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Seznam symboll a zkratek

ai

ASCII

BA

E1)2
(E1/2)n
(E1/2)x

FIA
Gi
HOMO

ku

kx
LFER
LOQ

QSAR
QSER

r2
R

SAM
SMILES
T

Xe

Xh

regresni vaha i-ého parametru

americky standardni kéd pro vyménu informaci (American Standard Code for Information Inter-
change)

usek linearni regrese, resp. ve vztahu (4.5) aktivita zakladni (nesubstituované) slouceniny
biologicka aktivita

chemicka struktura latky

ptlvinovy potencial [V]

ptlvinovy potencial nesubstituovaného derivatu [V]

ptlvinovy potencial substituovaného derivatu [V]

Faradayova konstanta [96 485 C mol-1]

prutokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)

prispévek funkéni skupiny (strukturntho motivu) k aktivité latky

nejvyssi obsazeny molekulovy orbital (Highest Occupied Molecular Orbital)

indikatorova konstanta pritomnosti funkéni skupiny nebo strukturniho motivu v molekule
rychlostni (nebo rovnovaznda) konstanta reakce nesubstituovaného derivatu

rychlostni (nebo rovnovaznda) konstanta reakce substituovaného derivatu

linedrni vztah Gibbsovy energie (Linear Free Energy Relationship)

limit kvantifikace

pocet vyménovanych elektront

kvantitativni vztahy mezi strukturou a aktivitou (Quantitative Structure-Activity Relationships)
kvantitativni vztahy mezi strukturou a elektrochemii (Quantitative Structure-Electrochemistry Rela-
tionships)

koeficient determinace

universalni plynova konstanta [8,314 ] K-1mol-1]

samoskladna monovrstva (self-assembled monolayer)

Simplified Molecular Input Line Entry Specification (Cesky vyraz se nepouziva)
termodynamicka teplota [K]

parametr elektronovych vlastnosti

parametr hydrofobicity (lipofility)

parametr n-té vlastnosti

parametr sterickych vlastnosti

reak¢ni konstanta

Hammettova konstanta substituentu

obecna fyziologicka aktivita latky
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1 Uvod

Cestu k analytické chemii mi oteviel mij zajem o léciva a farmacii. Tento
motiv ziistava pritomny i v mém profesnim zaméreni. Ve své habilitacni praci tak pred-
kldadam komentovany vybér z praci, které jsem publikoval v letech 2002-2016, jejichZ
spole¢nym prvkem je zaméreni na analyzu farmak, at jizZ v pravém slova smyslu ke sta-
noveni ucinnych latek v 1écivych pripravcich, nebo aplikaci metod analytické chemie
k pochopeni tucinku farmak ¢i popisu jejich analytického chovani. I ostatni mé prace se
prevazné tykaji analyzy farmak, avsak spadaji do oblasti separac¢nich nebo spektralnich
metod; uvadim je pouze v prehledu publikovanych praci.

V soucasné dobé, kdy reSeni béZznych analytickych problémé dominuji separacni ci
spektrometrické analytické metody, dochazi k jistému posunu vyznamu a vyuziti metod
elektroanalytickych [1]. Vedle svého ptivodniho poslani, spocivajiciho v moZnostech sta-
noveni velmi nizkych koncentraci analytd, jsou nezastupitelné jako detekéni technika
predevsim v proudicich tekutinach. Vyznamné se také uplatiiuji pri studiu mechanismi
chemickych a elektrochemickych reakci, zejména jako metody k pripravé produkti
redukc¢nich nebo oxidacnich reakci. Elektroanalytické metody tak zastavaji dilezité a
nenahraditelné misto ve farmacii [2, 3], mediciné [4], potravinafstvi [5, 6], Zivotnim
prostredi [7, 8], tedy v oblastech, které se realné dotykaji Zivota kazdého z nas.

V oblasti farmak se elektroanalytické metody uplatiiuji ve vSech oblastech, od vyz-
kumu a vyvoje novych farmak, pres jejich vyrobu a kontrolu cistoty, az ke studiim
mechanismu uc¢inku a metabolickych premén farmak. Zatimco pri kontrolach Cistoty
farmak ¢i analyze jejich metabolickych produktili jsou spise vyuzivany chromatografické
a spektrometrické metody, pri vyvoji novych farmak a modelovani jejich moZného
metabolického osudu a mechanismu ucinku jsou vzhledem ke své podstaté castéjsi
metody elektroanalytické. O Stastném vztahu elektroanalytické chemie a farmacie ostat-

né svédci objev protinadorovych vlastnosti cisplatiny, u¢inény nahodné pfti studiu vlivu
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elektrického proudu na riist bakterie Escherichia coli. Za podminek experimentu,
provadéném v amoniakalnim pufru, vznikal jako oxida¢ni produkt na platinové anodé
pravé cis-diamino-dichlor platnaty komplex, inhibujici rist E. coli [9, 10].

Studie prezentované v habilitatni praci jsem rozdélil do tii tematickych okruht.
V prvnim jsou shromazdény modifikace priitokové injekéni analyzy s vyuZitim elektro-
analytickych metod. Druhy okruh je vénovan uplatnéni elektroanalytickych metod pfti
predikci metabolismu farmak v Zivém organismu. Konec¢né okruh treti zahrnuje pfis-
pévky k vyuziti elektroanalytickych dat v kvantitativnich vztazich mezi strukturou a
vlastnostmi sloucenin.

Habilita¢ni prace vychazi z mych odbornych znalosti a z vysledki mé vyzkumné prace
provadéné na Katedrie analytické chemie PYF UK, ale i ziskanych v ramci spoluprace
s Farmaceutickou fakultou UK v Hradci Kralové, a dale mezinarodni spoluprace s Farma-
ceutickou fakultou Université de la Méditerranée v Marseille, Farmaceutickou fakultou
Univerzity v Ankare a milanskym Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri.

Rad bych na tomto misté podékoval vSem, kteri jakkoliv prispéli a prispivaji k tomu,
ze mohu vykonavat praci ktera mé tési, ktefi byli a jsou mymi spolupracovniky c¢i

studenty. Zvlastni podékovani pak patii moji rodiné.

Praha, 2. iinora 2017
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2 Elektroanalytické metody v prlitokové injekcni analyze
farmak
2.1 Priitokova injek¢éni analyza

Cilem analytického méreni je ziskani dostatecnych informaci o analytech v co
nejkratSim case a s co nejmensimi naklady, z ¢ehoZ plyne, Ze pti provadéni analyz jsou
limitujicimi faktory jednotlivé operace se vzorkem. Hlavni cestou ke zrychleni analyzy je
proto automatizace jednotlivych krokt nakladani se vzorkem.

Jednim z mozZnych pristupii k automatizaci analyz je pratokova injekéni analyza
(angl. flow injection analysis, FIA), navrZena roku 1975 Jaromirem Ruzickou®a Elo
Haraldem Hansenem [1, 2]. Zakladnim principem metody je nastfik malého objemu
(zhruba 20-200 pl) roztoku vzorku do proudu nosné kapaliny. Sama nosna kapalina,
ktera muize (ale nemusi) obsahovat reakc¢ni ¢inidlo, nasledné unasi vzorek systémem,
kde pripadné analyt podléhda chemickym reakcim ¢i fyzikalné-chemickym procesim,

o 7

smérem Kk detektoru. To umoznuje automatizaci procest uUpravy vzorku od nastiiku
k detekci analytu, coz vede k vyssi rychlosti analyzy (vyssi pocet vzorki za hodinu) nez
u nepritokovych (davkovych) metod, a rovnéz i k vétsi reprodukovatelnosti méreni.
Vhodnou tupravou systému lze rovnéz dosahnout soucasné detekce vice analytd
(multikomponentni analyza).
Obecné usporadani FIA systému (obr. 2.1) zahrnuje pét hlavnich ¢asti [3, 4]:
1. Pohonny systém zajistujici konstantni, nepulzujici tok jedné nebo vice kapalin (nosna
kapalina, reak¢ni cinidla) aparaturou. Nejc¢astéjSim zarizenim plnicim tuto funkci je

peristaltickd pumpa.

Jen pro historickou zajimavost: Prof. Riizicka je absolventem nasi katedry analytické chemie, kde roku 1957 obhdjil diplomovou

préaci Polarografie v ledové kyseliné octové.
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Obr. 2.1 Blokové schéma aparatury pro pritokovou injek¢ni analyzu: (1) nosna kapalina/reakéni cinidlo,
(2) peristalticka pumpa, (3) davkovaci ventil, (4) vstup vzorku, (5) transport rovnou trubickou, (6) reak-
¢ni civka, (7) kolona se stacionarni fazi / reaktor s imobilizovanym reaktantem, (8) separator fazi,

(9) pritokovy detektor, (10) odpad (upraveno podle [4]).

