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Seznam symbolů a zkratek  

 

 

ai regresní váha i-ého parametru 

ASCII americký standardní kód pro výměnu informací (American Standard Code for Information Inter-

change) 

b úsek lineární regrese, resp. ve vztahu (4.5) aktivita základní (nesubstituované) sloučeniny 

BA biologická aktivita 

C chemická struktura látky 

E1/2 půlvlnový potenciál [V]  

(E1/2)H  půlvlnový potenciál nesubstituovaného derivátu [V] 

(E1/2)X  půlvlnový potenciál substituovaného derivátu [V] 

F  Faradayova konstanta [96 485 C mol–1] 

FIA průtoková injekční analýza (Flow Injection Analysis) 

Gi  příspěvek funkční skupiny (strukturního motivu) k aktivitě látky 

HOMO nejvyšší obsazený molekulový orbital (Highest Occupied Molecular Orbital) 

I indikátorová konstanta přítomnosti funkční skupiny nebo strukturního motivu v molekule 

kH rychlostní (nebo rovnovážná) konstanta reakce nesubstituovaného derivátu 

kX rychlostní (nebo rovnovážná) konstanta reakce substituovaného derivátu 

LFER lineární vztah Gibbsovy energie (Linear Free Energy Relationship) 

LOQ limit kvantifikace 

n počet vyměňovaných elektronů 

QSAR  kvantitativní vztahy mezi strukturou a aktivitou (Quantitative Structure-Activity Relationships) 

QSER  kvantitativní vztahy mezi strukturou a elektrochemií (Quantitative Structure-Electrochemistry Rela-

tionships) 

r2 koeficient determinace 

R universální plynová konstanta [8,314 J K–1mol–1] 

SAM samoskladná monovrstva (self-assembled monolayer) 

SMILES Simplified Molecular Input Line Entry Specification (český výraz se nepoužívá) 

T  termodynamická teplota [K] 

xe  parametr elektronových vlastností 

xh  parametr hydrofobicity (lipofility) 

xn  parametr n-té vlastnosti 

xs  parametr sterických vlastností 

ρ reakční konstanta 

σ Hammettova konstanta substituentu  

Φ obecná fyziologická aktivita látky 
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1  Úvod 

 

 

  Cestu k analytické chemii mi otevřel můj zájem o léčiva a farmacii. Tento 

motiv zůstává přítomný i v mém profesním zaměření. Ve své habilitační práci tak před-

kládám komentovaný výběr z prací, které jsem publikoval v letech 2002–2016, jejichž 

společným prvkem je zaměření na analýzu farmak, ať již v pravém slova smyslu ke sta-

novení účinných látek v léčivých přípravcích, nebo aplikaci metod analytické chemie 

k pochopení účinku farmak či popisu jejich analytického chování. I ostatní mé práce se 

převážně týkají analýzy farmak, avšak spadají do oblasti separačních nebo spektrálních 

metod; uvádím je pouze v přehledu publikovaných prací. 

 V současné době, kdy řešení běžných analytických problémů dominují separační či 

spektrometrické analytické metody, dochází k jistému posunu významu a využití metod 

elektroanalytických [1]. Vedle svého původního poslání, spočívajícího v možnostech sta-

novení velmi nízkých koncentrací analytů, jsou nezastupitelné jako detekční technika 

především v proudících tekutinách. Významně se také uplatňují při studiu mechanismů 

chemických a elektrochemických reakcí, zejména jako metody k přípravě produktů 

redukčních nebo oxidačních reakcí. Elektroanalytické metody tak zastávají důležité a 

nenahraditelné místo ve farmacii [2, 3], medicíně [4], potravinářství [5, 6], životním 

prostředí [7, 8], tedy v oblastech, které se reálně dotýkají života každého z nás.  

 V oblasti farmak se elektroanalytické metody uplatňují ve všech oblastech, od výz-

kumu a vývoje nových farmak, přes jejich výrobu a kontrolu čistoty, až ke studiím 

mechanismu účinku a metabolických přeměn farmak. Zatímco při kontrolách čistoty 

farmak či analýze jejich metabolických produktů jsou spíše využívány chromatografické 

a spektrometrické metody, při vývoji nových farmak a modelování jejich možného 

metabolického osudu a mechanismu účinku jsou vzhledem ke své podstatě častější 

metody elektroanalytické. O šťastném vztahu elektroanalytické chemie a farmacie ostat-

ně svědčí objev protinádorových vlastností cisplatiny, učiněný náhodně při studiu vlivu 
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elektrického proudu na růst bakterie Escherichia coli. Za podmínek experimentu, 

prováděném v amoniakálním pufru, vznikal jako oxidační produkt na platinové anodě 

právě cis-diamino-dichlor platnatý komplex, inhibující růst E. coli [9, 10]. 

 Studie prezentované v habilitační práci jsem rozdělil do tří tematických okruhů. 

V prvním jsou shromážděny modifikace průtokové injekční analýzy s využitím elektro-

analytických metod. Druhý okruh je věnován uplatnění elektroanalytických metod při 

predikci metabolismu farmak v živém organismu. Konečně okruh třetí zahrnuje přís-

pěvky k využití elektroanalytických dat v kvantitativních vztazích mezi strukturou a 

vlastnostmi sloučenin. 

 Habilitační práce vychází z mých odborných znalostí a z výsledků mé výzkumné práce 

prováděné na Katedře analytické chemie PřF UK, ale i získaných v rámci spolupráce 

s Farmaceutickou fakultou UK v Hradci Králové, a dále mezinárodní spolupráce s Farma-

ceutickou fakultou Université de la Méditerranée v Marseille, Farmaceutickou fakultou 

Univerzity v Ankaře a milánským Istituto di Ricerche Farmacologiche Mario Negri. 

 Rád bych na tomto místě poděkoval všem, kteří jakkoliv přispěli a přispívají k tomu, 

že mohu vykonávat práci která mě těší, kteří byli a jsou mými spolupracovníky či 

studenty. Zvláštní poděkování pak patří mojí rodině. 

 

 

 

Praha, 2. února 2017 
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2  Elektroanalytické metody v průtokové injekční analýze 

  farmak 

 

 

2.1 Průtoková injekční analýza 

 

  Cílem analytického měření je získání dostatečných informací o analytech v co 

nejkratším čase a s co nejmenšími náklady, z čehož plyne, že při provádění analýz jsou 

limitujícími faktory jednotlivé operace se vzorkem. Hlavní cestou ke zrychlení analýzy je 

proto automatizace jednotlivých kroků nakládání se vzorkem. 

 Jedním z možných přístupů k automatizaci analýz je průtoková injekční analýza 

(angl. flow injection analysis, FIA), navržená roku 1975 Jaromírem Růžičkou* a Elo 

Haraldem Hansenem [1, 2]. Základním principem metody je nástřik malého objemu 

(zhruba 20–200 μl) roztoku vzorku do proudu nosné kapaliny. Sama nosná kapalina, 

která může (ale nemusí) obsahovat reakční činidlo, následně unáší vzorek systémem, 

kde případně analyt podléhá chemickým reakcím či fyzikálně-chemickým procesům, 

směrem k detektoru. To umožňuje automatizaci procesů úpravy vzorku od nástřiku 

k detekci analytu, což vede k vyšší rychlosti analýzy (vyšší počet vzorků za hodinu) než 

u neprůtokových (dávkových) metod, a rovněž i k větší reprodukovatelnosti měření. 

Vhodnou úpravou systému lze rovněž dosáhnout současné detekce více analytů 

(multikomponentní analýza). 

 Obecné uspořádání FIA systému (obr. 2.1) zahrnuje pět hlavních částí [3, 4]: 

1.  Pohonný systém zajišťující konstantní, nepulzující tok jedné nebo více kapalin (nosná 

kapalina, reakční činidla) aparaturou. Nejčastějším zařízením plnícím tuto funkci je 

peristaltická pumpa. 

