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1 TEORETICKY UVOD

1.1 CIL PRACE

Cilem predkladané diplomové prace je kvantifikace vztahii mezi strukturou rizné
substituovanych derivati benzoxazinu a retenénim <¢asem téchto derivatd ve
vysokouc¢inné kapalinové chromatografii. Vyznam tohoto vztahu je dan predpokladem,
Ze znalost retenéniho chovani biologicky aktivnich latek lze vyuzit pii predikci jejich
biologické d¢innosti. To je mozZné predev§im diky tomu, Ze hydrofobicita latek je
kliCovou vlastnosti pro pohyb latky mezi biologickymi kompartmenty
(vodnym/lipidovym) — tim je uréeno pravdépodobné misto u¢inku, moZnost kumulace a
zpusob, jakym muzZe organismus latku eliminovat.

Predkladana prace vénuje pozornost nové syntetizovanym derivatim benzoxazinu,
u nichz byl in vitro prokazan antimykobakterialni u¢inek; jedna se tedy o potencidlni
antituberkulotika a antileprotika. V prvni ¢asti prace byl studovan vliv substituentii na
absorp¢ni molekulova spektra derivati v ultrafialové oblasti. Druha ¢ast prace se
zabyva studiem reten¢nich vlastnosti benzoxazini a nalezenim kvalitativnich vztahi

mezi jejich strukturou a hodnotou kapacitniho poméru.

1.2 VLIV SUBSTITUENTU NA FYZIKALNE-CHEMICKE
VLASTNOSTI LATEK

Fyzikalné-chemické vlastnosti chemickych sloucenin jsou jednoznaéné uréeny jejich
strukturou. Rozhodujici podil na tom nese zakladni kostra molekuly, nezanedbatelny
ptispévek k celkovym vlastnostem latky pak pfinaseji nejrizne€jsi substituenty. Zmeénou
jejich polohy ¢i druhu pak lze dosahnout vyznamné zmény ve fyzikalné-chemickém,
potazmo biologickém pusobeni slouceniny. Tento fakt Ize vyuzit pfi studiu vztahti mezi
strukturou a chemickym chovanim latek. K tomuto ucelu byla vyvinuta tzv. QSPR

analyza (angl. Quantitative Structure-Property Relationships)'. Jedna se o statistickou
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metodu zpracovani vétsiho mnoZstvi kvantitativnich experimentalnich dat, ktera
umoziuje vyvinout matematicky model vztahi mezi strukturou a chemickymi
vlastnostmi sloudeniny a ziskané poznatky pak aplikovat v obecnéj$i rovin€. Pomoci
této metody Ize predvidat chemické chovani i u nové syntetizovanych latek.

Zaklad metodé QSPR dal vroce 1935 Louis Plack Hammett, ktery kvantitativné
popsal vliv substituenti na vztah struktury a reak¢nich vlastnosti molekuly. U¢inil tak

rovnici

log k=log k° + po (1.1)

kde k je rovnovazna nebo rychlostni konstantou substituované latky, £° je rovnovazna
nebo rychlostni konstantou nesubstituovaného derivatu, p je empirickd konstanta
charakterizujici danou reakci nebo rovnovdhu a o je empirickh Hammettova
substituentova konstanta, popisujici elektronovy efekt substituentu (kladné hodnoty
prislusi elektrofilnim substituentim, zaporné hodnoty pak substituentiim nukleofilnim).
Hammett tedy zavedl pfimé pouzZivani energetickych konstant ke korelaci chemickych
vlastnosti s elektronovymi efekty substituentii. Jiné typy substituentovych konstant

navrhl Taft, Swain-Lupton a dalsi.

1.2.1 Vliv substituenti na chromatografické

chovani latek

Dilezitym parametrem, jenZ urcuje chemické chovani latek, stejné jako jejich chovani
v biologickém systému, je hydrofobicita, vyjadiena konstantou rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda P a konstantou hydrofobicity n. Jde o experimentalni
konstanty, vyjadiujici kvantitativné lipofilitu latky, resp. substituentu.

