplyn), dusi¢nan stfibrny (Lachema), 1,2-dichlorethan (Penta),

thiomocovina (Sigma Aldrich).

2.3 POUZITE METODY

2.3.1 DC voltametrie s rotujici diskovou elektrodou

Meéfieni probihalo v tfidilné polarografické nadobce na pfistroji Eco-Tribo Polarograf
(Eco-Trend Plus, CR) se sbérem dat softwarem Polar Pro v. 2.0 (Eco-Trend Plus, CR).
Bylo pouzito tfielektrodové zapojeni. Pracovni elektrodou byla platinova rotujici
diskova elektroda o plose 13,986 mm’ (EM-EDI-Pt-D5, Radiometer), rychlost rotace
elektrody byla 1226 ot min" a rychlost polarizace 10 mV s '. Elektroda byla umisténa
do meficiho prostoru s roztokem zakladniho elektrolytu 0,1 mol dm™ chloristanu
sodného v acetonitrilu. Referentni elektrodu tvofil stiibrny plisek o plose 4,8 cm’
ponofeny do roztoku 0,01 mol dm™ dusi¢nanu stiibrného v 1 mol dm™ roztoku
chloristanu sodného v acetonitrilu. Referentni elektroda byla od méficiho prostoru
oddélena meziprostorem snéaplni 0,5 mol dm™ roztoku chloristanu sodného
v acetonitrilu. Pomocna elektroda byla realizovana platinovym pliskem o plose
0,55 cm®. Obsah méficiho prostoru byl pied kazdym méfenim 5 minut probublavan
argonem. Mé&feni probihalo za laboratorni teploty 22 + 1 °C.

Ze ziskanych polarogramii byly vyhodnoceny hodnoty pualvlnovych potencidlii £/ ;.
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2.3.2 Kapalinova chromatografie s UV detekci

Meéieni bylo provadéno na kapalinovém chromatografu HP 1090 L (Hewlett Packard)
na kolon¢ RP C-18 ZORBAX délky 250 mm, praméru 4,6 mm a velikosti zrn 5 um pfti
laboratorni teplots. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,8 ml min"'. K davkovani
vzorkd byl pouzit ventil Rheodyne s nastfikovou smyckou o objemu 10 pl. Detekce
byla spektrofotometricka pfi vlnové délce 235 nm. Ziskané chromatogramy byly
vyhodnoceny pomoci programu CSW 32.

Mobilni fazi byla smés acetonitrilu a vody o objemovém zlomku acetonitrilu 0,70,
0,65 a 0,60. Roztoky studovanych derivatd o koncentraci 1x10™* mol dm™ byly
pfipraveny v acetonitrilu. Stanoveni mrtvého reten¢niho ¢asu #y bylo provedeno
nastiikem roztoku thiomocoviny (¢ = 1% 10 mol dm™).

K méfeni byly pouzity roztoky studovanych latek o koncentraci 1x10™* mol dm™
v acetonitrilu. Z naméfenych chromatogramti byly odecteny retencni casy a

odpovidajici reten¢ni faktor byl vypocitan ze vztahu

b @2.1)

kde g je retencni Cas daného derivatu [s] a #y je mrtvy retencni ¢as thiomocoviny [s].
Z naméfenych dat byl extrapolaci®®’® ziskan retenéni faktor ko odpovidajici mobilni fazi

s nulovym procentem organické slozky.
2.3.3 Molekulovad absorp&ni spektrometrie v UV oblasti
Spektrofotometrickd méfeni byla realizovana na spektrofotometru HP 8453 (Hewlett

Packard) s diodovym polem. M¢érna tloustka kiemenné kyvety byla 1 cm a méfeni

probihalo ve vinovém rozsahu 200-400 nm.
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2.3.4 Preparativni elektrolyza

Produkty elektrochemické oxidace studovanych latek byly ziskany pomoci preparativni
elektrolyzy. Pro elektrolyzu bylo pouzito 10 mg vzorku.

Elektrolyza probihala ve sklenéné nddobce H-typu, za pouziti tii elektrod. Pracovni
i pomocnou elektrodu tvofila Fischerova velkoplosna platinova elektroda. Obé
elektrody byly ponofeny do 0,1 mol dm™ roztoku chloristanu sodného v acetonitrilu a
byly od sebe odd&leny meziprostorem s naplni 0,5 mol dm™ roztoku chloristanu
sodného v acetonitrilu. Objem 0,1 mol dm roztoku chloristanu sodného v acetonitrilu
v prostoru elektrolyzy byl 40 ml. Referentni elektroda byla realizovana stiibrnym
dratkem ponofenym do 0,01 mol dm™ roztoku dusi¢nanu st¥{brného a 1 mol dm™
roztoku chloristanu sodného v acetonitrilu. Zdrojem napéti byl Potenciostat/Galvanostat
Model 273 (EG&G Princeton Applied Research). Elektrolyza probihala za intenzivniho
michani za laboratorni teploty po dobu jedné hodiny (pted elektrolyzou latky byl vzdy
po dobu 20 minut elektrolyzovan samotny zakladni elektrolyt pro odstranéni piipadnych
necistot).