2. Systém pro vnos vzorku do FIA aparatury, ktery umoziuje reprodukovatelné davko-
vani presného objemu vzorku do toku kapaliny; nejcastéji je realizovan jako
nizkotlaky Sesticestny davkovaci ventil.

3. Transportné-reakéni systém, nazyvany (nevhodné) reaktor. Ukolem této &asti FIA
aparatury muize byt:

a) zajistit promiseni vzorku s reakénim cinidlem a vhodnou dobu pro tuto reakci,
obvykle pomoci reakéni civky neboli svinuté trubicky kolem pevného stredu, ktera
prodlouZi dobu od vnosu vzorku k detektoru,

b) provést chemickou zménu vzorku pomoci chemicky aktivniho materidlu (ionex,
redoxni Cinidlo, sorbent, imobilizovany enzym) tvoriciho stacionarni fazi v proudu
kapaliny;

c) zajistit fyzikalné-chemickou interakci vzorku, naptiklad separaci fazi (plyn-kapa-
lina), extrakci (kapalina-kapalina), realizovanou viazenim vhodného zarizeni do
systému.

4. Detekcni systém umozinujici sbér odezvy FIA systému na koncentraci analytu ve

vzorku. Prednost je z pochopitelnych divodli davana nedestruktivnim detektorim

s priitokovou celou (UV/VIS spektrofotometrie, spektrofluorimetrie, potenciometrie,
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amperometrie), ale je mozné vyuzit i detektori destruktivnich (atomova absorp¢ni
spektrometrie, hmotnostni spektrometrie).
5. Pocitac k prevodu dat z detektoru a rizeni aparatury.
Tyto zakladni ¢asti FIA aparatury mohou byt dile modifikovany podle aktualnich poza-
davkd. RovnéZ tok nosného proudu miize byt rizné upravovan, programovatelné
zastavovan (tzv. stop-flow stanoveni), zrychlovan, ¢i pouzit obraceny tok.

Obecné jsou pro zapojeni FIA aparatury pouzivany dva moZné mody. Jednokandlovy,
pfi némZ je pouZivana pro upravu analytu reakce pouze s jednim cinidlem, které je
soucasti nosného proudu, nebo ma nosna kapalina pouze zprostiredkovat dopravu
analytu k selektivnimu detektoru (AAS, spektrometrickému, elektrochemickému).
Castéj$i je vicekanalovy méd, v ném? pied vlastni detekci dochazi k tipravé sloZeni
vzorku reakci s nékolika reagenty.

V praxi jsou FIA aparatury realizovany bud’ prostrednictvim laboratorné sestaveného
zarizeni, nebo jsou i komerc¢né dostupné (napriklad [5]).

Vysledkem FIA méfeni je Casovad odezva detektoru na prochdazejici zénu vzorku,
podobnad jinym pritokovym technikdm, nazyvana fiagram (obr. 2.2). Typicky priibéh fia-
gramu obsahuje (v okamzZiku vstupu zény vzorku do detektoru) pomérné prudky nartst
signalu, ktery se po dosaZzeni maxima pozvolné sniZuje (obvykle se nejedna
o Gaussovsky pik, jako v chromatografii). Pri¢inou tohoto priibéhu je disperze zény
vzorku, kterd je zavisld na pratokové rychlosti a dalSich parametrech konkrétni
aparatury, ale pri jejich udrzovani na konstantnich hodnotach je kontrolovatelna. Jako
analyticky signal je nejcastéji vyhodnocovana vyska piku, ale mtize jim byt i jeho Sirka
v poloviné vysky, jeho plocha, pripadné i jiné zmény. Ke zvySeni signalu se v nékterych
pripadech pouziva technika zastaveného toku (stopped-flow method), kdy je pti vstupu

zony vzorku do detektoru tok zastaven a tak zvySen signal detektoru.
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A

odezva detektoru

Obr. 2.2 Odezva signal-cas ve FIA méreni (fiagram) a moZné zpisoby odectu analytického signalu

(h - vyska piku, At1/2 - Sitka piku v poloviné jeho vysky, S - plocha piku).

Oproti ostatnim analytickym technikdm se FIA li$i zejména tim, Ze reakéni Cas je
obvykle velmi kratky, takze ani nemusi dojit k ustaveni chemické rovnovahy - nicméné
vtom pripadé je reprodukovatelné dosazZeno stupné premény analytu. To, zaroven
s disperzi zony vzorku v nosném proudu, vede ke sniZeni intenzity signalu analytu. Oba
tyto faktory vedou obecné k niZsi citlivosti FIA (a vy$$Sim hodnotam limitu stanovitel-
nosti), ktera je na druhé strané dostatecné vyrovnana univerzalnosti systému, jehoz
vhodnou modifikaci mtze byt citlivost stanoveni zvySena, ale zejména jiZ zminénou
vySSi rychlosti analyzy. Z praktického hlediska je nezanedbatelnou vyhodou i uzavienost
celého systému, takZe reagencie a vzorek neprichazi do styku s okolni atmosférou.

Hlubsi zaklady teorie FIA jsou popsany v mnoha monografiich, z nichZ lze uvést
klasickou ]. RlZzicky a E.H. Hansena [6] nebo nejnovéjsi V. Cerdy a kol. [7]; nebude jim
zde proto vénovano dale misto. Pfirozené existuji tisice aplika¢nich praci na stanoveni
nejruznéjsich latek, jejich pocet se odhaduje na vice nez 20 000 publikaci [8, 9].

PTi vyvoji nové FIA metody je klicovym vybér vhodné chemické ¢i fyzikalné-chemické
interakce pro konverzi analytu na detekovatelnou formu, od ¢ehoZ se odviji sloZeni
nosného proudu, reagencii a zejména typ a konkrétni usporadani transportné-reakcéniho
systému (vcetné detekce). Pravé v tom tkvi tspésnost FIA, protoZe moZnych kombinaci
je prakticky nekonecné [9]. MoZnost automatizovat potfebné operace se vzorkem je
velmi atraktivni pti vyvoji novych piistroji pro analytickou praxi a pro rutinni pouZziti;
to Ize demonstrovat na popularité této metody v analytickych normach CSN a/nebo ISO.

Vyznamnou cestou i do budoucnosti je miniaturizace FIA analyzy (lab-on-chip) snizZujici
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naklady na stanoventi i jeho ekologickou zatéz [10, 11], spojovani s jinymi analytickymi
technikami, zejména s HPLC [12,13], kapilarni zénovou elektroforézou [14] nebo
atomovou absorpcni spektrometrii [15], vyuZiti nanocastic [16] a aplikace pro multi-

komponentni stanoveni [17, 18].

2.2 FIA stanoveni fenothiazinu

Jednou z oblasti, v niZ je FIA hojné vyuzivana je farmaceuticka analyza [19].
V této oblasti jsme vyvinuli dvé modifikace FIA pro stanoveni farmak ze skupiny
fenothiazind, popsané nize.

Fenothiaziny [20] jsou tricyklické heterocykly s atomem siry v poloze 5 a atomem
dusiku v poloze 10, obvykle substituované v poloze 2 a 10. Chemicka struktura
fenothiazinu a jeho nejbéznéjsich derivati je uvedena v tab. 2.1. Prvnf latka tohoto typu,
methylenovd modf, byla syntetizovana roku 1876 némeckym chemikem Heinrichem
Caro (1834-1910; cit. [21]). Jeji struktura byla objasnéna az roku 1885 rovnéz némec-
kym chemikem Henrichem Augustem Bernthsenem (1855-1931). Na konci 19. stoleti
objevil Paul Ehrlich aktivitu methylenové modri proti plasmodiim. Nasledovaly syntézy
dalSich derivatli a objevy jinych farmakologicky vyznamnych vlastnosti fenothiazint.
Obecné plati, Ze substituce do polohy 10 vede k antihistaminikim a antiparkinsoniklim,
derivaty substituované v poloze 2 a 10 jsou neuroleptiky [22, 23]. Neméné zajimavé se

derivaty fenothiazinu uplatiiuji v analytické chemii jako ¢inidla ¢i indikatory [24, 25].
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Tabulka 2.1

Chemicka struktura fenothiazinu a jeho nejbéznéjsich derivata

RlO
N R,
S
derivét R, Rio
diethazin —-H —(CHz)zN(CHchg)Z
chlorpromazin —Cl —(CH,),N(CH3),
levomepromazin —0OCH;  —CH,CH(CH3)N(CH3),
promethazin —H —CH,CH(CH3)N(CH3),
CH;
thioridazin —SCH; N
—CH,CH,
. . / \
trifluoperazin —CF; —CH,CH,—N N—CH,
__/

Pro stanoveni fenothiazinl jak v 1éCivych pripravcich, tak v télnich tekutinach byla
vypracovana fada metod, od chemickych stanoveni az k stanovenim instrumentalnim,
uvadi je prehledové ¢lanky [26, 27, 28]. Publikovana stanoveni fenothiazinti pomoci FIA
jsou shrnuta v tab. 2.2, obsahujici celkem 52 publikaci (vynechany jsou nase dvé publi-
kace podrobnéji popsané niZe), ze které je patrné, Ze principem vétSiny metod je vyuZiti
redoxnich vlastnosti fenothiazinového jadra.