Rozd&lovaci koeficient oktanol-voda® je dilezitou veli¢inou pro ptedpovidani
biologické ucinnosti zkoumané latky, nebot’ zhruba kvantifikuje teoretickou prostupnost
latky biologickymi lipofilnimi membranami, podobnymi pfiblizné svou strukturou
oktanolu. Lipofilita je rovnéz toxikologicky vyznamnym faktorem pro predikci mozné
kumulace latky v tukovych tkanich a je taktéZ urcujici pro zplsob eliminace. Ac¢koliv
existuji 1 jiné konstanty, charakterizujici biologickou uéinnost molekul v souvislosti

s hydrofobicitou, je standardné pouZivanou prave rozdélovaci koeficient oktanol-voda.
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Dnes, coby vysledek dlouhodobého vyzkumu a statistickych vypoctd, existuji
matematické postupy, jak teoreticky pomémé spolehlivé odhadnout hodnotu P pouze na
zékladé znalosti molekulové struktury latky®. Rozdg&lovaci koeficient P je definovan
jako pomér rovnovaznych koncentraci latky mezi nevodnou a vodnou fazi. Této
rovnovahy se Ucastni pouze nedisociovand forma molekul; je tedy ziejmé, Ze hodnota
rozdélovaciho koeficientu zavisi na pH prostredi a pifi odhadu jeho hodnoty je nutné
tento faktor zohlednit.

Substituentova konstanta hydrofobicity =, charakterizujici prispévek daného
substituentu k celkové hydrofobicit¢ molekuly, je podobné jako Hammettova o
konstanta substituentovou termodynamickou konstantou, jez je linearné zavisla na

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

7 =log Px — log Py (1.2)

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

Vhodnym néastrojem ke studiu hydrofobnich vlastnosti biologicky aktivnich
organickych latek je predev§im vysokoudinna kapalinova chromatografie. Studiu
problematiky kvantifikace vztahii mezi strukturou a reten¢nimi vlastnostmi sloucenin
(QSRR) se vénoval zejména Kaliszan®. Pomoci HPLC byly nalezeny korelace mezi
retenénimi vlastnostmi slou¢enin a parametry lipofility. Zjistilo se, Ze mezi kapacitnim
pomérem k a rozdélovacim koeficientem oktanol-voda, resp. konstantou hydrofobicity ©

existuje linearni vztah

logP=alogk+b (1.3)
logn=alogk+b (1.4)

kde a je smérnice a b Usek této zavislosti.
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Vyzkum, zaméfeny na hledani vhodné stacionarni faze, zajistujici linedrni zavislost

mezi log k a log P, prozatim ukazal coby nejvhodné;si stacionarni fazi Cg silikagel’.

1.2.2 Vliv substituenti v molekulové absorpcni

spektroskopii v ultrafialové oblasti

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové oblasti se zabyva méfenim a
interpretaci elektronovych spekter molekul latek, absorbujicich elektromagnetické
zafeni v rozsahu vlnovych délek 200-380 nm.

Absorpce zafeni je spojena s pfechodem molekul latky z niZ$i energetické hladiny na
hladinu vyssi. Rozdil mezi témito energetickymi hladinami (excitacni energie) zavisi na
chemické strukture molekuly. Je-li excitacni energie v rozmezi 200 az 600 kJ mol™",
latka maze absorbovat v ultrafialové oblasti spektra. Absorpce zafeni v UV oblasti je
zpusobena prechody vazebnych elektronli v molekule z molekulovych orbitalti o nebo
n, pfipadné nevazebnych elektrond n, do antivazebnych orbitald o* nebo .
U organickych latek, které obsahuji aromatické komponenty, nebo systém dvojnych
vazeb, se setkavame nej€asté]i s intramolekularnim elektronovym pienosem n—n* nebo
n—n*. Pfrechody m—n* jsou charakteristické pro slouceniny s nasobnymi vazbami (napf.
skupina C=C ma Ama pfiblizn€¢ 170 nm, skupina C=0O zhruba 166 nm). U latek
s konjugovanymi dvojnymi vazbami dochéazi k posunu absorpéniho péasu k delsi vlnové
délce a ke zvyseni jeho intenzity. Cim je konjugovany systém delsi, tim vice se
maximum absorpce posouva k delsim vinovym délkam. Tyto pfechody jsou vyznamné
u aromatickych sloucenin. Pokud se v molekule nachazi vét§i pocet kondenzovanych
nenasycenych jader, pak je energie prechodu natolik nizka, az se projevi absorpci
elektromagnetického zéafeni ve viditelné oblasti spektra. Je-li v molekule krome
dvojnych vazeb snimi vkonjugaci 1 atom svolnym elektronovym parem
(napf. N, O, S), pak dochazi i k energeticky méné naro€nému piechodu n—n*. Tyto
latky vykazuji absorpéni maximum pii vysSich vinovych délkach, nez u prechodu n—n*
(napf. Amax(C=0) = 280 nm, Amax(C=N) = 300 nm)°.