Pied zahdjenim elektrolyzy i vjejim pribéhu bylo méfeno UV  spektrum
elektolyzatu. Ke spektrometrickému méfeni (podminky viz. kap. 2.3.3) bylo vzdy
odebrano 50 ul elektrolyzatu a ziedéno Cistym acetonitrilem na objem 3 ml.

Po skonceni elektrolyzy byl elektrolyzat odpaten do sucha na vakuové rotacni
odparce s vodni lazni o teplot¢ 85 °C a extrahovan 1,2-dichlorethanem. Odd¢leny
extrakt byl odebran, opétovné odpaien a podroben identifikaci metodou hmotnostni
spektrometrie (kap. 2.3.5). Zbyvajici pevnd fadze po extrakci byla pro odstranéni
chloristanu sodného promyvana destilovanou vodou, nerozpustny zbytek byl podroben

identifikaci metodou infraervené spektrometrie (kap. 2.3.6).

2.3.5 Plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem

Extrakt elektrooxida¢nich produkt v 1,2-dichlorethanu byly analyzovany pomoci
plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Méteni byla realizovana
na plynovém chromatografu Varian 3400 s kolonou DB5 (5 % difenylsiloxan, 95 %
dimethylsiloxan) délky 30 m, vnitiniho priméru 0,25 mm, tloustka filmu 0,012 mm.

Injektor byl vyhfivan na teplotu 250 °C. Jako detektor byl pouzit hmotnostni



Experimentalni &ast 23

spektrometr Finnigan MAT INCOS 50 s ionizaci narazem elektroni a s ionizaci

elektroprejem.
2.3.6 Infracervena spektroskopie

Druhé produkty elektrochemické oxidace studovanych latek byly analyzovany metodou
infracervené spektroskopie. Infracervena spektra byla métena technikou diftizni reflexe
(DRIFTS) na FTIR spektrometru Nicolet Magna 760 v oblasti od 4000 do 400 cm™

v ’ -1
s rozliSenim 4 cm’ .

2.4 QSAR, REGRESNI A STATISTICKE VYPOCTY

Substituentové Hammettovy o konstanty byly pfevzaty ztabulek Hansche, Lea a
Hoekmana’®. Swain-Luptonovy konstanty byly pfevzaty podle upravy provedené
Norringtonem’”. Substituentové hydrofobni m konstanty byly pouzity podle Fujita a
kol.”®. Substituentové konstanty latek, u kterych se v molekule vyskytovalo vice
substituenti, byly ziskany souftem substituentovych konstant jednotlivych
substituentdt’’. Regresni vypoéty byly provedeny v programu QSAR-PC:RAR (Biosoft,
UK).

Vypocty hodnot rozdélovacich koeficienti oktanol-voda byly provedeny pomoci
modulu PrologP programu Pallas 2.0 (CompuDrug, USA).

Odhad moznych metaboliti studovanych latek byl proveden pomoci modulu
MetabolExpert v programu Pallas 3.1 (CompuDrug, USA).

78,79 ,
"7 Uvedené

Naméfend data byla zpracovana béznymi statistickymi postupy
vysledky sériovych méfeni jsou medidny tii méfeni. Linearni zavislosti dvou
proménnych byly zpracovany metodou linedrni regrese s vyhodnocenim piislusnych
odchylek a korelacnich koeficientl. Vypocty byly realizovany pomoci softwarovych
programli Microcal Origin 6.0 (Microcal Software, USA) a Microsoft Excel 97

(Microsoft Corporation, USA).
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 VLIV SUBSTITUENTU NA VOLTAMETRICKE CHOVANI
TETRAZOLU
3.1.1 Stanoveni pilvlnového potencidlu

Vliv substituentll na voltametrické chovani studovanych 1-fenyl-5-benzylsulfanyl-
tetrazoli byl studovan metodou DC voltametrie s rotujici diskovou elektrodou.
V souladu s literaturou® bylo zjisténo, Ze elektrooxidacni vinu poskytuji pouze derivaty
obsahujici methoxyskupinu.