Na okraj I1ze uvést, Ze fenothiaziny mohou byt naopak uplatnény i jako ¢inidla ¢i modi-
fikatory ve FIA stanovenich NADH [29], hemoglobinu [30], ethanolu [31], glutamové
kyseliny [32], cysteinu [33], peroxidu vodiku [34], bromi¢nant [35], sulfidi [36, 37], a

Fady dalSich anorganickych aniontti [38].
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Publikované principy FIA stanoveni fenothiazinli v rtiznych matricich a jejich limity kvantifikace.

Analyzované fenothiaziny: 1 Azur A, 2 diethazin, 3 ethopropazin, 4 flufenazin, 5 chlorpromazin, 6 levome-

promazin, 7 methylenova modf, 8 perazin, 9 perfenazin, 10 prochlorperazin, 11 promazin, 12 pro-

methazin, 13 thionin, 14 thioproperazin, 15 thioridazin, 16 trifluoperazin, 17 trimeprazin.

detekce / princip stanoveni matrice analyzované LOQ ref.
fenothiaziny [mg/1]
Elektrochemicka detekce
1. amperometrie
= na zlaté elektrodé se SAM moc¢ 11 - [39]
thiocholesterolu
* na elektrodé s imobilizovanou 1écivé pripravky 5,11,12,15, 0,01 [40]
peroxidasou 16
= na elektrodé ze skelného uhliku - - - [41]
* na uhlikovém vlakné 1écivé pripravky 4,9,16 - [42]
2. biamperometrie neprima 1é¢ivé pripravky 11,15 0,4 [43]
3. voltametrie
= s korekci proudu pozadi - 5 - [44]
= diferen¢ni pulzni voltametrie - 5 - [45]
» square-wave s Fourierovou - 2,5,6,8,10, 0,01 [46]
transformaci na mikroelektrodé 11,12, 14,
15,17
Spektrometricka detekce
1. fluorescence
* nabiosenzoru s imobilizovanym  mo¢ 16 0,52 [47]
kalmodulinem
» indukovana fotochemicky 1écivé pripravky, 3,6,14,16 0,060-0,400 [48]
moc¢
moc¢ 1,7,13 0,013-0,035 [49]
1écivé pripravky 5,12 - [50]
- 5,12 - [51,52]
» indukovana fotochemicky, 1écivé pripravky 5,912 0,050 [53,54]
stopped-flow mod
» po oxidaci fenothiazinu Ce** 1écivé pripravky 12 - [55]
1é¢ivé pripravky 16,17 - [56]

Tabulka 2.2 pokracuje na dalsi strané.
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detekce / princip stanoveni matrice analyzované LOQ ref.
fenothiaziny [mg/1]
= po oxidaci fenothiazinu KMnO4 1écivé pripravky, 5,912 0,01 [57]
mo¢

= po oxidaci fenothiazinu K3S,0g - 15 - [58]

2. chemiluminiscence

= elektrooxidaci fenothiazinu - 5 0,04 [59]

= oxidaci fenothiazinu Ce** 1écivé pripravky 5,9,12 0,007 [60]

1é¢ivé pripravky 4,5,9,15,16 0,003 [61]

= oxidaci fenothiazinu Ce*+ a reakci  1éCivé pripravky, 4,5 0,030 [62]
s Ru(phen)s2* sérum

= oxidaci fenothiazinu Ce** reakci 1écivé pripravky, 4,6,17 0,33 [63]
s rhodaminem B plasma a mo¢

= oxidaci fenothiazinu Fe(ClO4)3 a 1écivé pripravky 5,16,17 - [64]
reakci s luminolem

= oxidaci fenothiazinu K3[Fe(CN)¢]  1éCivé pripravky 511 0,016 [65]
a reakci s luminolem

= oxidaci fenothiazinu KMnO4 1écivé pripravky 15 1,5 [66]

1écivé pripravky 12 0,005 [67]

= oxidaci fenothiazinu KMnO, a 1é¢ivé pripravky, 4,59 15 0,007 [68]
reakci s luminolem moc¢

3. kinetické stanoveni 1écivé pripravky 1,7,13 0,15 [69]
s askorbovou kyselinou

4. turbidimetrie po reakci 1écivé pripravky 12 25 [70]
s bromfenolovou modri

5. VIS spektrofotometrie

= extrakce iontového asociatu 1écivé pripravky 2,4,5 0,14 [71]
fenothiazinu s chromazurolem S

* nepiim4, méfenim mnoZstvi Fe?+  1écivé pripravky 12,16 0,3-0,5 [72]

(absorbance komplexu Fe2+-
ferrozin) vznikajiciho oxidaci

fenothiazinu NH4Fe(S04):

Tabulka 2.2 pokracuje na dalsi strané.
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detekce / princip stanoveni matrice analyzované LOQ ref.
fenothiaziny [mg/1]
po oxidaci fenothiazinu Ce** 1é¢ivé pripravky 12 - [73,74]
1écivé pripravky 5 - [75]
1écivé pripravky 17 - [76]
po oxidaci fenothiazinu CeAsO3 1é¢ivé pripravky 12 5 [77]
imobilizovanym na tuhé fazi
1é¢ivé pripravky 4 0,05 [78]
po oxidaci fenothiazinu FeCls - 11,15 10 [79]
po oxidaci fenothiazinu Fe(Cl04)3  1éCivé pripravky 4,5,6,11,12, 0,6-1,6 [80]
14,15,16
po oxidaci fenothiazinu 1é¢ivé pripravky 15 10 [81]
H3PW12040
po oxidaci fenothiazinu HPMoO, 1écivé pripravky 11 1 [82]
po oxidaci fenothiazinu I03- nebo - 4,5,12 0,05-0,2 [83]
Fe3+
po oxidaci fenothiazinu K;Cr,07 1écivé pripravky 512,17 - [84]
- 11,15 10 [85]
po oxidaci fenothiazinu 1écivé pripravky 11 - [86]
K3[Fe(CN)e]
mo¢ 4,5,6,12,15 - [87]
po oxidaci fenothiazinu MnO; 1écivé pripravky 5,11,12, 15, 0,6-1,1 [88,89]
imobilizovanym na tuhé fazi 16
po oxidaci fenothiazinu NH4VO3 1écivé pripravky 5,912,117 - [90]
1écivé pripravky 4,12 - [91]

2.2.1 FIA titracni stanoveni fenothiazinii ve vodném miceldrnim

a nevodném prostredi

Prvni studie, v niZ jsme se zabyvali FIA fenothiazint [92 P priloha A], vzesla
z poznatku, Ze hodnota disocia¢ni konstanty fenothiazini mize byt v pritomnosti kati-

Vv

onaktivnich tenzidli posunuta k niz$im hodnotdm (pK, = 7), takZe mohou byt stanoveny
alkalimetricky. Nosny proud proto obsahoval kromé titra¢niho ¢inidla (5x10-5 mol dm-3

hydroxid sodny) i tenzid Septonex (3x10-3 mol dm-3). Priibéh titrace jsme sledovali
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potenciometricky pomoci pH elektrody v priitokové cele nebo spektrofotmetricky po
pridavku thymolové modti. Abychom dosahli zvySeni rychlosti ddvkovani vzorku, studo-
vali jsme jak pouziti misici komiirky pred detektorem, tak tzv. high-speed méd, v némz
se dosahuje pouze Castecné konverze analytu.

V druhé ¢asti téze studie jsme do FIA uspoiadani pirevedli klasickou nevodnou titraci
fenothiazina kyselinou chloristou v prostiedi bezvodé octové kyseliny (jedna se o prvni
FIA tohoto typu, s vyjimkou prace [93], kde je sice rovnéz titrovano kyselinou chloristou
v bezvodé octové kyseliné, ovSem se spektrofotometrickou detekci). Jako indikacni
technika slouzila potenciometrie s pH mikroelektrodou v priitokové cele vlastni kon-
strukce (obr. 2.3), jako signal byl pouZit potencial elektrody. V obecném usporadani FIA

systému, diskutovaném v kap. 2.1 se tedy jedna o upravu detekéniho systému.