 

                                                            
*  Jen pro historickou zajímavost: Prof. Růžička je absolventem naší katedry analytické chemie, kde roku 1957 obhájil diplomovou 

práci Polarografie v ledové kyselině octové. 
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Obr. 2.1 Blokové schéma aparatury pro průtokovou injekční analýzu: (1) nosná kapalina/reakční činidlo, 

(2) peristaltická pumpa, (3) dávkovací ventil, (4) vstup vzorku, (5) transport rovnou trubičkou, (6) reak-

ční cívka, (7) kolona se stacionární fází / reaktor s imobilizovaným reaktantem, (8) separátor fází, 

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

 

2. Systém pro vnos vzorku do FIA aparatury, který umožňuje reprodukovatelné dávko-

vání přesného objemu vzorku do toku kapaliny; nejčastěji je realizován jako 

nízkotlaký šesticestný dávkovací ventil. 

3. Transportně-reakční systém, nazývaný (nevhodně) reaktor. Úkolem této části FIA 

aparatury může být: 

 a)  zajistit promísení vzorku s reakčním činidlem a vhodnou dobu pro tuto reakci, 

obvykle pomocí reakční cívky neboli svinuté trubičky kolem pevného středu, která 

prodlouží dobu od vnosu vzorku k detektoru, 

 b)  provést chemickou změnu vzorku pomocí chemicky aktivního materiálu (ionex, 

redoxní činidlo, sorbent, imobilizovaný enzym) tvořícího stacionární fázi v proudu 

kapaliny; 

 c)  zajistit fyzikálně-chemickou interakci vzorku, například separaci fází (plyn-kapa-

lina), extrakci (kapalina-kapalina), realizovanou vřazením vhodného zařízení do 

systému. 

4. Detekční systém umožňující sběr odezvy FIA systému na koncentraci analytu ve 

vzorku. Přednost je z pochopitelných důvodů dávána nedestruktivním detektorům 

s průtokovou celou (UV/VIS spektrofotometrie, spektrofluorimetrie, potenciometrie, 
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amperometrie), ale je možné využít i detektorů destruktivních (atomová absorpční 

spektrometrie, hmotnostní spektrometrie). 

5.  Počítač k převodu dat z detektoru a řízení aparatury. 

Tyto základní části FIA aparatury mohou být dále modifikovány podle aktuálních poža-

davků. Rovněž tok nosného proudu může být různě upravován, programovatelně 

zastavován (tzv. stop-flow stanovení), zrychlován, či použit obrácený tok. 

 Obecně jsou pro zapojení FIA aparatury používány dva možné módy. Jednokanálový, 

při němž je používána pro úpravu analytu reakce pouze s jedním činidlem, které je 

součástí nosného proudu, nebo má nosná kapalina pouze zprostředkovat dopravu 

analytu k selektivnímu detektoru (AAS, spektrometrickému, elektrochemickému). 

Častější je vícekanálový mód, v němž před vlastní detekcí dochází k úpravě složení 

vzorku reakcí s několika reagenty. 

 V praxi jsou FIA aparatury realizovány buď prostřednictvím laboratorně sestaveného 

zařízení, nebo jsou i komerčně dostupné (například [5]). 

 Výsledkem FIA měření je časová odezva detektoru na procházející zónu vzorku, 

podobná jiným průtokovým technikám, nazývaná fiagram (obr. 2.2). Typický průběh fia-

gramu obsahuje (v okamžiku vstupu zóny vzorku do detektoru) poměrně prudký nárůst 

signálu, který se po dosažení maxima pozvolně snižuje (obvykle se nejedná 

o Gaussovský pík, jako v chromatografii). Příčinou tohoto průběhu je disperze zóny 

vzorku, která je závislá na průtokové rychlosti a dalších parametrech konkrétní 

aparatury, ale při jejich udržování na konstantních hodnotách je kontrolovatelná. Jako 

analytický signál je nejčastěji vyhodnocována výška píku, ale může jím být i jeho šířka 

v polovině výšky, jeho plocha, případně i jiné změny. Ke zvýšení signálu se v některých 

případech používá technika zastaveného toku (stopped-flow method), kdy je při vstupu 

zóny vzorku do detektoru tok zastaven a tak zvýšen signál detektoru. 
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Obr. 2.2 Odezva signál-čas ve FIA měření (fiagram) a možné způsoby odečtu analytického signálu  

(h – výška píku, Δt1/2 – šířka píku v polovině jeho výšky, S – plocha píku). 

 

 Oproti ostatním analytickým technikám se FIA liší zejména tím, že reakční čas je 

obvykle velmi krátký, takže ani nemusí dojít k ustavení chemické rovnováhy – nicméně 

v tom případě je reprodukovatelně dosaženo stupně přeměny analytu. To, zároveň 

s disperzí zóny vzorku v nosném proudu, vede ke snížení intenzity signálu analytu. Oba 

tyto faktory vedou obecně k nižší citlivosti FIA (a vyšším hodnotám limitu stanovitel-

nosti), která je na druhé straně dostatečně vyrovnána univerzálností systému, jehož 

vhodnou modifikací může být citlivost stanovení zvýšena, ale zejména již zmíněnou 

vyšší rychlostí analýzy. Z praktického hlediska je nezanedbatelnou výhodou i uzavřenost 

celého systému, takže reagencie a vzorek nepřichází do styku s okolní atmosférou. 

 Hlubší základy teorie FIA jsou popsány v mnoha monografiích, z nichž lze uvést 

klasickou J. Růžičky a E.H. Hansena [6] nebo nejnovější V. Cerdy a kol. [7]; nebude jim 

zde proto věnováno dále místo. Přirozeně existují tisíce aplikačních prací na stanovení 

nejrůznějších látek, jejich počet se odhaduje na více než 20 000 publikací [8, 9]. 

 Při vývoji nové FIA metody je klíčovým výběr vhodné chemické či fyzikálně-chemické 

interakce pro konverzi analytu na detekovatelnou formu, od čehož se odvíjí složení 

nosného proudu, reagencií a zejména typ a konkrétní uspořádání transportně-reakčního 

systému (včetně detekce). Právě v tom tkví úspěšnost FIA, protože možných kombinací 

je prakticky nekonečně [9]. Možnost automatizovat potřebné operace se vzorkem je 

velmi atraktivní při vývoji nových přístrojů pro analytickou praxi a pro rutinní použití; 

to lze demonstrovat na popularitě této metody v analytických normách ČSN a/nebo ISO. 

Významnou cestou i do budoucnosti je miniaturizace FIA analýzy (lab-on-chip) snižující 
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náklady na stanovení i jeho ekologickou zátěž [10, 11], spojování s jinými analytickými 

technikami, zejména s HPLC [12, 13], kapilární zónovou elektroforézou [14] nebo 

atomovou absorpční spektrometrií [15], využití nanočástic [16] a aplikace pro multi-

komponentní stanovení [17, 18]. 

 

 

2.2 FIA stanovení fenothiazinů 

 

  Jednou z oblastí, v níž je FIA hojně využívána je farmaceutická analýza [19].  

V této oblasti jsme vyvinuli dvě modifikace FIA pro stanovení farmak ze skupiny 

fenothiazinů, popsané níže.  

 Fenothiaziny [20] jsou tricyklické heterocykly s atomem síry v poloze 5 a atomem 

dusíku v poloze 10, obvykle substituované v poloze 2 a 10. Chemická struktura 

fenothiazinu a jeho nejběžnějších derivátů je uvedena v tab. 2.1. První látka tohoto typu, 

methylenová modř, byla syntetizována roku 1876 německým chemikem Heinrichem 

Caro (1834–1910; cit. [21]). Její struktura byla objasněna až roku 1885 rovněž němec-

kým chemikem Henrichem Augustem Bernthsenem (1855–1931). Na konci 19. století 

objevil Paul Ehrlich aktivitu methylenové modři proti plasmodiím. Následovaly syntézy 

dalších derivátů a objevy jiných farmakologicky významných vlastností fenothiazinů. 

Obecně platí, že substituce do polohy 10 vede k antihistaminikům a antiparkinsonikům, 

deriváty substituované v poloze 2 a 10 jsou neuroleptiky [22, 23]. Neméně zajímavě se 

deriváty fenothiazinu uplatňují v analytické chemii jako činidla či indikátory [24, 25]. 
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Tabulka 2.1 

Chemická struktura fenothiazinu a jeho nejběžnějších derivátů 

 

S

N

R10

R2

 

 

derivát R2 R10 

diethazin –H –(CH2)2N(CH2CH3)2 

chlorpromazin –Cl –(CH2)2N(CH3)2 

levomepromazin –OCH3 –CH2CH(CH3)N(CH3)2 

promethazin –H –CH2CH(CH3)N(CH3)2 

thioridazin –SCH3 
CH2CH2

N
CH3

 

trifluoperazin –CF3 CH2CH2 N N CH3
 

 

 

 Pro stanovení fenothiazinů jak v léčivých přípravcích, tak v tělních tekutinách byla 

vypracována řada metod, od chemických stanovení až k stanovením instrumentálním, 

uvádí je přehledové články [26, 27, 28]. Publikovaná stanovení fenothiazinů pomocí FIA 

jsou shrnuta v tab. 2.2, obsahující celkem 52 publikací (vynechány jsou naše dvě publi-

kace podrobněji popsané níže), ze které je patrné, že principem většiny metod je využití 

redoxních vlastností fenothiazinového jádra. 