Zavislosti mezi chemickou strukturou molekul latky a jejim spektrofotometrickym
chovanim’ se poprvé zabyval zakladatel teorie chemické struktury organickych latek
A. M. Butlerov. Mimo jiné si v§iml skutecnosti, Ze n€které skupiny maji ptimy vliv na

spektrofotometrické  chovani latky, na kterou jsou vazany. Pfitomnost



Teoreticky uvod 10

elektrodonorovych ¢i elektrofilnich substituentd v organickych slouceninach mize
vyvolat nejen posun absorpéniho pasu k vys$§im vinovym délkam (bathochromni efekt)
nebo niz$im vinovym délkam (hypsochromni efekt), ale i sniZzeni (hypochromni efekt)
¢1 naopak zvySeni (hyperchromni efekt) intenzity absorpce. Vliv je podstatny zejména
tehdy, je-li substituent blizko chromoforu a nejvice se projevi, dojde-li ke konjugaci
chromoforu a substituentu.

Mezi elektrodonorové substituenty patfi napf. hydroxyskupina —OH, methyl skupina
—CHj; nebo aminoskupina —NH,, jeZ jsou nositeli snadno pohyblivych elektronti, které
se neucastni vazby s jinymi atomy. Tyto substituenty vyvolavaji predevsim
hypsochromni a hypochromni efekt. Mezi elektrofilni substituenty patfi napf.
nitroskupina —NO,, karbonylova skupina —CO nebo halogenidy —F, —Cl, —Br, které
k sobé pritahuji elektrony. Vysledkem zavedeni téchto substituenti je prevainé

bathochromni a hyperchromni efekt.
1.3 BENZOXAZINY

Benzoxaziny jsou bicyklické heterocyklické organické latky, vznikajici Mannlichovou
kondenzaci fenolu, formaldehydu a aminu. Poprvé je ptipravil W. J. Burke roku 19498,
Struktura samotného benzoxazinu sestdva z oxazinového kruhu s anelovanym
benzenovym jadrem. Existuji dvé zdkladni izomerni formy benzoxazinu:
benzo[e][1,3]oxazin a benzo[d][1,3]oxazin, jejichZ daldi déleni na celkem pét moznych
izomernich struktur odvisi od mozné piitomnosti a polohy dvojné vazby na dusiku na

oxazinovém kruhu (obr. 1.1).
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Obr.1.1 Izomerni formy benzoxazinového kruhu:
(a) 2H-benzo[e][1,3]oxazin, (b) 4H-benzo[e][1,3]oxazin, (¢) 3,4-dihydro-2H-benzo[e][1,3]oxazin,
(d) 4H-benzo[d][1,3]oxazin, (e) 1,4-dihydro-2H-benzo[d][1,3]oxazin.

Pfehled zéakladnich fyzikalné¢ chemickych vlastnosti, moznych zplsobi syntéz a
spektralnich charakteristik nékterych zékladnich izomernich struktur benzoxazinu uvadi
ve své studii Gromachevskaya et al’

Derivaty benzoxazinu jsou v technické praxi vyuzivany k ptipravé polybenzoxazint,
jez nachazeji uplatnéni jako ochranné antikorosivni materialy'®. Dale se uplatiiuji jako
herbicidy'' a regulatory rastu'?. V&t uplatnéni nachdzeji benzoxaziny ve farmacii.

Wagner a Singer'” piipravili vroce 1962 tfi druhy benzoxazinii cyklizac
2-hydroxybenzanilidu (obr. 1.2): 3-fenyl-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dion, 3-fenyl-4-
-thioxo-benzo[e]oxazin-2-on a 3-fenyl-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion. Derivaty

poslednich dvou slou¢enin se zabyva predkladana diplomova prace.



Teoreticky uvod 12
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Obr.1.2 Struktury 3-fenyl-benzoxazint: (a) 3-fenyl-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dion,
(b) 3-fenyl-4-thioxo-benzo[e][ 1,3 ]Joxazin-2-on, (c) 3-fenyl-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion.