7 v

Obr. 2.3 Schéma detek¢ni cely pro high-speed —
FIA titraci v nevodném prosttedi: (1) pritokova ¢

cela, (2) pH-mikroelektroda, (3) tésnéni.

Obé vyvinuté metody byly aplikovany na lécivé ptipravky (potahované tablety)
diethazinu a chlorpromazinu, pti ¢emz bylo zjisténo, Ze pri titraci ve vodném micelarnim
prostredi interferuji pomocné latky ztablet. Naproti tomu vysledky FIA stanoveni
v nevodném prostiedi byly plné srovnatelné s lékopisnym stanovenim, oproti némuz
maji znacné nizsi ¢casovou narocnost (metoda umoziuje analyzu az Ctyriceti vzorki za
hodinu) a odpadaji problémy spojené s praci v silné korozivnim prostredi bezvodé

octové kyseliny.
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222 FIA spektrofluorimetrické stanoveni fenothiazinii po jejich

fotochemické, chemické nebo elektrochemické oxidaci

Nasim druhym prispévkem k FIA stanoveni fenothiazini [94 P priloha B]
bylo studium mozZnosti vyuziti tvorby radikal(i fenothiazini s jejich naslednou spektro-
fluorimetrickou detekci, ktera umoZiiuje velmi citlivou detekci s nizkymi limity
stanoveni, coz je jednim ztrendl soucasného rozvoje FIA [9]. Oxidace fenothiazint
je velmi Castym principem stanoveni téchto latek (jak je ostatné patrné z tab. 2.2).
V literatuie jsou podrobné popsany reakéni mechanismy elektrooxidace [95] a foto-
chemické oxidace [96], na zdkladé kterych bylo navrZeno obecné schéma oxidace

fenothiazing, znazornéné na obr. 2.4.

Tlo Tlo Tlo
N R, NSTF R, NSF R,
+e
S S S+
w +H,0
Tm R1o
N R, : :N R,
i L
5 [OH] *

Obr. 2.4 Obecny mechanismus oxidace derivati fenothiazinu (upraveno podle [97]).

Vznikajici radikal je v silné kyselém prostredi stabilni a poskytuje fluorescen¢ni odezvu.
V nasi praci jsme ke generaci tohoto radikalu vyuzili tfi metody: fotooxidaci UV zarenim,
chemickou oxidaci manganistanem draselnym nebo siranem ceri¢itym a konelné
elektrochemickou oxidaci v pritokové cele. Priitokova cela byla vlastni konstrukce

(obr. 2.5); v obecném usporadani FIA systému, diskutovaném v kap. 2.1 se tedy jedna

o0 Upravu transportné-reakéniho systému.
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IR A
Obr. 2.5 Schéma elektrochemické cely pro oxidaci ,D-L :—_—_—_—_!—_—_—_—_—_—H— -
fenothiazind ve FIA stanoveni: (1) anodovy pros- 1 ‘,’, e 74
tor, (2) katodovy prostor, (3) iontové vyménna / /
membrana, (4) vstup nosného proudu se vzorkem, 3
(5) vystup nosného proudu se zoxidovanym vzor- /7/I ----- ===
kem ke spektrofluorimetru, (6) katolyt (kyselina 2 L/% E
sirova), (7) odpad, (8) platinovy plisek, (9) médény /'6 9 | /7
kontakt.

Ze vsech ti{ studovanych metod se jako nejcitlivéjsi a s nejnizs$im limitem kvantifikace
ukazala fotooxidace, u niZ bylo dosazeno LOQ = 0,087 mg/l (dosud nejnizsi limit
kvantifikace dosaZeny pii tomto zplisobu konverze analytu [98]). Naopak elektroche-
micky zplisob generovani radikalu fenothiazini vykazoval nejmensi citlivost a zhruba
trikrat vyssi limit kvantifikace (LOQ = 0,27 mg/l), nicméné pii tomto zplisobu byl
nejveétsi linedrni dynamicky rozsah koncentraci analytu a usporadani je experimentalné
nejjednodussi. RovnéZz ¢asova narocnost elektrochemického zpiisobu generovani radi-
kalti fenothiazinii je mensi (Sedesat vzorkli za hodinu) nez u zptsobu s fotooxidaci
(tficet vzorki za hodinu). Dosazené vysledKky stanoveni obsahu ucinnych latek v 1éCivych
pripravcich (potahované tablety) byly shodné s vysledky ziskanymi 1ékopisnou metodou
(UV spektrofotometrie).
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3 Elektroanalytické metody v predikci

metabolického osudu farmak

3.1 Elektroanalyticka chemie a metabolismus

Biotransformacni reakce vyuziva lidstvo od nepameéti (ptiprava alkoholic-
kych napoji, fermentace), studium jejich podstaty zacalo ale aZ s rozvojem organické
chemie na pocatku 19. stoleti, kdy byly popsany prvni biotransformacni reakce (konju-
gace benzoové Kkyseliny s glycinem) [1]. K hlubsimu pochopeni podstaty biotrans-
formace vedly studie enzymij, které spolu s identifikacemi metabolitli jednotlivych latek
daly vznik samostatné védni oblasti studujici biotransformaci farmak. Za zakladatelsky
text je povazovana kniha R. T. Williamse Detoxification Mechanisms z roku 1947 [2]. Ve
druhém vydani této knihy z roku 1959 bylo formulovano dodnes pouZivané rozdéleni na
dvé faze biotransformace (obr. 3.1): prvni, zahrnujici zejména oxidacni (méné pak
reduk¢ni ¢i hydrolytické) reakce, a druhou, v niZ je metabolit z prvni faze konjugovan
s endogennimi slouceninami (glukuronova kyselina, glycin, aj). Podrobnosti o soucas-

ném pojeti biotransformace farmak lze nalézt v celé radé monografii 3, 4].
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Obr. 3.1 Schématické znazornéni fazi metabolismu a reakci v nich probihajicich (v nékterych pripadech

miuze byt poradi fazi obracené).

Znalost biotransformacnich reakci je velmi vyznamna zejména pfti studiu ucinku jiz
pouZzivanych farmak a vyvoji farmak novych [4, 5]. Studium biotransformace farmak
in vivo je slozité a obtiZzné, proto se k nému - alespoil v prvnim priblizeni - vyuZziva
jednodussich in vitro modelt [6,7]. K nejvyznamnéjSim in vitro modelim patii
elektrochemicky model 1. fize biotransformace, ktery je zaloZen na podobnosti oxida-
¢né-redukenich reakci na elektrodé s oxida¢né-redukcnimi enzymatickymi reakcemi
probihajicimi béhem 1. faze biotransformace [8, 9]. Tento model je predmétem zajmu
interdisciplinarniho oboru vzniklého v 70. letech 20. stoleti - elektrofarmakologie [10].
Elektrochemicky model biotransformace spociva ve vyuziti elektrolyzy studované latky
(potencialniho nebo jiZ pouZivaného farmaka), obvykle v nevodném prostredi. Kromé
elektrochemickych diivodl (rozpustnost studovanych latek, Sirsi anodické potencialové
okno) je hlavnim divodem pro pouziti takového zdanlivé nebiologického zjiSténi, Ze
nékteré z metabolickych reakci probihaji v prostredi lipofilni povahy (fosfolipidové
membrany) a Ze ke spravné funkci enzymu postacuje monomolekularni vrstva vody na
jeho povrchu [11, 12]. Z elektroanalytickych technik jsou vyuzivany predevsSim stejno-

smérna (DC) voltametrie a cyklicka voltametrie a coulometrie, jimiZ se studuji zakladni

elektrochemické parametry studovanych latek (oxidacné-redukéni potencialy, pocty
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vymeénovanych elektroni) a mechanismus reakce. K pripravé oxida¢nich nebo reduk-
¢nich produktd je vyuzivana preparativni elektrolyza ve spojeni se separa¢nimi a
spektralnimi metodami, zejména hmotnostni spektrometrii. Toto spojeni mtlize byt bud’
neprimé, kdy jsou v priibéhu elektrolyzy (nebo az po jejim ukonceni) odebirany pro-
dukty elektrochemické reakce a nasledné analyzovany pomoci separacnich technik ve
spojeni s hmotnostni detekci (vyjimeCné s jinou spektralni technikou, naptiklad
s nuklearni magnetickou resonanci [13]). Novéjsi je on-line pristup, ve kterém je
elektrochemicka cela primo spojena s hmotnostnim detektorem [14], sama konstrukce
elektrochemickych cel je velmi rozmanitd, od tenkovrstvych ptes priitokové cely [15), aZ
po usporadani typu lab-on-chip [16, 17].