 Na okraj lze uvést, že fenothiaziny mohou být naopak uplatněny i jako činidla či modi-

fikátory ve FIA stanoveních NADH [29], hemoglobinu [30], ethanolu [31], glutamové 

kyseliny [32], cysteinu [33], peroxidu vodíku [34], bromičnanů [35], sulfidů [36, 37], a 

řady dalších anorganických aniontů [38]. 
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Tabulka 2.2 

Publikované principy FIA stanovení fenothiazinů v různých matricích a jejich limity kvantifikace. 

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

promazin, 7 methylenová modř, 8 perazin, 9 perfenazin, 10 prochlorperazin, 11 promazin, 12 pro-

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

 

detekce / princip stanovení matrice analyzované 

fenothiaziny 

LOQ 

[mg/l] 

ref. 

Elektrochemická detekce     

1.  amperometrie     

▪ na zlaté elektrodě se SAM 

thiocholesterolu 

moč 11 – [39] 

▪ na elektrodě s imobilizovanou 

peroxidasou 

léčivé přípravky 5, 11, 12, 15, 

16 

0,01 [40] 

▪ na elektrodě ze skelného uhlíku – – – [41] 

▪ na uhlíkovém vlákně léčivé přípravky 4, 9, 16 – [42] 

2.  biamperometrie nepřímá léčivé přípravky 11, 15 0,4 [43] 

3.  voltametrie     

▪ s korekcí proudu pozadí – 5 – [44] 

▪ diferenční pulzní voltametrie – 5 – [45] 

▪ square-wave s Fourierovou 

transformací na mikroelektrodě 

– 2, 5, 6, 8, 10, 

11, 12, 14, 

15, 17 

0,01 [46] 

Spektrometrická detekce     

1.  fluorescence     

▪  na biosenzoru s imobilizovaným 

kalmodulinem 

moč 16 0,52 [47] 

▪ indukovaná fotochemicky léčivé přípravky, 

moč 

3, 6, 14, 16 0,060–0,400 [48] 

 moč 1, 7, 13 0,013–0,035 [49] 

 léčivé přípravky 5, 12 – [50] 

 – 5, 12 – [51, 52] 

▪ indukovaná fotochemicky, 

stopped-flow mód 

léčivé přípravky 5, 9, 12 0,050 [53, 54] 

▪ po oxidaci fenothiazinu Ce4+ léčivé přípravky 12 – [55] 

 léčivé přípravky 16, 17 – [56] 

Tabulka 2.2 pokračuje na další straně. 
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Pokračování tabulky 2.2 z předchozí strany. 

detekce / princip stanovení matrice analyzované 

fenothiaziny 

LOQ 

[mg/l] 

ref. 

▪ po oxidaci fenothiazinu KMnO4 léčivé přípravky, 

moč 

5, 9, 12 0,01 [57] 

▪ po oxidaci fenothiazinu K2S2O8 – 15 – [58] 

2.  chemiluminiscence     

▪ elektrooxidací fenothiazinu – 5 0,04 [59] 

▪ oxidací fenothiazinu Ce4+ léčivé přípravky 5, 9, 12 0,007 [60] 

 léčivé přípravky 4, 5, 9, 15, 16 0,003 [61] 

▪ oxidací fenothiazinu Ce4+ a reakcí 

s Ru(phen)3
2+ 

léčivé přípravky, 

sérum 

4, 5 

 

0,030 [62] 

▪ oxidací fenothiazinu Ce4+ reakci 

s rhodaminem B 

léčivé přípravky, 

plasma a moč 

4, 6, 17 0,33 [63] 

▪ oxidací fenothiazinu Fe(ClO4)3 a 

reakcí s luminolem 

léčivé přípravky 5, 16, 17 – [64] 

▪ oxidací fenothiazinu K3[Fe(CN)6] 

a reakcí s luminolem 

léčivé přípravky 5, 11 0,016 [65] 

▪ oxidací fenothiazinu KMnO4 léčivé přípravky 15 1,5 [66] 

 léčivé přípravky 12 0,005 [67] 

▪ oxidací fenothiazinu KMnO4 a 

reakcí s luminolem 

léčivé přípravky, 

moč 

4, 5, 9, 15 0,007 [68] 

3.  kinetické stanovení 

s  askorbovou kyselinou 

léčivé přípravky 1, 7, 13 0,15 [69] 

4. turbidimetrie po reakci 

s bromfenolovou modří 

léčivé přípravky 12 25 [70] 

5. VIS spektrofotometrie     

▪ extrakce iontového asociátu 

fenothiazinu s chromazurolem S 

léčivé přípravky 2, 4, 5 0,14 [71] 

▪ nepřímá, měřením množství Fe2+ 

(absorbance komplexu Fe2+–

ferrozin) vznikajícího oxidací 

fenothiazinu NH4Fe(SO4)2 

léčivé přípravky 12, 16 0,3–0,5 [72] 

Tabulka 2.2 pokračuje na další straně. 
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Pokračování tabulky 2.2 z předchozí strany. 

detekce / princip stanovení matrice analyzované 

fenothiaziny 

LOQ 

[mg/l] 

ref. 

▪ po oxidaci fenothiazinu Ce4+ léčivé přípravky 12 – [73, 74] 

 léčivé přípravky 5 – [75] 

 léčivé přípravky 17 – [76] 

▪ po oxidaci fenothiazinu CeAsO3 

imobilizovaným na tuhé fázi 

léčivé přípravky 12 5 [77] 

 léčivé přípravky 4 0,05 [78] 

▪ po oxidaci fenothiazinu FeCl3 – 11, 15 10 [79] 

▪ po oxidaci fenothiazinu Fe(ClO4)3 léčivé přípravky 4, 5, 6, 11, 12, 

14, 15, 16 

0,6–1,6 [80] 

▪ po oxidaci fenothiazinu 

H3PW12O40 

léčivé přípravky 15 10 [81] 

▪ po oxidaci fenothiazinu HPMoO2 léčivé přípravky 11 1 [82] 

▪ po oxidaci fenothiazinu IO3
– nebo 

Fe3+ 

– 4, 5, 12 0,05–0,2 [83] 

▪ po oxidaci fenothiazinu K2Cr2O7 léčivé přípravky 5, 12, 17 – [84] 

 – 11, 15 10 [85] 

▪ po oxidaci fenothiazinu 

K3[Fe(CN)6] 

léčivé přípravky 11 – [86] 

 moč 4, 5, 6, 12, 15 

 

– [87] 

▪ po oxidaci fenothiazinu MnO2 

imobilizovaným na tuhé fázi 

léčivé přípravky 5, 11, 12, 15, 

16 

0,6–1,1 [88,89] 

▪ po oxidaci fenothiazinu NH4VO3 léčivé přípravky 5, 9, 12, 17 – [90] 

 léčivé přípravky 4, 12 – [91]  

 

  

2.2.1 FIA titrační stanovení fenothiazinů ve vodném micelárním  

  a nevodném prostředí 

 

  První studie, v níž jsme se zabývali FIA fenothiazinů [92 ► příloha A], vzešla 

z poznatku, že hodnota disociační konstanty fenothiazinů může být v přítomnosti kati-

onaktivních tenzidů posunuta k nižším hodnotám (pKa ≈ 7), takže mohou být stanoveny 

alkalimetricky. Nosný proud proto obsahoval kromě titračního činidla (5×10–5 mol dm–3 

hydroxid sodný) i tenzid Septonex (3×10–3 mol dm–3). Průběh titrace jsme sledovali 
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potenciometricky pomocí pH elektrody v průtokové cele nebo spektrofotmetricky po 

přídavku thymolové modři. Abychom dosáhli zvýšení rychlosti dávkování vzorku, studo-

vali jsme jak použití mísící komůrky před detektorem, tak tzv. high-speed mód, v němž 

se dosahuje pouze částečné konverze analytu. 