1.3.1 Uplatnéni benzoxazinu ve farmacii

Vzhledem k tomu, Ze v posledni dobé opétovné stoupd ohroZeni mykobakteridlnimi
infekcemi (zejména tuberkulézou vlivem rostouci rezistence Mycobacterium
tuberculosis ke konvenénim antituberkulotikim), vénuje farmaceuticky vyzkum
zvySenou pozornost latkdm potencidlné vhodnym k potlaceni téchto infekci. Dosavadni
studie v této oblasti ukazaly, Ze n€které derivaty benzoxazinu vykazuji velmi slibné
vysledky coby antimykobakteridlni ¢inidla. Waisser et al. zkoumali v tomto ohledu
(soubéZné s riznymi derivaty pyridinu”, chinazolinu®® a ptibuznych latek'®) nejprve
razné substituované 3-aryl-benzo[e][1,3]Joxazin-2,4-diony. U mnohych z nich zjistili
vyznamné u€inky vedouci k potlaceni ruastu mykobakteriil7 — latky vykazaly
bakteriostaticky efekt na kmeny Mycobacterium tuberculosis zplsobujici tuberkulozu, a
Mycobacterium avium a Mycobacterium kansasii, jenz jsou puvodci nekterych
oportunnich infekci zejména u déti, starsich lidi a jedinct s imunitnim deficitem'® (napt.
HIV pozitivni pacienti). Poté, co autofi nasledné nahradili jednu nebo obé oxoskupiny

atomy siry, pozorovali vyznamné zvySeni antimykobakteridlniho u€inku vaci vySe
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popsanym kmentm'®. Autofi se chemickému a mikrobiologickému testovani 3-fenyl-4-
-thioxo-benzo[e]{1,3]Joxazin-2-oni a 3-fenyl-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithiont dale
vénovali a zpracovali mimo jiné fadu QSAR studii, zabyvajicich se teoretickou predikci
antimykobakteridlnich G¢inkl a chovéani dvou zminénych skupin riizné substituovanych
derivatdl benzoxazinu v biologickém systému®’. Stejné skupiné latek se ve své studii
vénovali i Gallegos et al*'.

Dal3i prace, zabyvajici se benzoxaziny, poukazaly téZ na jejich bakteriostatické'

imunomodulagni®, neuroprotektivni®® a dalsi’ u¢inky.
1.3.2 Studované derivaty benzoxazinu

Predkladana prace studuje retencni chovani ctyficeti noveé syntetizovanych derivati,
z nichZ 24 patii do skupiny benzoxazindithioni a 16 do skupiny thioxobenzoxazinont.
Derivaty se tedy od sebe navzdjem li§i heteroatomem v poloze 2 (kyslik nebo sira) a
polohou a druhem substituentu na anelovaném benzenovém jadie a na fenylu v poloze
3. Piehled studovanych derivati pfinasi tabulka 1.1. Reakéni schéma pripravy téchto
derivati je uvedeno na obr. 1.3.

Dosavadni studie se témto derivatim vénovaly zejména z hlediska elektrochemie®*.
Nesmérak et al.? popsali vliv substituenti na palvlnové potencialy stejnych derivata,
jimiZ se zabyva tato studie. Autofi dale zkoumali proces jejich elektrochemické oxidace
coby model mozné biotransformace zkoumanych sloucenin. Chromatografickému
chovani benzoxazini se ve své diplomové praci vénovala Horka®® a v bakalafské praci

7. aviak pouze v tenkovrstvém uspofadani. Cilem predkladané diplomové

Baborova®
prace je tedy zejména doplnéni spektra poznatki, které by vedly k dalSimu
potencialnimu vyuziti studovanych derivati benzoxazinu coby antimykobakterialnich

agens.
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Tab. 1.1 Prehled struktur studovanych derivati benzoxazinu.