Tento Cisté instrumentalni pristup, pfi némz jsou reakce katalyzované oxidoreduk-
tasami zcela nahrazeny redoxnim reakcemi na elektrodé, nabizi rychly a levny zptisob
ziskani informaci zejména o téch atomech ve struktuie molekuly, na kterych budou
piednostné probihat zmény souvisici s metabolismem studovanych latek, dale o struk-
tuife metabolitll (vCetné mozZnych izomernich forem), a kone¢né i o hodnoté elektro-
chemického potencialu potifebného k preméné studované 1atky na metabolity [18].

Omezenim tohoto pristupu zlstava, ze nezahrnuje reakce probihajici jinym nez
oxidactné-redukénim mechanismem a obvykle je omezen na 1. fazi biotransformace
(i kdyz byly jiz publikovany prace aplikujici tento model i na II. fazi biotransformace
[19, 20]). Presto, Ze se jedna pouze o model, ktery nemiize nahradit in vivo metabolické
studie, takto ziskané informace se v radé pripadi ukazaly ve velmi dobré korelaci
s vysledky ziskanymi reakcemi enzymatickymi [21], a mohou tak poskytnout predstavu
o pravdépodobném pribéhu metabolismu studované latky. Prehled o studovanych
latkach prinaseji prehledné clanky [22, 23]. Aplikacni oblasti modelu je vyvoj
farmak [24], toxikologie [25], forenzni analyza (simulace metabolismu drog [26],

dopingova problematika [27]), ochrana Zivotniho prostredi [28] a mnohé dalsi.
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3.2 Studované latky

V na$i laboratofi jsme systematicky studovali elektrooxidaci Ctyt sérii nové
syntetizovanych potencialnich farmak jako modely jejich moznych metabolickych
premén. Ke studiu jsme pouZzivali off-line metodiku. Elektrolyza probihala v nami navr-
zené cele H-typu (obr. 3.2), sestavajici ze tii prostort oddélenych fritami: pracovniho
prostoru, solného mustku, a prostoru pomocné elektrody (protielektrody). Jako pra-
covni elektroda byla pouZivana Fischerova sitkova platinova elektroda. Priibéh
elektrolyzy byl kontinualné sledovan pomoci UV /Vis spektrofometrie; elektrolyzovany
roztok byl ¢erpan pomoci peristaltické pumpy do priitokové kyvety spektrofotometru a
ihned vracen zpét do elektrolyzéru. Po ukonceni elektrolyzy byl elektrolyzovany roztok
odpafen do sucha na rotacni vakuové odparce, produkty elektrolyzy extrahovany
vhodnym organickym rozpoustédlem a analyzovany pomoci kapalinové chromatografie

s hmotnostni detekci.

10
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Obr. 3.2 Pouzivana aparatura pro preparativni elektrolyzu: 1) pracovni prostor, v némz probiha elektro-
lyza, 2) solny mistek, 3) prostor pomocné elektrody, 4) pracovni Fischerova sitkova platinova elektroda,
5) pomocna Fischerova sitkova platinova elektroda (protielektroda), 6) referen¢ni Pleskovova elektroda,

7) peristaltickd puma, 8) spektrofotometr, 9) magnetické michadlo, 10) pfivod argonu.
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3.2.1 Derivadty thioakridinu

Ve dvou navazujicich studiich [29, 30 » priloha C] jsme studovali elektro-
chemickou oxidaci série tfinacti derivati 9-(alkythio)akridinu, nové syntetizovanych
latek s antiprotozoalnimi [31] a antibiotickymi vlastnostmi [32]. Pomoci vySe uvedené
metodiky bylo navrZeno nasledujici obecné schéma elektrooxidace téchto latek
(obr. 3.3): elektrochemicka oxidace za¢ina na atomu siry (ktery ma dva volné elektro-
nové pary) vazaném v pozici 9 akridinového kruhu. Odtrzenim jednoho elektronu
z tohoto atomu vznika radikalkationt, ktery je dale oxidovan na dikationt. Reakci
dikationtu se stopovymi mnoZstvimi vody a eliminaci alkylthioskupiny vznikaji
odpovidajici 9-akridinony, které dale poskytuji riizné typy dimeri. Pravdépodobnost
tohoto schématu z hlediska metabolismu je podpotena v literatuie popsanou oxidaci
nesubstituovaného akridinu enzymy z potkanich jater, vedouci rovnéz ke vzniku 9-akri-

dinonu [33].
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Obr. 3.3 NavrZené schéma elektrochemické oxidace derivatt 9-(alkylthio)akridinu (upraveno podle [30]).
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3.2.2 Derivaty benzoxazinu

Tématem nasi druhé studie [34 » priiloha D] byly derivaty benzoxazinu,
u nichZ byla prokazana aktivita bakteriostatickd, immunomodulacni, ale zejména anti-
mykobakteridlni [35]. Studovali jsme sérii Ctyriceti derivatd, z nichZ Sestnact bylo
derivaty 4-thioxobenzo[e][1,3]oxazin-2-onu (dale jen thioxobenzoxazin), a dvacet Ctyri
latek bylo derivaty benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (dale jen benzoxazindithion).

Na zakladé zjiSténych produkti elektrooxidace, spolu s vysledky kvantové-chemic-
kych vypocti (lokalizace HOMO orbitali) bylo navrzeno nasledujici obecné schéma
elektrooxidace obou studovanych sérii benzoxazinu (obr. 3.4). Elektrochemicka oxidace
je zahajena odtrZzenim elektronu z atomu siry vazaného v pozici 4 benzoxazinového
skeletu za vzniku radikalu s kratkou dobou Zivota. V pripadé benzoxazindithiontl je
naboj translokovan na atom siry v pozici 2. V obou pripadech nasleduje reakce se stopo-
vymi mnozstvimi vody vedouci k substituci atomu siry za atom kysliku (z metabolického
hlediska jde o oxidac¢ni desulfuraci [36]). Z benzoxazindithioni tak vznikaji odpovidajici
thioxobenzoxazinony, podléhajici dalSi oxidaci az na vysledné benzoxazindiony. Tyto
vysledky podporuji hypotézu vysvétlujici zvySeni antimykobakteridlni aktivity benzox-
azint ndhradou atomi kysliku v pozici 2 a 4 benzoxazinového skeletu za atomy siry, jak
bylo zjisténo ve studii [35], nebot je velmi pravdépodobné, Ze tato aktivita bude spojena

s metabolismem benzoxazinu.
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Obr. 3.4 Navrzené schéma elektrochemické oxidace (a) thioxobenzoxazinl a (b) benzoxazindithiont

(upraveno podle [34]).
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3.2.3 Derivaty 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu

Nase treti studie [37 P priloha E] z oblasti elektrochemického modelovani
metabolismu se zamérila na devatenact derivatl 1-fenyl-5-benzylsufanyltetrazolu,
patricich mezi potencialni antituberkulotika [38]. Bylo zjiSténo, Ze mechanismus elek-
trooxidace je zavisly na pozici methoxyskupiny vazané na fenyl (obr. 3.5). OdtrZenim
elektronu z methoxyskupiny vznikd radikalkationt s kratkou dobou Zivota. Naboj je
nasledné translokovan do ortho pozice fenylového kruhu a reakci s methylenovou
skupinou zbyvajiciho benzylsulfanylu dojde k uzavireni nového kruhu. V piipadé 2-me-
thoxyderivati byl navic pozorovan rozpad tetrazolového kruhu pravdépodobné
v disledku vyssiho potencialu, pii némz probihala elektrolyza. V biotransformaci by se
nejspiSe jednalo o O-demethylaci katalyzovanou monoaminoxidasou, nasledovanou
uzavirenim nového kruhu v molekule metabolitu [39].
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Obr. 3.5 Navrzené schéma elektrochemické oxidace (a) 1-(4-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazoli a

(b) 1-(2-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolii (upraveno podle [37]).
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3.2.4 Derivaty 4-(benzylsulfanyl)pyridinu

Elektrochemicka oxidace série dvaceti dvou derivati 4-(benzylsulfanyl)-
pyridinu byla studovana v nasi studii [40 » priloha F]. Derivaty patrily, podle funk¢ni
skupiny v pozici 2 pyridinového kruhu, mezi karbonitrily nebo karbothioamidy. Obecné
plati, Ze karbonitrily jsou oxidovany pfi vysSich potencialech neZ obdobné substituované
derivaty karbothioamidu.