 V druhé části téže studie jsme do FIA uspořádání převedli klasickou nevodnou titraci 

fenothiazinů kyselinou chloristou v prostředí bezvodé octové kyseliny (jedná se o první 

FIA tohoto typu, s výjimkou práce [93], kde je sice rovněž titrováno kyselinou chloristou 

v bezvodé octové kyselině, ovšem se spektrofotometrickou detekcí). Jako indikační 

technika sloužila potenciometrie s pH mikroelektrodou v průtokové cele vlastní kon-

strukce (obr. 2.3), jako signál byl použit potenciál elektrody. V obecném uspořádání FIA 

systému, diskutovaném v kap. 2.1 se tedy jedná o úpravu detekčního systému. 

 

Obr. 2.3 Schéma detekční cely pro high-speed 

FIA titraci v nevodném prostředí: (1) průtoková 

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

 

 Obě vyvinuté metody byly aplikovány na léčivé přípravky (potahované tablety) 

diethazinu a chlorpromazinu, při čemž bylo zjištěno, že při titraci ve vodném micelárním 

prostředí interferují pomocné látky z tablet. Naproti tomu výsledky FIA stanovení 

v nevodném prostředí byly plně srovnatelné s lékopisným stanovením, oproti němuž 

mají značně nižší časovou náročnost (metoda umožňuje analýzu až čtyřiceti vzorků za 

hodinu) a odpadají problémy spojené s prací v silně korozivním prostředí bezvodé 

octové kyseliny. 
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2.2.2 FIA spektrofluorimetrické stanovení fenothiazinů po jejich  

  fotochemické, chemické nebo elektrochemické oxidaci 

 

  Naším druhým příspěvkem k FIA stanovení fenothiazinů [94 ► příloha B] 

bylo studium možnosti využití tvorby radikálů fenothiazinů s jejich následnou spektro-

fluorimetrickou detekcí, která umožňuje velmi citlivou detekci s nízkými limity 

stanovení, což je jedním z trendů současného rozvoje FIA [9]. Oxidace fenothiazinů  

je velmi častým principem stanovení těchto látek (jak je ostatně patrné z tab. 2.2).  

V literatuře jsou podrobně popsány reakční mechanismy elektrooxidace [95] a foto-

chemické oxidace [96], na základě kterých bylo navrženo obecné schéma oxidace 

fenothiazinů, znázorněné na obr. 2.4. 

 

S

N

R10

R2

S

N

R10

R2

S

N

R10

R2

S

N

R10

R2

– e– – e–

+ e–

+ H2O

[OH]

N

R10

R2

S

O  

 

Obr. 2.4 Obecný mechanismus oxidace derivátů fenothiazinu (upraveno podle [97]). 

 

Vznikající radikál je v silně kyselém prostředí stabilní a poskytuje fluorescenční odezvu. 

V naší práci jsme ke generaci tohoto radikálu využili tři metody: fotooxidaci UV zářením, 

chemickou oxidaci manganistanem draselným nebo síranem ceričitým a konečně 

elektrochemickou oxidaci v průtokové cele. Průtoková cela byla vlastní konstrukce 

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

o úpravu transportně-reakčního systému. 
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Obr. 2.5 Schéma elektrochemické cely pro oxidaci 

fenothiazinů ve FIA stanovení: (1) anodový pros-

tor, (2) katodový prostor, (3) iontově výměnná 

membrána, (4) vstup nosného proudu se vzorkem, 

(5) výstup nosného proudu se zoxidovaným vzor-

kem ke spektrofluorimetru, (6) katolyt (kyselina 

sírová), (7) odpad, (8) platinový plíšek, (9) měděný 

kontakt.  

 

 Ze všech tří studovaných metod se jako nejcitlivější a s nejnižším limitem kvantifikace 

ukázala fotooxidace, u níž bylo dosaženo LOQ = 0,087 mg/l (dosud nejnižší limit 

kvantifikace dosažený při tomto způsobu konverze analytu [98]). Naopak elektroche-

mický způsob generování radikálu fenothiazinů vykazoval nejmenší citlivost a zhruba 

třikrát vyšší limit kvantifikace (LOQ = 0,27 mg/l), nicméně při tomto způsobu byl 

největší lineární dynamický rozsah koncentrací analytu a uspořádání je experimentálně 

nejjednodušší. Rovněž časová náročnost elektrochemického způsobu generování radi-

kálů fenothiazinů je menší (šedesát vzorků za hodinu) než u způsobu s fotooxidací 

(třicet vzorků za hodinu). Dosažené výsledky stanovení obsahu účinných látek v léčivých 

přípravcích (potahované tablety) byly shodné s výsledky získanými lékopisnou metodou 

(UV spektrofotometrie). 
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3  Elektroanalytické metody v predikci  

  metabolického osudu farmak  

 

 

3.1 Elektroanalytická chemie a metabolismus 

 

  Biotransformační reakce využívá lidstvo od nepaměti (příprava alkoholic-

kých nápojů, fermentace), studium jejich podstaty začalo ale až s rozvojem organické 

chemie na počátku 19. století, kdy byly popsány první biotransformační reakce (konju-

gace benzoové kyseliny s glycinem) [1]. K hlubšímu pochopení podstaty biotrans-

formace vedly studie enzymů, které spolu s identifikacemi metabolitů jednotlivých látek 

daly vznik samostatné vědní oblasti studující biotransformaci farmak. Za zakladatelský 

text je považována kniha R. T. Williamse Detoxification Mechanisms z roku 1947 [2]. Ve 

druhém vydání této knihy z roku 1959 bylo formulováno dodnes používané rozdělení na 

dvě fáze biotransformace (obr. 3.1): první, zahrnující zejména oxidační (méně pak 

redukční či hydrolytické) reakce, a druhou, v níž je metabolit z první fáze konjugován 

s endogenními sloučeninami (glukuronová kyselina, glycin, aj). Podrobnosti o součas-

ném pojetí biotransformace farmak lze nalézt v celé řadě monografií [3, 4]. 
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Obr. 3.1 Schématické znázornění fází metabolismu a reakcí v nich probíhajících (v některých případech 

může být pořadí fází obrácené). 

 

 Znalost biotransformačních reakcí je velmi významná zejména při studiu účinku již 

používaných farmak a vývoji farmak nových [4, 5]. Studium biotransformace farmak 

in vivo je složité a obtížné, proto se k němu – alespoň v prvním přiblížení – využívá 

jednodušších in vitro modelů [6, 7]. K nejvýznamnějším in vitro modelům patří 

elektrochemický model I. fáze biotransformace, který je založen na podobnosti oxida-

čně-redukčních reakcí na elektrodě s oxidačně-redukčními enzymatickými reakcemi 

probíhajícími během I. fáze biotransformace [8, 9]. Tento model je předmětem zájmu 

interdisciplinárního oboru vzniklého v 70. letech 20. století – elektrofarmakologie [10]. 

Elektrochemický model biotransformace spočívá ve využití elektrolýzy studované látky 

(potenciálního nebo již používaného farmaka), obvykle v nevodném prostředí. Kromě 

elektrochemických důvodů (rozpustnost studovaných látek, širší anodické potenciálové 

okno) je hlavním důvodem pro použití takového zdánlivě nebiologického zjištění, že 

některé z metabolických reakcí probíhají v prostředí lipofilní povahy (fosfolipidové 

membrány) a že ke správné funkci enzymu postačuje monomolekulární vrstva vody na 

jeho povrchu [11, 12]. Z elektroanalytických technik jsou využívány především stejno-

směrná (DC) voltametrie a cyklická voltametrie a coulometrie, jimiž se studují základní 

elektrochemické parametry studovaných látek (oxidačně-redukční potenciály, počty 
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vyměňovaných elektronů) a mechanismus reakce. K přípravě oxidačních nebo reduk-

čních produktů je využívána preparativní elektrolýza ve spojení se separačními a 

spektrálními metodami, zejména hmotnostní spektrometrií. Toto spojení může být buď 

nepřímé, kdy jsou v průběhu elektrolýzy (nebo až po jejím ukončení) odebírány pro-

dukty elektrochemické reakce a následně analyzovány pomocí separačních technik ve 

spojení s hmotnostní detekcí (výjimečně s jinou spektrální technikou, například 

s nukleární magnetickou resonancí [13]). Novější je on-line přístup, ve kterém je 

elektrochemická cela přímo spojena s hmotnostním detektorem [14], sama konstrukce 

elektrochemických cel je velmi rozmanitá, od tenkovrstvých přes průtokové cely [15), až 

po uspořádání typu lab-on-chip [16, 17]. 