Ry

A N
| Ry
>

derivat X R, R, derivat X R, R;
1 O 7-OCH, 21 S 7-OCH; 4-Cl
2 O 7-OCH; 4-F 22 S 7-OCH; 3-F
3 O 7-OCH; 4 -Br 23 S 7-OCH; 3-Cl
4 O 7-OCH; 3-F 24 S 7-OCH; 4 —CF,
5 O 7-OCH; 3-Cl 25 S 7-OCH; 3 4-Cl
6 O 7-CH; 4-CH; 26 S 7-CH; 4-CH,
7 O 6-CH; 4-CH, 27 S 6-CH; 4-CH;
8 o) 4 -Br 28 S 4-Br
9 O 6-OCH; 4 -CH; 29 S 6-OCH; 4 —CH;,
10 O 6-OCH; 4-F 30 S 6-OCH,;
11 O 6-OCH; 4-Br 31 S 6-OCH; 4-F
12 O 6-OCH; 4-Cl 32 S 6-OCH; 4 -Br
13 O 6-OCH; 3-F 33 S 6-OCH; 4 —Cl
14 O 6-OCH; 4 -CN 34 S 6-OCH; 3-F
15 0 6-Cl 35 S 6-OCH; 3-Cl
16 0O 6-Cl 3-Cl 36 S 6-OCH; 4 —CF,
17 S 7-OCH; 4 -CH, 37 S 6-OCH; 3,4 Cl,
18 S 7-OCH,; 38 S 6-OCH; 4 -CN
19 S 7-OCH; 4-F 39 S 6-Cl
20 S 7-OCH; 4-Br 40 S 6-Cl 3-Cl

14
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2 EXPERIMENTALNI| CAST

2.1 STUDOVANE LATKY

Studované derivaty benzoxazinu byly syntetizova’tny]9 na Katedfe anorganické a
organické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. TotoZnost a Cistota byly
stanoveny elementarni analyzou, méfenim bodu tani a nuklearni magnetickou resonanci.

Piehled studovanych latek je podan v tab. 1.1.
2.2 POUZITE CHEMIKALIE

Jako prostredi pro spektrofotometrickd 1 chromatografickd méteni byl pouzit acetonitril
¢istoty pro HPLC (Chromasolv, Riedel de Haén) s obsahem vody niZSim nez
0,02 0bj.%. Ke stanoveni mrtvého retencniho ¢asu byla pouZita thiomocovina, p. a.
(Sigma Aldrich). Byla pouzivana deionizovand voda pfipravena na Milli-Q Water

Purification System (Millipore,USA).
2.3 POUZITE METODY MERENI A ZPRACOVANI DAT
2.3.1 Molekulova absorp¢ni spektrometrie v UV oblasti

Spektra studovanych derivati v UV oblasti byla méfena na spektrofotometru HP 8453
(Hewlett Packard) s diodovym polem. Pro eliminaci chyb méfeni byly nejprve
pfipraveny zasobni roztoky studovanych derivati o koncentraci 1-10° mol dm™
v acetonitrilu. Z nich byly ke spektrofotometrickému méfeni fedénim acetonitrilem
piipraveny roztoky o vysledné koncentraci 1-10” mol dm™, které byly
spektrofotometrovany v kiemenné kyveté o mérné tloustce 1 cm v rozsahu vinovych

délek 220400 nm.



Experimentalni ¢ast 17

2.3.2 Kapalinovda chromatografie

K méfeni retencnich ¢asu fr derivatd benzoxazinu byl pouzit vysokoucinny kapalinovy
chromatograf HP 1090 L (Hewlett Packard), kolona RxC-18 ZORBAX délky 150 mm
o pruméru 4,6 mm, o velikosti zrn modifikovaného silikagelu 5 pm. Pratok mobilni faze
byl nastaven na 0,8 mlmin™'. K injektaZi byl pouzit ventil Rheodyne s nastfikovou
smyckou o objemu 10 pl. Detekce byla spektrofotometricka pii 340 nm; tato hodnota
byla uréena coby univerzalné pouZitelnd po pfedchozim zméfeni ultrafialovych spekter
studovanych vzorki (druhé absopréni maximum studovanych latek).

Mobilni fazi byla smés acetonitrilu a vody v poméru postupné 9:1, 8:2 a nakonec 7:3.
Stanoveni mrtvého retenéniho €asu ty bylo provedeno nastiikem roztoku thiomoc€oviny
(¢ = 1107 mol dm™). Ziskané chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci programu
CSW 32 (DataApex, CR).