Mechanismus elektrochemické oxidace je nasledujici (obr. 3.6). V ptipadé 4-(benzyl-
sulfanyl)pyridin-2-karbonitrill je oxidace zahdjena odtrzenim elektronu z atomu siry na
benzensulfanylu. Vznikly radikalkationt zanika tak, Ze reakci paru téchto radikall se
stopovymi mnozstvimi vody v rozpoustédle vznikaji dvé molekuly prislusné
substituovaného benzaldehydu a jedna molekula 2-karbonitril-4-(2-(picolino-4-yl-
nitril)disulfanyl)pyridinu. Naproti tomu elektrooxidace 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-
-karbothioamidi je sice rovnéz jednoelektronovym procesem, pii némz je ale elektron
odtrZen z atomu siry karbothioamidové skupiny. Stabilizace vzniklého radikalkationtu
reakci se stopovymi mnoZstvimi vody vede ke vzniku prislusné substituovaného
4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karboxamidu.

N

4
C

///C
N

-+

@ﬂ@

(b)

+H,0

@ﬂ@ %o

Obr. 3.6 Navrzené schéma elektrochemické oxidace (a) 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrild a

(b) 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbothioamidd (upraveno podle [40]).
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4 Elektroanalyticka data v QSAR

4.1 Vztahy mezi strukturou a vlastnostmi chemickych latek

Hledani obecnych vztahli pro popis a nasledné pochopeni reality je jednim
z charakteristickych znakl lidského mysleni. Snaha ustavit obecné ¢i specidlni modely
pro nejriznéjsi situace a jejich aplikace na predpovidani nasledki je stara jako lidstvo
samo [1, 2]. Realita, tedy svét kolem nas, je nam totiz piistupna jen prostiednictvim jevd,
které mizeme pozorovat (mérit). Ziskdvame tak data (kvalitativni nebo kvantitativni),
jejichZ analyzou indukujeme (vyvozujeme, generalizujeme) obecné zavéry, na zakladé
kterych mtzZeme postulovat modely reality [3, 4]. Tyto modely aplikujeme na nové vys-
kyty jevi prostrednictvim dedukce (odvozovani, usuzovani) a mizeme tak predpovidat,
jaka data by mél novy vyskyt jevu poskytnout. Diky tomu Ize modely testovat a potvrzo-
vat. Model, u néjz se prokaze obecna platnost, se mlze stat paradigmatem, zasadnim
pojetim prislusného védeckého oboru, které je obecné prijimano a povazovano za vzo-
rové (v dané historické periodé). Vztah mezi realitou a nas$im poznanim, vcetné zptisobu

odvozovani, aplikace a verifikovani modelt reality je uveden na obr. 4.1.

/ indukce \

analyza postulace

pozorovani / \

mereni testovani / validace

JEY ———— DATA -errrmvmmssnsssssassssssens » MODEL—p PARADIGMA
A /
predikce aplikace

\ dedukce ‘/

REALITA POZNANI

Obr. 4.1 Vztah mezi realitou a poznanim a zptsob odvozovani, aplikace a verifikace modelt reality.
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V historii byly pti tomto ,hledani fadu“, vlastné snaze ustavit symbolicky prostiredek
k prenosu informace, vyvinuty rizné techniky (ostatné i pismo za svlj vznik vdéci
tomuto usili, jak je patrné z prvnich znakovych systémi, napriklad egyptskych hiero-
glyf). Za jeden z prvnich takovych zplisobtl v piipadé farmak byva povaZovana nauka
o signaturach, zminovana uz Gaiem Pliniem Secundem v jeho Naturalis historia [5]. Je
zaloZena na morfologickém principu: potencialni 1éCivo (rostlina, mineral, ZivocCich)
ukazuje na zakladé kvality (tvar, barva, viin€) svoji schopnost, tedy kvantitu, 1écit nék-
tery z organt lidského téla [6]. Na zakladé zevnéjsku se tak utvaii predstava o vnitiku
(podstaté a ucinku). Prikladem muze byt uziti vlasskych ofechii k posileni mozku, nebot’
tvar jadra vlasského orechu pripomina lidsky mozek. Princip je znamy jako similia
similibus curantur, podobné se 1é¢i podobnym; jeho nejvétSim zastancem byl slavny
Paracelsus [7]. Princip byl ovSem vyuZivan spiSe obracené, jako mnemotechnicka po-
miicka, jak si zapamatovat jaké 1éc¢ivo je na jakou nemoc.

Teprve s poznanim chemické struktury latek v 19. stoleti bylo mozné hledat modely
popisujici vlastnosti latek v zavislosti na jejich struktuie, na usporadani atomi [8]. Doslo
tak nejprve k formulaci fady empirickych pravidel (napt. stoupani bodu varu a tani
v homologickych radach) nebo k postulaci periodického systému [9].

Z hlediska kvantifikace, tedy vyjadieni jako matematické funkce, vztahu mezi struk-
turou chemické latky a jeji vlastnosti se zlomovym stal rok 1869, kdy Alexander Crum
Browne a Thomas R. Fraser formulovali predpoklad [10, 11], Ze fyziologicka aktivita

latek je funkct jejich chemické struktury

@ =fC) (4.1)

kde @ je obecna fyziologicka aktivita latky (kvantifikovatelna, napt. jako davka ¢i kon-
centrace potrebna k vyvolani sledovatelné biologické aktivity) a C chemicka struktura
latky. Za jedno z prvnich (jeSté nekvantitativnich) potvrzeni platnosti tohoto vztahu je
povazovana syntéza fenazonu, ktery byl jako prvni cilené syntetizované l1écivo pripraven
na zakladé strukturni analogie s chininem roku 1883 Ludwigem Knorrem [12, 13].
Roz$ifeni Crum Brownovy-Fraserovy teorie na fyzikalné-chemické vlastnosti latek
prinesla roku 1884 prace Edmunda J. Millse [14], ktery odvodil kvantitativni vztahy

mezi strukturou a bodem varu nebo bodem tani pro homologické rady. Predpovézené
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hodnoty z téchto vztahtli se s experimentalnimi hodnotami shoduji s presnosti jednoho
stupné Celsia. Neméné vyznamnym byl poznatek Charlese Richeta [15], Ze cytotoxicita
jednoduchych organickych latek je nepfimo imeérna rozdilim v jejich rozpustnosti ve

vodé, tedy Ze rovnice (4.1) ma spiSe byt vyjadrena jako

Nasledovaly dalsi prace, prinasejici prvni kvantitativni vztahy mezi strukturou a akti-
vitou latek [10, 16]. Fundamentalni praci zobecnujici tyto vztahy na prakticky libovolné
vlastnosti chemickych latek se stala roku 1935 publikovand prace Louise Placka
Hammetta [17], ve které studoval vliv substituentii na rychlostni konstanty reakci série
substituovanych organickych kyselin. Vliv substituce, resp. zmény rozloZeni elektront
ve slouceniné vlivem substituentu, na kvantitativni zménu vlastnosti (hodnotu rychlost-

ni nebo rovnovazné konstanty) se mu podarilo vyjadiit rovnici

log kx = log ku + po (4.3)

kde kx je rychlostni (nebo rovnovazna) konstanta reakce substituovaného derivatu,
ku rychlostni (rovnovazna) konstanta reakce nesubstituovaného derivatu (na misté sub-
stituentu je atom vodiku), p reakéni konstanta, ktera je mirou citlivosti dané reakce na
elektronicky efekt substituentti (a je tedy charakteristicka pro danou reakci) a o je Ham-
mettova konstanta substituetu, popisujici - obecné, nebot je prenosna mezi jednot-
livymi reakcemi - vliv substituentu na rozloZeni elektronti v dané molekule. Rovnice
(4.3) se stala jednim z prvnich prikladd pristupu, ktery obdrZel nazev linedrni vztah
Gibbsovy energie (Linear Free Energy Relationship, LFER) [18]. Hammettova ¢ kon-
stanta se stala prvnim deskriptorem, ktery umoznil kddovani chemické informace do
matematického vyjadreni.

Protoze Hammettlv ptistup bere do uvahy pouze elektronické efekty substituentd,
ukazal se jako limitovany. Tuto nevyhodu se pokusil roku 1952 odstranit Robert W. Taft

rozdélenim Hammettovy konstanty na prispévky polarni, sterické a rezonan¢ni [19].
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Vyznamnym meznikem bylo rovnéZz zavedeni deskriptorii struktury popisujicich
topologii molekul, které na zakladé teorie grafi odvolili John R. Platt [20] a Harry
Wiener [21, 22].