Studované methoxy derivaty tetrazolu poskytovaly v prostiedi 0,1 mol dm™
chloristanu sodného v acetonitrilu jednu ztetelnou oxida¢ni vinu (obr. 3.1). Kalibra¢ni
zavislosti byly linearni vrozsahu 0,5-1,5x10* moldm™ a palvinové potencialy
nezavisely na koncentraci latky. Namétené hodnoty ptilvinovych potencialt, piislusné
Hammettovy a Swain-Luptonovy substituentové konstanty a energie HOMO orbitalli

zachycuje tab. 3.1.
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160

1,10° A

140 |
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100 |
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Obr. 3.1 DC voltametrie (1) 5-(4-methoxybenzylsulfanyl)-1-(2-methoxyfenyl)tetrazolu (derivat 37), (2) 5-benzylsulfanyl-1-
(2-methoxyfenyl)tetrazolu (derivat 39) a (3) 5-(4-brombenzylsulfanyl)-1-(2-methoxyfenyl)tetrazolu (derivat 42) a v 0,1 mol dm™
chloristanu sodném v acetonitrilu (4). (¢ = 1,5%10* mol dm™, 4 = 13,986 mm? v = 10 mV s, ® = 1226 ot min"', mé&feno proti

Ag/0,01 mol dm™ AgNO;/0,1 mol dm™ NaClO,)
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Tab. 3.1 Struktury, Hammettovy a Swain-Luptonovy substituentové konstanty, rozdéleni do trénovaci a kontrolni sady, indikatorova
konstanta a pilvinové potencialy prvni oxidaéni viny studovanych methoxy derivati tetrazolu v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném
v acetonitrilu (¢ = 1,5%10* mol dm>, 4 = 13,986 mm% v = 10 mV s, ® = 1226 ot min"', m&feno proti Ag/0,01 mol dm™

AgNO5/0,1 mol dm™NaClO,)

R1
R2
N/NYS
N/
N—N
derivat R! R? sada® 1 Ewn &nowo
poloha substituent  Ori Fri R poloha substituent  ORri Fri R v eV
3 4 -H 0,00 0,00 0,00 4 -OCH;  -0,27 041 -0,50 + 1 1,370 -0,22069
6 4 -Cl 0,23 0,69 0,16 4 -OCH;  -0,27 041 -0,50 — 1 1,390 -0,22342
7 4 -Cl 0,23 0,69 0,16 3 -OCH; 0,12 041 -0,17 + 1 1,430 -0,22462
9 3,4 -Cl, 0,60 1,37 -0,22 4 -OCH; -0,27 041 -0,50 — 1 1,400 -0,22504
12 4 -CH; -0,17 -0,05 0,14 4 -OCH;  -0,27 041 -0,50 + 1 1,400 -0,21956
13 4 -OCH; 0,227 041 -0,50 4 -Cl 023 0,69 0,16 — 1 1,580 -0,23869
14 4 -OCH; 0,27 041 -0,50 4 -CF; 0,54 0,63 0,19 + 1 1,590 -0,24052
15 4 -OCH; 0,227 041 -0,50 4 -OCH; -0,27 041 -0,50 — 1 1,375 -0,2188
200 4 -OCH; 0,27 0,41 -0,50 4 -H 0,00 0,00 0,00 + 1 1,565 -0,23515
25 4 -OCH; 0,27 041 -0,50 4 -CH; -0,17 -0,05 -0,14 - 1 1,550 -0,23290
29 4 -Br 0,23 0,73 0,18 4 -OCH; -027 041 -0,50 + 1 1,405 -0,22343
36 4 -OCH; 0,27 041 -0,50 4 -F -0,06 0,71 -0,34 - 1 1,580 -0,23719
37 2 -OCH; -¢ 0,52 043 4 -OCH; 0,27 041 -0,50 + 0 1,630 —0,21388
38 2 -OCH; - 0,52 -0,43 4 -Cl 023 0,69 0,16 - 0 1,780 —0,23725
39 2 -OCH; - 0,52 -0,43 4 -H 0,00 0,00 000 + 0 1,760 -0,23310
40 2 -OCH; - 0,52 -0,43 3 -Cl 023 0,69 0,16 - 0 1,800 —0,23965
41 2 -OCH; - 0,52 -0,43 4 -F -0,06 0,71 -0,34 + 0 1,800 -0,23444
42 2 -OCH; - 0,52 0,43 4 -Br 023 0,73 0,18 - 0 1,815 -0,23562
43 2 -OCH; - 0,52 -0,43 4 -CH; -0,17 -0,05 -0,14 + 0 1,760 -0,22886

¢ Sada: trénovaci (+), kontrolni ().
® Hodnoty prevzaty z prace®.
“ Hodnoty nejsou ptesné definovany.



Vysledky a diskuse 26

3.1.2 QSER s energiemi HOMO orbitala

Jak bylo uvedeno vyse v kap. 1.3.1 je dobrou charakteristikou energetickych parametrti
molekuly v pfipadé oxidacnich déji hodnota energie nejvyse obsazen¢ho molekulového
orbitalu. Vynesenim zavislosti pualvinového potencidlu studovanych tetrazold na
hodnoté energie HOMO (obr. 3.2) bylo zjisténo, ze hodnota ptlvinového potencialu je
vyrazné ovlivnéna pozici methoxy skupiny na fenylu, ktera derivaty rozdélila na dvé

skupiny: 2-methoxyderivaty a ostatni derivaty.