 Tento čistě instrumentální přístup, při němž jsou reakce katalyzované oxidoreduk-

tasami zcela nahrazeny redoxním reakcemi na elektrodě, nabízí rychlý a levný způsob 

získání informací zejména o těch atomech ve struktuře molekuly, na kterých budou 

přednostně probíhat změny souvisící s metabolismem studovaných látek, dále o struk-

tuře metabolitů (včetně možných izomerních forem), a konečně i o hodnotě elektro-

chemického potenciálu potřebného k přeměně studované látky na metabolity [18]. 

 Omezením tohoto přístupu zůstává, že nezahrnuje reakce probíhající jiným než 

oxidačně-redukčním mechanismem a obvykle je omezen na I. fázi biotransformace 

(i když byly již publikovány práce aplikující tento model i na II. fázi biotransformace 

[19, 20]). Přesto, že se jedná pouze o model, který nemůže nahradit in vivo metabolické 

studie, takto získané informace se v řadě případů ukázaly ve velmi dobré korelaci 

s výsledky získanými reakcemi enzymatickými [21], a mohou tak poskytnout představu 

o pravděpodobném průběhu metabolismu studované látky. Přehled o studovaných 

látkách přinášejí přehledné články [ 22, 23 ]. Aplikační oblastí modelu je vývoj 

farmak [24], toxikologie [25], forenzní analýza (simulace metabolismu drog [26], 

dopingová problematika [27]), ochrana životního prostředí [28] a mnohé další.  
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3.2 Studované látky 

 

  V naší laboratoři jsme systematicky studovali elektrooxidaci čtyř sérií nově 

syntetizovaných potenciálních farmak jako modely jejich možných metabolických 

přeměn. Ke studiu jsme používali off-line metodiku. Elektrolýza probíhala v námi navr-

žené cele H-typu (obr. 3.2), sestávající ze tří prostorů oddělených fritami: pracovního 

prostoru, solného můstku, a prostoru pomocné elektrody (protielektrody). Jako pra-

covní elektroda byla používána Fischerova síťková platinová elektroda. Průběh 

elektrolýzy byl kontinuálně sledován pomocí UV/Vis spektrofometrie; elektrolyzovaný 

roztok byl čerpán pomocí peristaltické pumpy do průtokové kyvety spektrofotometru a 

ihned vracen zpět do elektrolyzéru. Po ukončení elektrolýzy byl elektrolyzovaný roztok 

odpařen do sucha na rotační vakuové odparce, produkty elektrolýzy extrahovány 

vhodným organickým rozpouštědlem a analyzovány pomocí kapalinové chromatografie 

s hmotnostní detekcí. 

 

 

 

Obr. 3.2 Používaná aparatura pro preparativní elektrolýzu: 1) pracovní prostor, v němž probíhá elektro-

lýza, 2) solný můstek, 3) prostor pomocné elektrody, 4) pracovní Fischerova síťková platinová elektroda, 

5) pomocná Fischerova síťková platinová elektroda (protielektroda), 6) referenční Pleskovova elektroda, 

7) peristaltická puma, 8) spektrofotometr, 9) magnetické míchadlo, 10) přívod argonu. 
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3.2.1 Deriváty thioakridinu 

 

  Ve dvou navazujících studiích [29, 30 ► příloha C] jsme studovali elektro-

chemickou oxidaci série třinácti derivátů 9-(alkythio)akridinu, nově syntetizovaných 

látek s antiprotozoálními [31] a antibiotickými vlastnostmi [32]. Pomocí výše uvedené 

metodiky bylo navrženo následující obecné schéma elektrooxidace těchto látek 

(obr. 3.3): elektrochemická oxidace začíná na atomu síry (který má dva volné elektro-

nové páry) vázaném v pozici 9 akridinového kruhu. Odtržením jednoho elektronu  

z tohoto atomu vzniká radikálkationt, který je dále oxidován na dikationt. Reakcí 

dikationtu se stopovými množstvími vody a eliminací alkylthioskupiny vznikají 

odpovídající 9-akridinony, které dále poskytují různé typy dimerů. Pravděpodobnost 

tohoto schématu z hlediska metabolismu je podpořena v literatuře popsanou oxidací 

nesubstituovaného akridinu enzymy z potkaních jater, vedoucí rovněž ke vzniku 9-akri-

dinonu [33]. 
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Obr. 3.3 Navržené schéma elektrochemické oxidace derivátů 9-(alkylthio)akridinu (upraveno podle [30]). 
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3.2.2 Deriváty benzoxazinu 

 

  Tématem naší druhé studie [34 ► příloha D] byly deriváty benzoxazinu,  

u nichž byla prokázána aktivita bakteriostatická, immunomodulační, ale zejména anti-

mykobakteriální [35]. Studovali jsme sérii čtyřiceti derivátů, z nichž šestnáct bylo 

deriváty 4-thioxobenzo[e][1,3]oxazin-2-onu (dále jen thioxobenzoxazin), a dvacet čtyři 

látek bylo deriváty benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (dále jen benzoxazindithion). 

 Na základě zjištěných produktů elektrooxidace, spolu s výsledky kvantově-chemic-

kých výpočtů (lokalizace HOMO orbitalů) bylo navrženo následující obecné schéma 

elektrooxidace obou studovaných sérií benzoxazinu (obr. 3.4). Elektrochemická oxidace 

je zahájena odtržením elektronu z atomu síry vázaného v pozici 4 benzoxazinového 

skeletu za vzniku radikálu s krátkou dobou života. V případě benzoxazindithionů je 

náboj translokován na atom síry v pozici 2. V obou případech následuje reakce se stopo-

vými množstvími vody vedoucí k substituci atomu síry za atom kyslíku (z metabolického 

hlediska jde o oxidační desulfuraci [36]). Z benzoxazindithionů tak vznikají odpovídající 

thioxobenzoxazinony, podléhající další oxidaci až na výsledné benzoxazindiony. Tyto 

výsledky podporují hypotézu vysvětlující zvýšení antimykobakteriální aktivity benzox-

azinů náhradou atomů kyslíku v pozici 2 a 4 benzoxazinového skeletu za atomy síry, jak 

bylo zjištěno ve studii [35], neboť je velmi pravděpodobné, že tato aktivita bude spojena 

s metabolismem benzoxazinů. 
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Obr. 3.4 Navržené schéma elektrochemické oxidace (a) thioxobenzoxazinů a (b) benzoxazindithionů 

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

 

  Naše třetí studie [37 ► příloha E] z oblasti elektrochemického modelování 

metabolismu se zaměřila na devatenáct derivátů 1-fenyl-5-benzylsufanyltetrazolu, 

patřících mezi potenciální antituberkulotika [38]. Bylo zjištěno, že mechanismus elek-

trooxidace je závislý na pozici methoxyskupiny vázané na fenyl (obr. 3.5). Odtržením 

elektronu z methoxyskupiny vzniká radikálkationt s krátkou dobou života. Náboj je 

následně translokován do ortho pozice fenylového kruhu a reakcí s methylenovou 

skupinou zbývajícího benzylsulfanylu dojde k uzavření nového kruhu. V případě 2-me-

thoxyderivátů byl navíc pozorován rozpad tetrazolového kruhu pravděpodobně 

v důsledku vyššího potenciálu, při němž probíhala elektrolýza. V biotransformaci by se 

nejspíše jednalo o O-demethylaci katalyzovanou monoaminoxidasou, následovanou 

uzavřením nového kruhu v molekule metabolitu [39]. 
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Obr. 3.5 Navržené schéma elektrochemické oxidace (a) 1-(4-methoxyfenyl)-5-benzylsulfanyltetrazolů a 

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

 

  Elektrochemická oxidace série dvaceti dvou derivátů 4-(benzylsulfanyl)-

pyridinu byla studována v naší studii [40 ► příloha F]. Deriváty patřily, podle funkční 

skupiny v pozici 2 pyridinového kruhu, mezi karbonitrily nebo karbothioamidy. Obecně 

platí, že karbonitrily jsou oxidovány při vyšších potenciálech než obdobně substituované 

deriváty karbothioamidu.  