Vroce 1962 nasledovala zasadni prace Corvina Hansche, Toshio Fujity a kol. [23],
kteri vyuzili ke kvantitativnimu vyjadreni zavislost biologické aktivity latek na vice para-

metrech a ziskali tak obecnou multiparametrovou rovnici
log BA = a1xn +02Xe +03Xs + ... + QnXn (4.4)

kde BA je biologicka aktivita, a1 aZ an jsou regresni vahy parametrli, a xn je experi-
mentalni nebo empiricky parametr hydrofobicity (lipofility), xe je experimentalni nebo
empiricky parametr elektronovych vlastnosti, xs je experimentdlni nebo empiricky
parametr sterickych vlastnosti, a x, je experimentalni nebo empiricky parametr dalsich
moznych vlastnosti.

0 dva roky pozdéji Spencer M. Free a James W. Wilson publikovali pristup [24], ktery
pro modelovani vlastnosti chemické latky bere v dvahu pritomnost ¢i nepritomnost
funk¢ni skupiny ¢i motivu na strukture latky. Pfistup ma tu vyhodu, Ze nevyZaduje
znalost experimentalné dostupnych konstant z jinych méteni (proto byva nazyvan také

metoda de novo). Matematicky jej 1ze vyjadrit rovnici

BA :2":11.61. +b (4.5)

kde BA je biologicka aktivita, [ je indikatorova konstanta pritomnosti ¢i nepritomnosti
dané funk¢ni skupiny €i strukturniho motivu (konstanta nabyva hodnoty I = 1 pro
pritomnost a [ = 0 pri nepritomnosti funkcni skupiny ¢i strukturniho motivu), Gi je
prispévek pritomnosti dané funkcni skupiny ¢i strukturniho motivu k aktivité latky a
b je aktivita zakladni slouceniny (nesubstituované).

Diky vySe uvedenym pracim doslo k postulaci paradigmatu kvantitativnich vztaht
mezi strukturou a aktivitou, pro néZ se souhrnné ujal nazev QSAR z anglického
quantitative structure-activity relationships [25]. Pod pojmem aktivita se zahrnuje nejen

aktivita biologicka, ale i nejrtiznéjsi fyzikalné-chemické vlastnosti latek (tab. 4.1).
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Tabulka 4.1

Pouzivané akronymy pro podobory QSAR.

zkratka anglicky nazev

QSBR quantitative structure-biodegradability relationship
QSCR quantitative structure-chromatography relationship
QSER quantitative structure-electrochemistry relationship
nebo quantitative structure-enantioselectivity relationship
QSFR quantitative structure-function relationship
QSKR quantitative structure-kinetics relationship
QSPR quantitative structure-property relationship
QSRR quantitative structure-reactivity relationship
nebo quantitative structure-retention relationship
QShAR  quantitative shape-activity relationship

QSTR quantitative structure-toxicity relationship

0d osmdesatych let 20. stoleti jsou pro vyuziti v QSAR navrhovany a vyuzivany rtzné
druhy molekuldrnich, topologickych a geometrickych deskriptord [26,27]. V tvahu,
zejména u biologickych acinkf, je brano i prostorové uspoiadani molekul a vzajemné
slabé mezimolekulové interakce (tzv. 3D QSAR, cit. [28, 29]). Literatura o QSAR je velmi
obsahla, pocet publikovanych ¢lankt v letech 1966-2015 se odhaduje na 11 000 praci,
z CehoZ je asi 82 % pavodnich ¢lanki [30]. K hlubSimu tvodu do této metodiky slouZzi
kromé vySe citovanych praci napriklad monografie Hansche a Lea [31], Kubinyiho [16],
Williamse [32]; z ¢eskych autort si zaslouzi zminku monografie Exnera [33], Tichého

[34] a Kuchate a Rejholce [35].

4.2 Vztah oxida¢né-redukcniho potencialu a struktury

Dochazi-li pri chemické reakci k prenosu elektront, 1ze ochotu chemické lat-
ky odevzdavat, resp. prijimat, elektrony charakterizovat pomoci oxida¢né-redukcéniho
potencialu. Ten je snadno dostupny pomoci voltametrickych technik, u nichz je ziskavan
signdl, ktery je vysledkem interakce elektronli piimo se studovanou molekulou; podle

pouzivané techniky to miiZe byt piilvlnovy potencial E1/2 zméreny DC voltametrii nebo
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potencidl piku Ep, zméreny naptiklad diferen¢ni pulzni voltametrii nebo cyklickou
voltametrii.

Vztahu mezi strukturou a oxida¢né-redukénim potencidlem si povSiml jiZ Jaroslav
Heyrovsky, ktery v roce 1934 definoval pravidlo konjugace [36]:, Polarografickd redukce
probéhne tim sndze, ¢im veétsi je polet konjugovanych vazeb v organické molekule.”

Nasledujicim empirickym pravidlem bylo pravidlo elektronegativity formulované roku

vvvvvv

vvvvv

Kvantifikaci vztahu struktura-oxida¢né-redukcni potencidl bylo mozné provést po
zavedeni Hammettovy o Konstanty. Mezi rovnovaznou konstantou oxidacné-redukéni

reakce a ptilvinovym potencidlem plati vztah

E,,=-——1Ink (4.6)

kde E12 je ptlvlnovy potencial latky (V), R universalni plynova konstanta
(8,314 ] K-Imol-1), T termodynamicka teplota (K), n pocCet vyménovanych elektronij,
F Faradayova konstanta (96 485 C mol-1) a k rovnovazna konstanta oxidacné-redukeni
reakce, které latka podléha. Kombinaci tohoto vztahu s Hammettovou rovnici (4.3) lze

ziskat Hammettovu rovnici pro ptilvinové potencialy

(E1/2)x = (E1/2)u + po (4.7)

kde (E1,2)x je pllvinovy potencial substituovaného derivatu a (E1/2)u ptlvlnovy potencial
nesubstituovaného derivatu.

Tento zakladni princip, podobné jako celd QSAR, je dale rozSirovan, pricemz jsou
uplatiiovany dalsi druhy deskriptord. Monograficky zpracoval vliv substituentd v orga-
nické polarografii Zuman [38, 39]. Podobor QSAR zabyvajici se vztahy mezi strukturou a
elektrochemickymi vlastnostmi ziskal v 80. letech 20. stoleti oznac¢eni QSER, quantitative
structure-electrochemistry relationships [40, 41]. Priklady novéjSich praci na tomto poli

jsou uvedeny v tab. 4.2.
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Tabulka 4.2

Priklady novéjsich studii pro QSER pllvlnového potencialu: pouzité deskriptory, studované derivaty,

pocet latek v korelacni rovnici (n).

deskriptor derivaty n ref.
Hammettova o konstanta aziridinylchinoidy 40 [40]
benzochinony, 1,4- 61 [40]
chrom-aminokarbenové komplexy 11 [42]
karbonyly, a-, - nenasycené 20 [43]
ketony, a-, - nenasycené 26 [44]
naftochinony 21 [45]
naftochnony, 1,4- 30 [40]
kvantové-chemické 3,4-dihydroxy-3-cyklobuten- 1,2-diony 5 [46]
anthrachinony 5 [47, 48]
chinony 8 [49, 50]
chinony 10 [51]
chinony 18 [52]
jodobenzeny 17 [53]
pyridinové a benzenové estery 24 [54]
molekularni deskriptory  aldehydy a ketony 73 [55]
anabolické steroidy 38 [56]
anthrachinony, 9,10- 33 [57]
rizné 51 [58]
rizné, data prevzata z [59] 68  [60]
rizné 9,10-anthrachinony, data prevzata z [57] 33 [61, 62]
chinony 26  [63]
chinony 9 [64]
chlorované organické derivaty 21 [65,66]
fenolické slouceniny 22 [67]
fenylchinolinylethyny 30 [68]
nitrobenzeny 15 [69]
razné 18 [70]
steroidy 40 [71]

Tabulka 4.2 pokracuje na dalsi strané.
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Pokracovdni tabulky 4.2 z predchozi strany.

desKkriptor derivaty n ref.

topologické indexy aldehydy 12 [59]
benzenoidy 36 [72, 73]
chinony 6 [59]
dusikaté heterocykly 9 [59]
halogenderivaty 12 [59]
karboxylové kyseliny a jejich derivaty 15 [59]
kondenzované benzenoidy 31 [74]
nitroderivaty 20 [59]

4.3 Studované latky

V nasi laboratofi jsme studovali vztah mezi strukturou a elektrochemickym
oxida¢nim potencidlem pro ¢tyri skupiny latek, patiicich mezi potencialni farmaka.
Nasim hlavnim prispévkem v této oblasti je zejména zavedeni nového druhu
topologickych deskriptorti pro QSER. Pro popis struktury jsme vyuzili linearni notace
SMILES (angl. simplified molecular input line entry specification; cesky preklad se
nepouziva), zavedené Winingerem [75, 76], kterd jednoznacnym zplisobem popisuje
strukturu molekuly pomoci fetézct znakt ASCII. Podrobnosti o vyuziti SMILES v oblasti

QSAR jsou uvedeny v nasi prehledové praci [77 P priloha GJ.