20—

E1/2‘ v

1,2 1 1 1 1 1 1
-0,26 -0,25 -0,24 -0,23 -0,22 -0,21 -0,20

eV

Eromo’

Obr. 3.2 Korelace mezi hodnotami pilvlnovych potencialti a hodnotami energii HOMO orbitali pro studované methoxy derivaty
tetrazolu: 2-methoxyfenyltetrazoly (o), ostatni studované derivaty (e). Pilvinové potencidly méfeny v 0,1 mol dm™ NaClO,

v acetonitrilu, ¢ = 1,5%107* mol dm™ vs. Ag /0,01 mol dm 3 AgNO;/ 1 mol dm 3 NaClO,.

Byla proto zavedena indikatorova konstanta [ charakterizujici druh a polohu
substituentu na fenylu, definovana jako 7/ = 0 pro 2-methoxyfenyl derivaty a
I =1 pro ostatni methoxy derivaty. Opravnénost zavedeni indikatorové konstanty byla
otestovana rozdélenim naméfenych dat na trénovaci a kontrolni sadu (tab. 3.1). Pomoci
trénovaci sady byla vypocitana regresni rovnice mezi pulvlnovym potencidlem a energii

HOMO orbitalu

E1/2 (V) =— 9,459 EHOMO (GV) — 0,275 I— 0,415 (31)
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Spravnost regresni rovnice (3.1) byla testovana pomoci kontrolni sady, na obr. 3.3 je
znazornéna korelace mezi plilvlnovymi potencidly derivati kontrolni sady vypocitanych

z regresni rovnice (3.1) a skuteCnymi experimentalnimi hodnotami.

vyp.
E1/2 ’ V

12 1,4 1,6 1,8 2,0

exp.
E1/2 ’ v

Obr. 3.3 Korelace mezi naméfenymi hodnotami pulvinovych potenciali a hodnotami vypoc¢itanymi z rovnice (3.1) pro kontrolni

sadu studovanych derivati tetrazolu, » = 0,9844 (¢isla u jednotlivych bodi odpovidaji ¢isltim derivatt).

Na obr. 3.3 Ize vidét, Ze regresni rovnice je velmi dobife pouzitelnd pro oba druhy
studovanych derivatl tetrazolu. S pouzitim experimentalnich dat vSech studovanych
derivati byla ziskdna vyslednd regresni rovnice popisujici zavislost pulvlnového

potencialu na energii HOMO orbitalu

E1/2 (V) = 9,634 EHOMO (CV) — 0,260 [— 0,470 (32)
n=19,r=0,988,s,= 0,028, F = 319,57 > F3, 16,0,01 = 6,23

3.1.3 QSER se substituentovymi konstantami

Vliv substituentfl na voltametrické chovani studovanych derivatd byl v ptedeslé praci®
kvantifikovan pomoci Hammettovych ¢ konstant. Pouziti této korela¢ni rovnice pro
2-methoxyfenyl tetrazoly vSak nebylo mozné, jelikoz literatura neuvadi spolehlivé
hodnoty Hammettovy o konstanty pro methoxy skupinu v ortho-poloze (literatura®’
tzv. ortho-efektem, ktery je zpisoben pfimym elektrostatickym plsobenim substituentu

a reakéniho centra, stérickym efektem a vliv zde ma i tvorba vodikovych muistki®.
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Nevyhodou Hammettovych ¢ konstant je nad to skutecnost, Ze jsou mirou celkového
elektronového efektu substituentli a nerozliSuji mezi induktivhim a mesomernim
efektem. Tento nedostatek se pokusili odstranit Swain a Lupton, ktefi dospéli k zavéru,
ze kazdy elektronovy parametr 1ze vyjadiit F a R konstantami, které popisuji zvlast’ vliv
induktivniho (field) a mesomerniho (resonance) efektu **.

V literatute®® byla publikovana nasledujici koreladni rovnice popisujici zavislost
pulvlnovych potencialii studovanych tetrazolii na hodnoté Swain-Luptonovych F a R

konstant, ziskand z experimentalnich dat pro derivaty 3, 6, 7, 9, 1215, 20, 25, 29, 36

Ein (V) =—0,016 Fri — 0,217 Rg; + 0,051 Fro + 0,214 Ry, + 1,451 (3.3)

Byla otestovana pouzitelnost regresni rovnice (3.3) pro 2-methoxyfenyl tetrazoly; jak

ukazuje obr. 3.4 rovnice pro tyto derivaty nevyhovuje.

vyp.
E1/2 ’ v

1,45 -

1,40 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1,60 1,65 1,70 1,75 1,80 1,85 1,90

exp.
E1/2 ’ V

Obr. 3.4 Korelace mezi naméfenymi hodnotami pulvlnovych potencialti studovanych 2-methoxyfenyl tetrazold s hodnotami

vypocéitanymi z rovnice (3.3), » = 0,8427 (¢isla u jednotlivych bod odpovidaji ¢isltiim derivatu).