Kapacitni pomér k byl vypocitan ze vztahu

f="r " @.1)

kde g je je retencni €as daného derivatu (s) a fy je mrtvy retenéni ¢as thiomocoviny (s).
2.4 QSPR, REGRESNI A STATISTICKE VYPOCTY

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

Substituentové konstanty hydrofobicity m konstanty byly prevzaty z tabulek
Hansche, Lea a Hoekmana®®. U latek s vice substituenty v molekule byly substituentové
konstanty ziskany soudtem substituentovych konstant jednotlivych substituenti®.

QSPR vypocty byly provedeny v programu QSAR-PC:PAR (Biosoft, UK).
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Naméfend data byla zpracovana béZnymi statistickymi postupy30’3 ' Vysledky
spektrofotometrického a chromatografického meéfeni jsou mediany znejméné tii
meéteni. Linedrni zavislosti dvou proménnych byly zpracovany metodou linearni regrese
s vyhodnocenim pfislusnych odchylek a korela¢nich koeficientt. Vypoéty byly
realizovany pomoci softwarovych programi Microcal Origin 6.0 (Microcal Software,

USA) a Microsoft Excel 97 (Microsoft Corporation, USA).
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 STUDIUM VLIVU SUBSTITUENTU NA MOLEKULOVA
ABSORPCNI SPEKTRA DERIVATU BENZOXAZINU
V ULTRAFIALOVE OBLASTI

Byla zmétena UV spektra studovanych derivati benzoxazinu, a vyhodnocena piislusna
absorp¢ni maxima (tab. 3.1).

Bylo zjisténo, Ze vSechny derivaty vykazuji v oblasti 200400 nm dvé hlavni
absorpéni maxima pti vinovych délkach pfiblizné 275 nm a 340 nm. Prvni
z absorpénich maxim, pfi 275 nm, lze podle porovnani s literarnimu tdaji*? ztotoZnit
s m—n* ptechodem konjugovaného systému tvoreného aromatickym kruhem a
heterocyklem.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze se v molekule vyskytuji tii strukturni obmény
(heteroatom v poloze 2, substituent na benzoxazinovém jadie a substituent na fenylu
vazaném na dusiku v poloze 3), které mohou mit vzajemné protismérné pusobeni, bylo
mozné vliv substituentll charakterizovat pouze kvalitativné.

Zameéna kyslikového heteroatomu v poloze 2 za siru vede ke zvySeni absorbance
obou hlavnich absorp¢nich maxim (hyperchromni efekt), zaroven se ve spektru objevuje
nové maximum pfi ptiblizn€ 300 nm (obr. 3.1).

Substituce  elektrofilnim  substituentem na fenylu vdzaném na dusiku
benzoxazinového kruhu vede ke zvySeni absorbance obou absorpénich maxim
(hyperchromni efekt; obr. 3.2). Bathochromni efekt, charakteristicky pro tento druh
substituenti, nebyl u studovanych derivati benzoxazinu pozorovan.

Vliv substituce na benzenovém jadfe benzoxazinového kruhu bylo mozZné
kvalitativné charakterizovat pouze pro methoxyskupinu, jejiz pfitomnost vede ke

zjemnéni struktury druhého absorpéniho maxima pti 340 nm (obr. 3.3).
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Tab. 3.1 Struktury a vinové délky hlavnich absorp&nich maxim studovanych derivatl benzoxazinu

7 °\l/
R | -
| R,
F

Eé X R, R, Amaxi Amaxa ‘g X R, R, Mmaxt Amax2
8 nm  nm 3 nm  nm

1 O 7-0OCH; 282 341 21 S 7-OCH; 4-CI 259 350
2 O 7-OCH; 4-F 281 342 22 S 7-OCH; 3-F 267 350
3 O 7-OCH; 4-Br 281 342 23 S 7-OCH; 3-ClI 267 351
4 O 7-OCH; 3-F 280 340 24 S 7-OCH; 4-CF; 268 351
5 O 7-0OCH; 3-Cl 281 342 25 S 7-OCH; 3,4-Cl, 265 351
6 O 7-CH; 4-CH; 272 332 26 S 7-CH; 4-CH; 272 332
7 O 6-CH; 4-CH; 268 338 27 S 6-CH; 4-CH; 277 333
8 O 4-Br 266 328 28 S 4-Br 272 329
9 O 6-OCH; 4-CH; 271 364 29 S 6-OCH; 4-CH; 285 331
10 O 6-OCH; 4-F 270 313 30 S 6-0OCH; 287 331
11 O 6-OCH; 4-Br 270 313 31 S 6-OCH; 4-F 287 331
12 O 6-0OCH; 4-ClI 270 315 32 S 6-OCH; 4-Br 287 330
13 O 6-OCH; 3-F 271 314 33 S 6-OCH; 4-Cl 287 331
14 O 6-OCH; 4-CN 273 327 34 S 6-OCH; 3-F 287 329
15 O 6-Cl 265 339 35 S 6-OCH; 3-CI 287 330
16 O 6-Cl 3-Cl 266 339 36 S 6-OCH; 4-CF, 288 330
17 S 7-OCH; 4-CH; 265 339 37 S 6-OCH; 3,4-Cl, 288 327
18 S 7-OCH; 265 348 38 S 6-OCH; 4-CN 289 330
19 S 7-OCH; 4-F 267 350 39 S 6-Cl 276 333
20 S 7-OCH; 4-Br 259 349 40 S 6 —Cl 3 -Cl 276 331