 Mechanismus elektrochemické oxidace je následující (obr. 3.6). V případě 4-(benzyl-

sulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů je oxidace zahájena odtržením elektronu z atomu síry na 

benzensulfanylu. Vzniklý radikálkationt zaniká tak, že reakcí páru těchto radikálů se 

stopovými množstvími vody v rozpouštědle vznikají dvě molekuly příslušně 

substituovaného benzaldehydu a jedna molekula 2-karbonitril-4-(2-(picolino-4-yl-

nitril)disulfanyl)pyridinu. Naproti tomu elektrooxidace 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2- 

-karbothioamidů je sice rovněž jednoelektronovým procesem, při němž je ale elektron 

odtržen z atomu síry karbothioamidové skupiny. Stabilizace vzniklého radikálkationtu 

reakcí se stopovými množstvími vody vede ke vzniku příslušně substituovaného 

4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karboxamidu. 
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Obr. 3.6 Navržené schéma elektrochemické oxidace (a) 4-(benzylsulfanyl)pyridin-2-karbonitrilů a 

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

 

 

4.1 Vztahy mezi strukturou a vlastnostmi chemických látek 

 

  Hledání obecných vztahů pro popis a následné pochopení reality je jedním 

z charakteristických znaků lidského myšlení. Snaha ustavit obecné či speciální modely 

pro nejrůznější situace a jejich aplikace na předpovídání následků je stará jako lidstvo 

samo [1, 2]. Realita, tedy svět kolem nás, je nám totiž přístupna jen prostřednictvím jevů, 

které můžeme pozorovat (měřit). Získáváme tak data (kvalitativní nebo kvantitativní), 

jejichž analýzou indukujeme (vyvozujeme, generalizujeme) obecné závěry, na základě 

kterých můžeme postulovat modely reality [3, 4]. Tyto modely aplikujeme na nové výs-

kyty jevů prostřednictvím dedukce (odvozování, usuzování) a můžeme tak předpovídat, 

jaká data by měl nový výskyt jevu poskytnout. Díky tomu lze modely testovat a potvrzo-

vat. Model, u nějž se prokáže obecná platnost, se může stát paradigmatem, zásadním 

pojetím příslušného vědeckého oboru, které je obecně přijímáno a považováno za vzo-

rové (v dané historické periodě). Vztah mezi realitou a naším poznáním, včetně způsobu 

odvozování, aplikace a verifikování modelů reality je uveden na obr. 4.1. 

 

 

 

Obr. 4.1 Vztah mezi realitou a poznáním a způsob odvozování, aplikace a verifikace modelů reality. 
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 V historii byly při tomto „hledání řádu“, vlastně snaze ustavit symbolický prostředek 

k přenosu informace, vyvinuty různé techniky (ostatně i písmo za svůj vznik vděčí 

tomuto úsilí, jak je patrné z prvních znakových systémů, například egyptských hiero-

glyfů). Za jeden z prvních takových způsobů v případě farmak bývá považována nauka 

o signaturách, zmiňovaná už Gaiem Pliniem Secundem v jeho Naturalis historia [5]. Je 

založena na morfologickém principu: potenciální léčivo (rostlina, minerál, živočich) 

ukazuje na základě kvality (tvar, barva, vůně) svoji schopnost, tedy kvantitu, léčit něk-

terý z orgánů lidského těla [6]. Na základě zevnějšku se tak utváří představa o vnitřku 

(podstatě a účinku). Příkladem může být užití vlašských ořechů k posílení mozku, neboť 

tvar jádra vlašského ořechu připomíná lidský mozek. Princip je známý jako similia 

similibus curantur, podobné se léčí podobným; jeho největším zastáncem byl slavný 

Paracelsus [7]. Princip byl ovšem využíván spíše obráceně, jako mnemotechnická po-

můcka, jak si zapamatovat jaké léčivo je na jakou nemoc. 

 Teprve s poznáním chemické struktury látek v 19. století bylo možné hledat modely 

popisující vlastnosti látek v závislosti na jejich struktuře, na uspořádání atomů [8]. Došlo 

tak nejprve k formulaci řady empirických pravidel (např. stoupání bodu varu a tání 

v homologických řadách) nebo k postulaci periodického systému [9]. 

 Z hlediska kvantifikace, tedy vyjádření jako matematické funkce, vztahu mezi struk-

turou chemické látky a její vlastností se zlomovým stal rok 1869, kdy Alexander Crum 

Browne a Thomas R. Fraser formulovali předpoklad [10, 11], že fyziologická aktivita 

látek je funkcí jejich chemické struktury 

 

Φ = f(C) (4.1) 

 

kde Φ je obecná fyziologická aktivita látky (kvantifikovatelná, např. jako dávka či kon-

centrace potřebná k vyvolání sledovatelné biologické aktivity) a C chemická struktura 

látky. Za jedno z prvních (ještě nekvantitativních) potvrzení platnosti tohoto vztahu je 

považována syntéza fenazonu, který byl jako první cíleně syntetizované léčivo připraven 

na základě strukturní analogie s chininem roku 1883 Ludwigem Knorrem [12, 13]. 

 Rozšíření Crum Brownovy-Fraserovy teorie na fyzikálně-chemické vlastnosti látek 

přinesla roku 1884 práce Edmunda J. Millse [14], který odvodil kvantitativní vztahy 

mezi strukturou a bodem varu nebo bodem tání pro homologické řady. Předpovězené 
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hodnoty z těchto vztahů se s experimentálními hodnotami shodují s přesností jednoho 

stupně Celsia. Neméně významným byl poznatek Charlese Richeta [15], že cytotoxicita 

jednoduchých organických látek je nepřímo úměrná rozdílům v jejich rozpustnosti ve 

vodě, tedy že rovnice (4.1) má spíše být vyjádřena jako 

 

Φ = f(ΔC) (4.2) 

 

 Následovaly další práce, přinášející první kvantitativní vztahy mezi strukturou a akti-

vitou látek [10, 16]. Fundamentální prací zobecňující tyto vztahy na prakticky libovolné 

vlastnosti chemických látek se stala roku 1935 publikovaná práce Louise Placka 

Hammetta [17], ve které studoval vliv substituentů na rychlostní konstanty reakcí série 

substituovaných organických kyselin. Vliv substituce, resp. změny rozložení elektronů 

ve sloučenině vlivem substituentu, na kvantitativní změnu vlastnosti (hodnotu rychlost-

ní nebo rovnovážné konstanty) se mu podařilo vyjádřit rovnicí 

 

log kX = log kH + ρσ (4.3) 

 

kde kX je rychlostní (nebo rovnovážná) konstanta reakce substituovaného derivátu,  

kH rychlostní (rovnovážná) konstanta reakce nesubstituovaného derivátu (na místě sub-

stituentu je atom vodíku), ρ reakční konstanta, která je mírou citlivosti dané reakce na 

elektronický efekt substituentů (a je tedy charakteristická pro danou reakci) a σ je Ham-

mettova konstanta substituetu, popisující – obecně, neboť je přenosná mezi jednot-

livými reakcemi – vliv substituentu na rozložení elektronů v dané molekule. Rovnice 

(4.3) se stala jedním z prvních příkladů přístupu, který obdržel název lineární vztah 

Gibbsovy energie (Linear Free Energy Relationship, LFER) [18]. Hammettova σ kon-

stanta se stala prvním deskriptorem, který umožnil kódování chemické informace do 

matematického vyjádření. 

 Protože Hammettův přístup bere do úvahy pouze elektronické efekty substituentů, 

ukázal se jako limitovaný. Tuto nevýhodu se pokusil roku 1952 odstranit Robert W. Taft 

rozdělením Hammettovy konstanty na příspěvky polární, sterické a rezonanční [19]. 
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 Významným mezníkem bylo rovněž zavedení deskriptorů struktury popisujících 

topologii molekul, které na základě teorie grafů odvolili John R. Platt [20] a Harry 

Wiener [21, 22]. 