Bylo proto pfistoupeno k piepocitani regresnich parametrti rovnice (3.3), do niz byla
na zéklad¢ skuteCnosti zjisténych vyse v kap. 3.1.2 zahrnuta i1 indikatorova konstanta
charakterizujici druh a polohu substituentu na fenylu, definovana jako / = 0 pro
2-methoxyfenyl derivaty a I = 1 pro ostatni derivaty. Pomoci trénovaci sady byla
vypocitana regresni rovnice mezi pulvlnovym potencidlem, F a R substituentovymi

konstantami a indikatorovou konstantou

Eip (V) =— 0,028 Fri — 0,221 Rg; + 0,051 Fro + 0,193 Rgo — 0247 [+ 1,691 (3.4)
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Spravnost regresni rovnice (3.4) byla testovana pomoci kontrolni sady, na obr. 3.5 je

znazornéna korelace mezi plilvlnovymi potencidly derivati kontrolni sady vypocitanych

z regresni rovnice (3.4) a skuteCnymi experimentalnimi hodnotami.

12

E "V

1,8 2,0
exp.
E1/2 vV

Obr. 3.5 Korelace mezi naméfenymi hodnotami pulvlinovych potenciali a hodnotami vypoc¢itanymi z rovnice (3.4) pro kontrolni

sadu studovanych derivatu tetrazolu, » = 0,9696 (¢isla u jednotlivych boda odpovidaji ¢islim derivata).

S pouzitim experimentalnich dat vSech studovanych derivati byla ziskéana vysledna

regresni rovnice popisujici zavislost ptilvinového potencialu na F a R substituentovych

konstantach a indikatorové konstanté

Eip (V)=-0,014 Fri1 — 0,197 Rg; + 0,081 Fro + 0,242 Rr, — 0,247 1+ 1,700  (3.5)

n=19,r=0,975,s,= 0,044, F = 50,31 > Fs_13 0,01 = 4,86

Z hodnot regresnich koeficientii korela¢ni rovnice je patrné, ze vétsi vliv maji R

substituentové konstanty, jez charakterizuji mesomerni efekt substituentd.
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3.2 VLIV SUBSTITUENTU NA RETENCNI CHOVANI
STUDOVANYCH LATEK
3.2.1 Stanoveni retenc¢nich faktoru

Byl studovan vliv substituenti na reten¢ni casy derivatl tetrazolu pfi HPLC
chromatografii na reverzni fazi C-18. Jako mobilni faze byla pouzita smés
acetonitril-voda s proménlivym slozenim acetonitrilu w(CH3;CN) = 0,70; 0,65 a 0,60.
Byly naméfeny retencni Casy studovanych derivatl, vypocitany piislusné retencni
faktory (tab. 3.2) a extrapolaci ziskan reten¢ni faktor ky pro mobilni fazi s nulovym
obsahem acetonitrilu.

Vliv substituentll na retencni Cas je na obr. 3.6 demonstrovan na ptikladu derivati
s odliSnou pozici methoxy skupiny na fenylu a na obr. 3.7 s riznymi substituenty na

benzylsulfanylu.
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Obr. 3.6 Vliv substituentll na reten¢ni ¢as derivatl tetrazolu pti HPLC na koloné RP C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm), mobilni faze
acetonitril-voda (w(CH;CN) = 0,60): (1) 1-(2-methoxyfenyl)-5-(4-chlorbenzylsulfanyl)tetrazol (derivat 38) a (2) 1-(4-methoxy-
fenyl)-5-(4-chlorbenzylsulfanyl)tetrazol (derivat 13). (c = 1x10* mol dm>, F,, = 0,8 cm®min”', A = 235 nm, £y, = 90 s, nastiik 10 pl)

w
o

30 - -
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25 - 1 -
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t, min

Obr. 3.7 Vliv substituentll na reten¢ni ¢as derivati tetrazolu pfi HPLC na koloné RP C-18 ZORBAX (250 x 4,6 mm), mobilni faze
acetonitril-voda (w(CH;CN) = 0,60): (1) 1-(2-methoxyfenyl)-5-(3-chlorbenzylsulfanyl)tetrazol (derivat 40) a (2) 1-(2-methoxy-
fenyl)-5-(4-chlorbenzylsulfanyl)tetrazol (derivat 38). (c = 1x10~* mol dm>, F,, = 0,8 c®min”', A = 235 nm, £y = 90 s, nastiik 10 pl)
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3.2.2 QSRR s rozdélovacim koeficientem oktanol/voda

Z namétenych retencnich faktor byl extrapolaci ziskan retencni faktor ko pii slozeni
mobilni faze w(CH3;CN) = 0,00. Vynesenim zavislosti logaritmu £k, studovanych
tetrazoll na hodnot¢ rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (obr. 3.8) bylo zjisténo, ze
zévislost rozd¢li studované derivaty na dvé skupiny:

1. derivaty s methoxy skupinou v poloze 4 na fenylu nebo/a benzylsulfanylu,

2. ostatni derivaty.

log K,

o8l 1 .+ 1/ w1
32 36 40 44 48 52 56 60 64

log P

Obr. 3.8 Korelace mezi hodnotami retencnich faktort £, a hodnotou rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda pfi HPLC na koloné
RP C-18 ZORBAX pro derivaty neobsahujici methoxy skupinu v molekule 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu (e), pro derivaty
obsahujici 2-methoxy skupinu v molekule 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu (o) a pro derivaty obsahujici 4-methoxy skupinu

v molekule 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu (A). (c = 1x10™* mol dm-3, F;, = 0,8 cm’®min™', 1 =235 nm, ty = 90 s, nastiik 10 ul)

Z toho plyne, ze regresni rovnici zavislosti log ko na log P je tieba doplnit
o indikatorovou konstantu /, charakterizujici pfislusnou skupinu derivatii a definovanou
jako I =1 pro derivaty s methoxy skupinou na fenylu nebo/a benzylsulfanylu v pozici 4,
a I = 0 pro ostatni derivaty. Opravnénost zavedeni indikatorové konstanty byla
otestovana rozdélenim namétenych dat na trénovaci a kontrolni sadu (tab. 3.2). Pomoci

trénovaci sady byla vypocitana regresni rovnice

log ko =10,359 log P+ 0,311 /- 0,610 (3.6)
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Spravnost regresni rovnice (3.6) byla testovana pomoci kontrolni sady, na obr. 3.9 je
znazornéna korelace log ko derivatl kontrolni sady vypocitanych z regresni rovnice (3.6)

a skute¢nymi experimentalnimi hodnotami.

0y8 L 1 L 1 L 1 L 1 L
0,8 1,0 1.2 1,4 1,6 1,8

exp.

log k,

Obr. 3.9 Korelace mezi experimentalné ziskanymi hodnotami logaritmu reten¢niho faktoru 4, a hodnotami vypocitanymi z rovnice

(3.6) pro kontrolni sadu studovanych derivata tetrazolu, » = 0,9508.

S pouzitim experimentalnich dat vSech studovanych derivati byla ziskdna vysledna
regresni rovnice popisujici zavislost logaritmu retencniho faktoru ky na logaritmu

rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda a indikatorové konstanté /

log ko = 0,366 log P + 0,345 [ — 0,652 (3.7)
n=41,r=0,969, s, = 0,050, F = 290,03 > F3 35001 = 5,18

3.2.3 QSRR s hydrofobnimi substituentovymi nm konstantami

Druhou moznosti jak kvantifikovat vliv substituenti na chromatografické chovani
studovanych derivati je pouziti hydrofobnich substituentovych m konstant.
S pouzitim vyse definované indikatorové konstanty / byla za pomoci trénovaci sady

vypocitana regresni rovnice

log ko = 0,245 nr; + 0,198 7Ry — 0,017 7 + 1,058 (3.8)
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Spravnost regresni rovnice (3.8) byla testovana pomoci kontrolni sady, na obr. 3.10
je znazornéna korelace mezi log ko derivatii kontrolni sady vypocitanych z regresni

rovnice (3.8) a skutecnymi experimentalnimi hodnotami.

18 ———1—1——

log kovyp'

16 .

14 |- ° 1

10 -

0,8 L 1 L 1 L 1 L 1 L
0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1.8
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Obr. 3.10 Korelace mezi experimentalné ziskanymi hodnotami logaritmu retenéniho faktoru &y a hodnotami vypocitanymi z rovnice

(3.8) pro kontrolni sadu studovanych derivata tetrazolu, » = 0,9638.

S pouzitim experimentalnich dat vSech studovanych derivati byla ziskéna vysledna
regresni rovnice popisujici zavislost logaritmu reten¢niho faktoru &y na hydrofobnich «

konstantach a indikatorové konstanté /

log ko = 0,239 mg; + 0,199 7tro— 0,030 I+ 1,056 (3.9)
n=41,r=0,967, s, = 0,052, F = 175,85 > F3.37.001 = 4,31

Z hodnot regresnich koeficientll je patrné, ze vétsi vliv na chromatografické chovani
maji mr; substituentové konstanty a tudiz substituenty na fenylu. Ze statistickych
parametra rovnic (3.7) a (3.9) je patrné, Ze Ize tspeSné pouzit ob¢ regresni rovnice pro

vypocet logaritmu hodnoty reten¢niho faktoru k.
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3.3 PRIPRAVA A IDENTIFIKACE ELEKTROOXIDACNICH
PRODUKTU
3.3.1 Piiprava elektrooxida¢nich produktt

Produkty elektrochemické oxidace studovanych tetrazolli byly pfipraveny pro vybrané
zastupce 4-methoxyfenyl derivati (derivat 20) a 2-methoxyfenyl derivatt (derivaty 38,
39).