4.3.1 Derivdty benzoxazinu

Pro sérii Ctyriceti derivatii benzoxazinu (obr. 4.2), patticich mezi potencialni
antimykobakterialni latky byla provedena QSER analyza s vyuzitim fady deskriptord.
Vnasi prvni studii [78 B priloha D] jsme provedli QSER analyzu s vyuZitim
Hammettovych o konstant substituentu a ziskali pro ptllvinové potencialy oxidace
téchto latek v prostredi acetonitrilu QSER rovnice s koeficientem determinace r? = 0,897.

Ukazalo se, ze ptlvlnové potencialy dobie koreluji i s kvantové-chemicky vypocitanymi
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X=0,5
R, =6 —CHs, 6 =Cl, 6 ~OCHj, 7 ~CHs, 7 ~OCH,
R, =3-Cl, 3-F, 3,4 —Cl,, 4 —Br, 4 —CF, 4 —CH,, 4 —Cl, 4 —CN, 4 —F

Obr. 4.2 Chemické struktury studovanych derivatli benzoxazinu

hodnotami energii HOMO orbitali, 2 = 0,805; ¢imz bylo mozné lokalizovat mista
v molekule, z nichZ jsou elektrony pri oxidaci odebirany a napomoci tak reSeni mecha-
nismu elektrooxidace benzoxazint (kap. 3.2.2).

Nami publikovana data se stala podkladem prace Liua a kol. [79], ktef{ s pouZitim Ctyr
kvantové-chemickych deskriptord ziskali multiparametrovou korela¢ni rovnici
s r2 = 0,946 a potvrdili zavéry z nasi vySe uvedené studie.

Pro tuto skupinu latek jsme pak v nasi dalsi studii [80 » priloha H] zavedli topo-
logické deskriptory zaloZené na SMILES, pficemz se jednd o prvni praci tohoto druhu.
Vysledna QSER korelace je plné srovnatelna s vySe uvedenou korelaci s Hammettovymi

o kontantami, jeji r2 = 0,882.
4.3.2 Derivadty 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu

Vztah mezi strukturou a plilvinovymi potencidly oxidace devatenacti derivati

1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu (obr. 4.3), patricich opét mezi potencidlni

i A

T R,
VT

R, =2 —-0CHj, 3, 4 =Cl,, 4 —Br, 4 —CH,, 4 —Cl, 4 ~OCH,
R, =3—Cl, 3-0OCHs, 4 -Br, 4 —CF, 4 —CH;, 4 =Cl, 4 —F, 4 ~OCH,

R

Obr. 4.3 Chemické struktury studovanych derivati 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu
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antimykobakteridlni 1atky, jsme v nasi prvni studii [81 P priloha E] studovali pomoci
deviti kvantové-chemickych deskriptorti (Hammettovy o konstanty substituentu nebylo
mozné z diivodu substituce do ortho-polohy vyuzit). Statisticky nejtésnéjsi korelace bylo
dosaZeno s vyuZitim energie HOMO orbitalu, r2 = 0,98.

V navazujici studii [82 P priloha CH] jsme opét aplikovali deskriptory zaloZené na
SMILES, a ziskali fadu QSER vztaht, které sice nedosahovaly statistické kvality korelace
zaloZené na energii HOMO orbitalu, ale umoznily identifikaci strukturnich motiva, které

prispivaji k zvySovani, resp. snizovani, hodnoty pilvinového potencialu.
4.3.3 Derivdaty N-benzylsalicylthioamidu

Derivaty N-benzylsalicylthioamidu (obr. 4.4), syntetizované jako potencialni
antituberkulotika byly pfedmétem nasi studie [83 P priloha I]. Analyza QSER, zaloZena
na SMILES, byla provedena pro 24 latek. Namérené hodnoty ptlvinovych potenciali
byly analyzovany pro tfi nahodna rozdéleni latek do ¢ty sad (subtrénovaci, kalibracni,
testovaci a valida¢ni). Nalezené QSER vztahy vykazovaly pro testovaci sadu r2 > 0,91,
navic umoznily i identifikovat strukturni motivy, které maji vliv na hodnotu ptilvinového

potencialu latky.

N

R, = 3 —CH,, 4 —Cl, 4 ~OCH,, 5-Br, 5—Cl, 5-NO,
R, = 3,4 —Cl,, 3 -Br, 3 —CH3, 3 —Cl, 3 - NO,, 4 —Br,
4~CH,, 4 —Cl, 4 —F, 4 —OCH,, 4 —tert-butyl

Obr. 4.4 Chemické struktury studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu
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4.3.4 Derivdty 4-(benzylsulfanyl)pyridinu

NasSe studie [84 » priloha F] se vénovala QSER analyze ptlvlnovych poten-
cialt dvaceti dvou 4-(benzyldulfanyl)pyridint, z nichZ tfinact pattilo mezi karbonitrily a
zbyvajicich devét mezi karbothioamidy. Ve studii byly porovnany korela¢ni rovnice
vyuzivajici Hammettovy o konstanty substituentu s korela¢nimi rovnicemi zaloZenymi
na SMILES pro tii ndhodna rozdéleni derivati do tii sad (trénovaci, kalibra¢ni a vali-
dacni). Bylo zjisténo, Ze rovnice zaloZené na SMILES maji ze statistického hlediska vétsi
platnost (vyssi koeficienty determinace), navic tento pristup umoznuje identifikovat vliv

jednotlivych strukturnich motivi na hodnotu ptilvinového potencialu.

Ry

R, = —CN, —CSNH,
R, = 3,4 Cl,, 3,4 —F,, 3,5 ~(NO,),, 3 -Br, 3 —CH,, 3-Cl,
3-F,3-NO,, 4-Br, 4—Cl, 4 —F, 4—NO,, 4 —OCH,

Obr. 4.5 Chemické struktury studovanych derivatl 4-(benzylsulfanyl)pyridinu
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Ve své habilitacni praci jsem shrnul vysledky mého vyzkumu z let 2002 az
2016 tykajici se vyuziti elektroanalytickych metod pfi studiu farmak.

V prvni ¢asti prace, vénované priitokové injekéni analyze, jsou prezentovany dvé nové
modifikace FIA pro stanoveni fenothiazinl v lécivych ptipravcich. Zavedli jsme FIA
titraci v nevodném prostiedi s potenciometrickou detekci, kterd umoziuje znacné zry-
chleni analyzy za soucasné eliminace problémii spojenych s praci v silné korozivnim
prostiedi bezvodé kyseliny octové. Pro FIA spektrofluorimetrické stanoveni zaloZené na
oxidaci fenothiazinu jsme vyvinuli elektrochemickou celu vlastni konstrukce; vyvinuté
stanoveni se vyznacuje rychlosti a nenarocnosti (nejsou potieba dalsi reagencie). Obé
prace se, podle citac¢nich ohlasi, staly podkladem pro dalsi studie v této oblasti.

Vysledky prezentované v druhé casti habilitacni prace prispivaji k rozvoji pouZiti
elektroanalytickych metod v predikci metabolického osudu farmak. Pro Ctyti skupiny
potencialnich farmak byly elektrochemickou oxidaci pripraveny a nasledné plné identi-
fikovany mozZné metabolity, pfi ¢emZ byly navrZzeny i moZné analogie se znamymi
biotransformacnimi reakcemi. Nami publikované prace byly citovany v literature zaby-
vajici se timto tématem a plné zapadaji do trendu v oblasti elektrochemického
modelovani metabolismu.

Konecné ve treti casti prace jsou demonstrovany moznosti vyuziti elektroanaly-
tickych dat v QSAR pro ¢tyri skupiny potencialnich farmak. Za nas nejvétsi prinos, jak je
patrné i z citatniho ohlasu, lze bezesporu povazovat zavedeni nového topologického
deskriptoru zaloZzeného na SMILES. Aplikace tohoto deskriptoru na dalsi (nejen elektro-
analytickd) data je smérem, jimz by se mél vyzkum na tomto poli dale ubirat.

Rad bych svou habilita¢ni praci demonstroval, Ze elektroanalytickd chemie ma pro
FeSeni analytickych problémi v oblasti farmak velky potencial, a patii ji proto pevné a

nezastupitelné misto ve vyuce a vyzkumu na akademickych pracovistich.
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