 V roce 1962 následovala zásadní práce Corvina Hansche, Toshio Fujity a kol. [23], 

kteří využili ke kvantitativnímu vyjádření závislost biologické aktivity látek na více para-

metrech a získali tak obecnou multiparametrovou rovnici 

 

log BA = a1xh +a2xe +a3xs + … + anxn (4.4) 

 

kde BA je biologická aktivita, a1 až an jsou regresní váhy parametrů, a xh je experi-

mentální nebo empirický parametr hydrofobicity (lipofility), xe je experimentální nebo 

empirický parametr elektronových vlastností, xs je experimentální nebo empirický 

parametr sterických vlastností, a xn je experimentální nebo empirický parametr dalších 

možných vlastností. 

 O dva roky později Spencer M. Free a James W. Wilson publikovali přístup [24], který 

pro modelování vlastnosti chemické látky bere v úvahu přítomnost či nepřítomnost 

funkční skupiny či motivu na struktuře látky. Přístup má tu výhodu, že nevyžaduje 

znalost experimentálně dostupných konstant z jiných měření (proto bývá nazýván také 

metoda de novo). Matematicky jej lze vyjádřit rovnicí 
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i
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1

 
(4.5) 

 

kde BA je biologická aktivita, Ii je indikátorová konstanta přítomnosti či nepřítomnosti 

dané funkční skupiny či strukturního motivu (konstanta nabývá hodnoty I = 1 pro 

přítomnost a I = 0 při nepřítomnosti funkční skupiny či strukturního motivu), Gi je 

příspěvek přítomnosti dané funkční skupiny či strukturního motivu k aktivitě látky a  

b je aktivita základní sloučeniny (nesubstituované). 

 Díky výše uvedeným pracím došlo k postulaci paradigmatu kvantitativních vztahů 

mezi strukturou a aktivitou, pro něž se souhrnně ujal název QSAR z anglického 

quantitative structure-activity relationships [25]. Pod pojmem aktivita se zahrnuje nejen 

aktivita biologická, ale i nejrůznější fyzikálně-chemické vlastnosti látek (tab. 4.1).  
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Tabulka 4.1 

Používané akronymy pro podobory QSAR. 

 

zkratka anglický název 

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 

 

 Od osmdesátých let 20. století jsou pro využití v QSAR navrhovány a využívány různé 

druhy molekulárních, topologických a geometrických deskriptorů [26, 27]. V úvahu, 

zejména u biologických účinků, je bráno i prostorové uspořádaní molekul a vzájemné 

slabé mezimolekulové interakce (tzv. 3D QSAR, cit. [28, 29]). Literatura o QSAR je velmi 

obsáhlá, počet publikovaných článků v letech 1966–2015 se odhaduje na 11 000 prací, 

z čehož je asi 82 % původních článků [30]. K hlubšímu úvodu do této metodiky slouží 

kromě výše citovaných prací například monografie Hansche a Lea [31], Kubinyiho [16], 

Williamse [32]; z českých autorů si zaslouží zmínku monografie Exnera [33], Tichého 

[34] a Kuchaře a Rejholce [35]. 

 

 

4.2 Vztah oxidačně-redukčního potenciálu a struktury 

 

  Dochází-li při chemické reakci k přenosu elektronů, lze ochotu chemické lát-

ky odevzdávat, resp. přijímat, elektrony charakterizovat pomocí oxidačně-redukčního 

potenciálu. Ten je snadno dostupný pomocí voltametrických technik, u nichž je získáván 

signál, který je výsledkem interakce elektronů přímo se studovanou molekulou; podle 

používané techniky to může být půlvlnový potenciál E1/2 změřený DC voltametrií nebo 
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potenciál píku Ep změřený například diferenční pulzní voltametrií nebo cyklickou 

voltametrií. 

 Vztahu mezi strukturou a oxidačně-redukčním potenciálem si povšiml již Jaroslav 

Heyrovský, který v roce 1934 definoval pravidlo konjugace [36]: „Polarografická redukce 

proběhne tím snáze, čím větší je počet konjugovaných vazeb v organické molekule.“ 

Následujícím empirickým pravidlem bylo pravidlo elektronegativity formulované roku 

1938 Masuzo Shikatou a I. Tachim [37]: „Půlvlnový potenciál bude tím kladnější, čím 

elektro-negativnější je substituent.“ 

 Kvantifikaci vztahu struktura-oxidačně-redukční potenciál bylo možné provést po 

zavedení Hammettovy σ konstanty. Mezi rovnovážnou konstantou oxidačně-redukční 

reakce a půlvlnovým potenciálem platí vztah 

 

k
n

T
E ln–

2/1
F

R
  (4.6) 

 

kde E1/2 je půlvlnový potenciál látky (V), R universální plynová konstanta  

(8,314 J K–1mol–1), T termodynamická teplota (K), n počet vyměňovaných elektronů, 

F Faradayova konstanta (96 485 C mol–1) a k rovnovážná konstanta oxidačně-redukční 

reakce, které látka podléhá. Kombinací tohoto vztahu s Hammettovou rovnicí (4.3) lze 

získat Hammettovu rovnici pro půlvlnové potenciály 

 

(E1/2)X = (E1/2)H + ρσ (4.7) 

 

kde (E1/2)X je půlvlnový potenciál substituovaného derivátu a (E1/2)H půlvlnový potenciál 

nesubstituovaného derivátu. 

 Tento základní princip, podobně jako celá QSAR, je dále rozšiřován, přičemž jsou 

uplatňovány další druhy deskriptorů. Monograficky zpracoval vliv substituentů v orga-

nické polarografii Zuman [38, 39]. Podobor QSAR zabývající se vztahy mezi strukturou a 

elektrochemickými vlastnostmi získal v 80. letech 20. století označení QSER, quantitative 

structure-electrochemistry relationships [40, 41]. Příklady novějších prací na tomto poli 

jsou uvedeny v tab. 4.2. 
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Tabulka 4.2 

Příklady novějších studií pro QSER půlvlnového potenciálu: použité deskriptory, studované deriváty, 

počet látek v korelační rovnici (n). 

 

deskriptor deriváty n ref. 

Hammettova σ konstanta aziridinylchinoidy 40 [40] 

 benzochinony, 1,4- 61 [40] 

 chrom–aminokarbenové komplexy 11 [42] 

 karbonyly, α-, β- nenasycené 20 [43] 

 ketony, α-, β- nenasycené 26 [44] 

 naftochinony 21 [45] 

 naftochnony, 1,4- 30 [40] 

kvantově-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] 

molekulární deskriptory aldehydy a ketony 73 [55] 

 anabolické steroidy 38 [56] 

 anthrachinony, 9,10- 33 [57] 

 různé 51 [58] 

 různé, data převzata z [59] 68 [60] 

různé 9,10-anthrachinony, data převzata z [57] 33 [61, 62] 

 chinony 26 [63] 

 chinony 9 [64] 

 chlorované organické deriváty 21 [65,66] 

 fenolické sloučeniny 22 [67] 

 fenylchinolinylethyny 30 [68] 

 nitrobenzeny 15 [69] 

 různé 18 [70] 

 steroidy 40 [71] 

Tabulka 4.2 pokračuje na další straně. 
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Pokračování tabulky 4.2 z předchozí strany. 

deskriptor deriváty n ref. 

topologické indexy aldehydy 12 [59] 

 benzenoidy 36 [72, 73] 

 chinony 6 [59] 

 dusíkaté heterocykly 9 [59] 

 halogenderiváty 12 [59] 

 karboxylové kyseliny a jejich deriváty 15 [59] 

 kondenzované benzenoidy 31 [74] 

 nitroderiváty 20 [59] 

 

 

4.3 Studované látky 

 

  V naší laboratoři jsme studovali vztah mezi strukturou a elektrochemickým 

oxidačním potenciálem pro čtyři skupiny látek, patřících mezi potenciální farmaka.  

 Naším hlavním příspěvkem v této oblasti je zejména zavedení nového druhu 

topologických deskriptorů pro QSER. Pro popis struktury jsme využili lineární notace 

SMILES (angl. simplified molecular input line entry specification; český překlad se 

nepoužívá), zavedené Winingerem [75, 76], která jednoznačným způsobem popisuje 

strukturu molekuly pomocí řetězců znaků ASCII. Podrobnosti o využití SMILES v oblasti 

QSAR jsou uvedeny v naší přehledové práci [77 ► příloha G]. 