Elektrooxida¢ni produkty byly pfipraveny metodou preparativni elektrolyzy,
postupem popsanym v kap. 2.3.4 pfi potencidlu odpovidajicimu limitnimu konvektivné-
-difiznimu proudu prvniho oxidaéniho stupné. Pribéh elektrolyzy byl sledovan
spektrofotometrickym méfenim, jako ptiklad jsou na obr. 3.11 a 3.12 uvedeny zmény

UV spekter v pritbéhu elektrooxidace derivatu 39.

0,5 i
04| .
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200 225 250 275 300

Obr. 3.11 UV monitoring prib&hu preparativni elektrolyzy 1-(2-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 39): (1) pied
elektrolyzou a (2) po elektrolyze (podminky viz. kap. 2.3.4).
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Obr. 3.12 UV monitoring priubéhu preparativni elektrolyzy 1-(2-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 39) v zavislosti
na Case elektrolyzy (podminky viz. kap. 2.3.4).

3.3.2 Identifikace elektrooxidac¢nich produkti

Jak je uvedeno v kap. 2.3.4 byly produkty elektrooxidace studovanych latek
analyzovany metodou GC-MS, u 2-methoxyfenyl derivati byl analyzovan i neextraho-
vatelny zbytek metodou infraervené spektroskopie.

U studovaného 4-methoxyfenyl derivatu (derivat 20) byl na zédkladé hmotnostnich
spekter (obr. 3.13) identifikovan jediny produkt, jehoz pravdépodobnd struktura je
uvedena na obr. 3.14. Rozdil mezi hmotnostmi iontli naméfenymi pfi ionizaci ndrazem

elektronil a ionizaci elektrosprejem odpovida ztraté dvou dusiki z tetrazolového kruhu.
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Obr. 3.13 Hmotnostni spektra elektrooxida¢niho produktu 1-(4-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 20) (a) spektrum
s ionizaci elektrosprejem, (b) spektrum s ionizaci narazem elektroni.
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Obr. 3.14 Navrzena struktura elektrooxidacniho produktu

1-(4-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 20),
M=296,35 g mol ™
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U derivati 2-methoxyfenyl tetrazolu (derivaty 38 a 39) byl na zdkladé hmotnostnich
spekter (obr. 3.15) identifikovan jediny produkt. Pravdépodobné struktury produkti
jsou uvedeny na obr. 3.16. Produkty elektrooxidace obou derivati 38 a 39 mély
analogickd hmotnostni spektra a liSily se o m/z = 30 od hmotnosti vychozich derivati.
Tento rozdil je pravdépodobné zplisoben rozpadem tetrazolového jadra, doprovazeného
ztratou dvou dusikovych a dvou vodikovych atomi. U obou produktl se projevuji ionty
M-1, M-29, M—88 a M-101. Ionty M—1 a M-29 ukazuji na aromaticky aldehyd ¢i
keton. Tuto domnénku potvrzuje i infraervené spektrum produkti (obr. 3.17), kde lze
identifikovat charakteristickou vibraci v = 1740 cm ™' (podrobn&jsi rozbor spektra nebyl
mozny kvuli pfitomnosti nezreagované vychozi latky a zbytkiim chloristanu sodného ze

zékladniho elektrolytu).
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Obr. 3.15 Hmotnostni spektra elektrooxida¢niho produktu 1-(2-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 39) (a) spektrum

s ionizaci elektrosprejem, (b) spektrum s ionizaci narazem elektronti.
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Obr. 3.16 Navrzené struktury elektrooxidaénich produkti (a) 1-(2-methoxyfenyl)-5-(4-chlorbenzylsulfanyl)tetrazolu (derivat 38),
a (b) 1-(2-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 39).
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Obr. 3.17 Infracervené spektrum elektrooxidacniho produktu 1-(2-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolu (derivat 39).

3.3.3 Diskuse k elektrooxida¢nim produktim

Jak bylo uvedeno vyse v kap. 3.1, elektrochemicky oxidovatelné jsou pouze ty derivaty
1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu, které v molekule obsahuji alespon jednu methoxy
skupinu. Elektrochemicka oxidace vede pravdépodobné ke vzniku radikal kationu
lokalizovaného na methoxy skupiné. V piipad¢ 4-methoxyfenyl tetrazolit dochazi k jeho
delokalizaci do polohy 2, nésledované uzavienim nového cyklu s —CH,— skupinou

benzylsulfanylu. V ptipadé 2-methoxyfenyl tetrazoli dochdzi rovnéz k uzavieni nového
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cyklu s — CH,— skupinou benzylsulfanylu. Druhou alternativou je vznik kruhu mezi
radikalem tvofenym methoxyskupinou a zbytkem tetrazolového kruhu.

Navrzeny mechanismus je v souhlasu s literaturou o elektrochemické oxidaci
organickych latek s methoxy skupinou v molekule.

Said a kol.*’ studovali elektrooxidaci p-methoxytoluenu v bezvodém acetonitrilu.
Prvnim krokem sparovani dvou radikalkationtli vedouci ke vzniku dimeru s vazbou
v ortho poloze k methoxy skupiné jednoho z radikalkationtti. Tento dimer podléha
rychlé monodeprotonaci (obr. 3.18). Vznik riznych dimerti pozorovali titiz autofi

i v piipad elektrooxidace 3.4.5-trimethoxytoluenu v acetonitrilu®.

r 3

+ + +
OCHs, OCHj, OCH, OCHj,
-e-
e - e
2 < >
., H CHj
CHs CHs CHs HsC O
. CH,
OCH, OCH,
+ +
-H -H
- -
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H,CO
CHj
CHs H,CO
CHj,
CHj;

Obr. 3.18 Schéma elektrochemické oxidace p-methoxytoluenu v acetonitrilu

Dimerizace  vznikajicich  radikéalkationtt  byla rovnéz  popsana  pro
9-methoxyanthracen nebo 9-acetoxyanthracen™.

Vznik novych cykli byl pozorovén u elektrochemické oxidace rGznych methoxy
derivati  acenaftylenu a acenaftenu® a u N-(4-methoxyfenyl)-N'-aryl-2,2,2-

trifluoroethanimidamida®’.
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4 ZAVER

Predkladand diplomova prace se zaméfila na QSPR studium elektrochemickych a
chromatografickych vlastnosti nové syntetizovanych derivati 1-fenyl-5-benzylsulfanyl-
tetrazolu a na pfipravu a pokus o identifikaci produktt jejich elektrochemické oxidace.
V prvni Casti prace byl studovan vliv substituenti na voltametrické chovani
studovanych latek v prostfedi acetonitrilu. Bylo zjisténo, Ze elektrochemicky aktivni
jsou pouze methoxy derivaty studovanych tetrazoll; tento jev pravdépodobné souvisi
s vlastnosti methoxy skupiny, ktera je elektrondonorova a zvysSuje tak elektronovou
hustotu na sousednich atomech. Byly naméieny piilvinové potencidly vSech methoxy
derivati studovanych latek a pomoci QSPR analyzy byla nalezena regresni rovnice

popisujici zavislost pilvlnového potencidlu na energii HOMO orbitalu
Ein (V) =-9,634 enomo (V) — 0,260 71— 0,470 (3.2)

Vzhledem k neexistenci spolehlivé hodnoty Hammettovy o konstanty pro methoxy
skupinu byl vliv substituenti na pilvlnovy potencidl studovanych tetrazoll

kvantifikovan pomoci Swain-Luptonovych konstant

Ein(V)=-0,014 Fr; — 0,197 Ry + 0,081 Fr» + 0,242 Rg, — 0,247 1+ 1,700  (3.5)

Z hodnot regresnich koeficientli jasn€¢ vyplyva, ze vetsi vliv maji R substituentové
konstanty, jez charakterizuji mesomerni efekt substituentt.

Metodou RP-HPLC byl studovan vliv substituentii na chromatografické chovani
(retencni  faktor) methoxy derivatd tetrazolu. Vliv hydrofobicity molekuly,
charakterizované pomoci vypocitané hodnoty rozdélovaciho koeficientu oktanol/voda,

na hodnotu reten¢niho faktoru bylo mozno kvantifikovat nasledujici korelacni rovnici

log ko= 0,366 log P + 0,345 [ — 0,652 (3.7)
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Pomoci QSPR analyzy byla rovnéZ nalezena rovnice kvantifikujici vliv substituentii na

retencni faktor na zakladé hydrofobnich m konstant

log ko= 0,239 7tr; + 0,199 mtro— 0,030 7+ 1,056 (3.9)

Z korelacni rovnice je patrné, Ze na hodnotu reten¢niho faktoru ma vétsi vliv substituent
na fenylu.

Byly pfipraveny a analyzovany elektrooxidacni produkty vybranych zéstupcti
2-methoxyfenyl a 4-methoxyfenyl tetrazold. Elektrochemickd oxidace vede
pravdépodobné ke vzniku radikdl kationu lokalizovaného na methoxy skupiné.
V ptipadé¢ 4-methoxyfenyl tetrazoli dochazi k jeho delokalizaci do polohy 2,
nasledované uzavienim nového cyklu s —CH,— skupinou benzylsulfanylu. V piipadé
2-methoxyfenyl tetrazolti dochazi rovnéz k uzavieni nového cyklu s — CH,— skupinou
benzylsulfanylu. Druhou alternativou je vznik kruhu mezi radikdlem tvofenym

methoxyskupinou a zbytkem tetrazolového kruhu.
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