 

 

4.3.1 Deriváty benzoxazinu 

 

  Pro sérii čtyřiceti derivátů benzoxazinu (obr. 4.2), patřících mezi potenciální 

antimykobakteriální látky byla provedena QSER analýza s využitím řady deskriptorů. 

 V naší první studii [78 ► příloha D] jsme provedli QSER analýzu s využitím 

Hammettových σ konstant substituentu a získali pro půlvlnové potenciály oxidace 

těchto látek v prostředí acetonitrilu QSER rovnice s koeficientem determinace r2 = 0,897. 

Ukázalo se, že půlvlnové potenciály dobře korelují i s kvantově-chemicky vypočítanými 
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N

O X

S

R1

R2

X = O, S
R1 = 6 –CH3, 6 –Cl, 6 –OCH3, 7 –CH3, 7 –OCH3
R2 = 3 –Cl, 3 –F, 3, 4 –Cl2, 4 –Br, 4 –CF3, 4 –CH3, 4 –Cl, 4 –CN, 4 –F  

 

Obr. 4.2 Chemické struktury studovaných derivátů benzoxazinu 

 

hodnotami energií HOMO orbitalů, r2 = 0,805; čímž bylo možné lokalizovat místa 

v molekule, z nichž jsou elektrony při oxidaci odebírány a napomoci tak řešení mecha-

nismu elektrooxidace benzoxazinů (kap. 3.2.2). 

 Námi publikovaná data se stala podkladem práce Liua a kol. [79], kteří s použitím čtyř 

kvantově-chemických deskriptorů získali multiparametrovou korelační rovnici  

s r2 = 0,946 a potvrdili závěry z naší výše uvedené studie. 

 Pro tuto skupinu látek jsme pak v naší další studii [80 ► příloha H] zavedli topo-

logické deskriptory založené na SMILES, přičemž se jedná o první práci tohoto druhu. 

Výsledná QSER korelace je plně srovnatelná s výše uvedenou korelací s Hammettovými 

σ kontantami, její r2 = 0,882. 

 

4.3.2 Deriváty 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu 

 

  Vztah mezi strukturou a půlvlnovými potenciály oxidace devatenácti derivátů 

1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu (obr. 4.3), patřících opět mezi potenciální 

 

N
N

N N

S

R1 = 2 –OCH3, 3, 4 –Cl2, 4 –Br, 4 –CH3, 4 –Cl, 4 –OCH3
R2 = 3 –Cl, 3 –OCH3, 4 –Br, 4 –CF3, 4 –CH3, 4 –Cl, 4 –F, 4 –OCH3

R1
R2

 

 

Obr. 4.3 Chemické struktury studovaných derivátů 1-fenyl-5-benzylsulfanyltetrazolu 
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antimykobakteriální látky, jsme v naší první studii [81 ► příloha E] studovali pomocí 

devíti kvantově-chemických deskriptorů (Hammettovy σ konstanty substituentu nebylo 

možné z důvodu substituce do ortho-polohy využít). Statisticky nejtěsnější korelace bylo 

dosaženo s využitím energie HOMO orbitalu, r2 = 0,98. 

 V navazující studii [82 ► příloha CH] jsme opět aplikovali deskriptory založené na 

SMILES, a získali řadu QSER vztahů, které sice nedosahovaly statistické kvality korelace 

založené na energii HOMO orbitalu, ale umožnily identifikaci strukturních motivů, které 

přispívají k zvyšování, resp. snižování, hodnoty půlvlnového potenciálu. 

 

4.3.3 Deriváty N-benzylsalicylthioamidu 

 

  Deriváty N-benzylsalicylthioamidu (obr. 4.4), syntetizované jako potenciální 

antituberkulotika byly předmětem naší studie [83 ► příloha I]. Analýza QSER, založená 

na SMILES, byla provedena pro 24 látek. Naměřené hodnoty půlvlnových potenciálů 

byly analyzovány pro tři náhodná rozdělení látek do čtyř sad (subtrénovací, kalibrační, 

testovací a validační). Nalezené QSER vztahy vykazovaly pro testovací sadu r2 > 0,91, 

navíc umožnily i identifikovat strukturní motivy, které mají vliv na hodnotu půlvlnového 

potenciálu látky. 

 

OH

N
H

S

R2R1

R1 = 3 –CH3, 4 –Cl, 4 –OCH3, 5 –Br, 5 –Cl, 5 –NO2
R2 = 3,4 –Cl2, 3 –Br, 3 –CH3, 3 –Cl, 3 – NO2, 4 –Br, 
        4 –CH3, 4 –Cl, 4 –F, 4 –OCH3, 4 –tert-butyl

 

 

Obr. 4.4 Chemické struktury studovaných derivátů N-benzylsalicylthioamidu 
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4.3.4 Deriváty 4-(benzylsulfanyl)pyridinu 

 

  Naše studie [84 ► příloha F] se věnovala QSER analýze půlvlnových poten-

ciálů dvaceti dvou 4-(benzyldulfanyl)pyridinů, z nichž třináct patřilo mezi karbonitrily a 

zbývajících devět mezi karbothioamidy. Ve studii byly porovnány korelační rovnice 

využívající Hammettovy σ konstanty substituentu s korelačními rovnicemi založenými 

na SMILES pro tři náhodná rozdělení derivátů do tří sad (trénovací, kalibrační a vali-

dační). Bylo zjištěno, že rovnice založené na SMILES mají ze statistického hlediska větší 

platnost (vyšší koeficienty determinace), navíc tento přístup umožňuje identifikovat vliv 

jednotlivých strukturních motivů na hodnotu půlvlnového potenciálu. 

 

S N

R2

R1

R1 = –CN, –CSNH2
R2 = 3,4 –Cl2, 3,4 –F2, 3,5 –(NO2)2, 3 –Br, 3 –CH3, 3 –Cl, 
        3 –F, 3 – NO2, 4 –Br, 4 –Cl, 4 –F, 4 – NO2, 4 –OCH3  

 

Obr. 4.5 Chemické struktury studovaných derivátů 4-(benzylsulfanyl)pyridinu 
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  Ve své habilitační práci jsem shrnul výsledky mého výzkumu z let 2002 až 

2016 týkající se využití elektroanalytických metod při studiu farmak.  

 V první části práce, věnované průtokové injekční analýze, jsou prezentovány dvě nové 

modifikace FIA pro stanovení fenothiazinů v léčivých přípravcích. Zavedli jsme FIA 

titraci v nevodném prostředí s potenciometrickou detekcí, která umožňuje značné zry-

chlení analýzy za současné eliminace problémů spojených s prací v silně korozivním 

prostředí bezvodé kyseliny octové. Pro FIA spektrofluorimetrické stanovení založené na 

oxidaci fenothiazinu jsme vyvinuli elektrochemickou celu vlastní konstrukce; vyvinuté 

stanovení se vyznačuje rychlostí a nenáročností (nejsou potřeba další reagencie). Obě 

práce se, podle citačních ohlasů, staly podkladem pro další studie v této oblasti. 

 Výsledky prezentované v druhé části habilitační práce přispívají k rozvoji použití 

elektroanalytických metod v predikci metabolického osudu farmak. Pro čtyři skupiny 

potenciálních farmak byly elektrochemickou oxidací připraveny a následně plně identi-

fikovány možné metabolity, při čemž byly navrženy i možné analogie se známými 

biotransformačními reakcemi. Námi publikované práce byly citovány v literatuře zabý-

vající se tímto tématem a plně zapadají do trendu v oblasti elektrochemického 

modelování metabolismu. 

 Konečně ve třetí části práce jsou demonstrovány možnosti využití elektroanaly-

tických dat v QSAR pro čtyři skupiny potenciálních farmak. Za náš největší přínos, jak je 

patrné i z citačního ohlasu, lze bezesporu považovat zavedení nového topologického 

deskriptoru založeného na SMILES. Aplikace tohoto deskriptoru na další (nejen elektro-

analytická) data je směrem, jímž by se měl výzkum na tomto poli dále ubírat. 

 Rád bych svou habilitační prací demonstroval, že elektroanalytická chemie má pro 

řešení analytických problémů v oblasti farmak velký potenciál, a patří ji proto pevné a 

nezastupitelné místo ve výuce a výzkumu na akademických pracovištích. 
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