20
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Obr. 3.1 Vliv druhu heteroatomu v poloze 2 na UV absorpéni spektra studovanych derivatl benzoxazinu
(c=1-10" mol dm™, /= 1 cm): (a) 7-methoxy-3-fenyl-4-thioxo-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2-on (derivat 1),
plnd ¢&ara;  7-methoxy-3-fenyl-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion (derivat 18), pferuSovand &ara;
(b) 3-(4-bromfenyl)-4-thioxo-1,3-benzo[e]{1,3]Joxazin-2-on (derivat 8), plna ¢ara;  3-(4-bromfenyl)-1,3-

-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion (derivat 28), pferu§ovana ¢ara.
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Obr. 3.2 Vliv substituce na fenylu vdzaném na benzoxazinovy kruh v poloze 3 na UV absorp¢ni spektra
studovanych derivati benzoxazinu (¢ = 110 mol dm™, /=1 cm): (a) 7-methoxy-3-fenyl-4-thioxo-1,3-
-benzo[e][1,3]oxazin-2-on  (derivat 1), plnd <&ara;  7-methoxy-3-(3’-fluorfenyl)-4-thioxo-1,3-
-benzo[e][1,3]oxazin-2-on (derivat 4), pferudovand &ara; (b) 3-fenyl-6-methoxy-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-
-2,4-dithion (derivat 30), plna c¢éara; 3-(3’-fluorfenyl)-6-methoxy-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion

(derivat 34), pferuovana ¢ara;
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Obr. 3.3 Vliv substituce na benzoxazinovém jadite na UV absorpéni spektra studovanych derivatd
benzoxazinu (¢ = 110° mol dm>, / = 1 cm): (a) 3-(4-bromfenyl)-6-methoxy-4-thioxo-1,3-
-benzo[e][1,3]oxazin-2-on (derivat 11), plnd &ara; 3-(4-bromfenyl)-4-thioxo-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2-
-on (derivat 8), prerufovana &ara; (b) 7-methoxy-3-(3 -chlorfenyl)-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion
(derivat 23), plna cara; 6-chlor-3-(3 -chlorfenyl)-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithion (derivat 40),

pferusovana ¢ara.
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3.2 STUDIUM VLIVU SUBSTITUENTU NA RETENCNi CHOVANI
DERIVATU BENZOXAZINU
3.2.1 Namérena data

Vliv substituentd na reten¢ni Casy derivatli 4benzoxazinu byl studovan metodou HPLC
chromatografie na reverzni fazi C-18. Jako mobilni fize byla pouZita smés
acetonitril-voda s proménlivym sloZenim acetonitrilu (w(CH3;CN) = 0,90; 0,80 a 0,70).
Byly naméfeny retencni Casy studovanych derivatd a vypocitany prislusné kapacitni
pomery (tab. 3.2).

Bylo zjisténo, Ze s klesajicim obsahem acetonitrilu v mobilni fazi dochazi ke
zvySovani retencniho cCasu studovanych derivati, jak je pro vybrané derivaty
znazornéno na obr. 3.4 a obr. 3.5.

Zameéna kyslikového heteroatomu v poloze 2 za siru vede ke zvyseni retenéniho ¢asu
stejné substituovaného derivatu, jak plyne z tab. 3.2 a je pro vybrané dvojice derivati
znazornéno na obr. 3.6 a obr. 3.7.

Reten¢ni ¢as derivatli benzoxazinu je ovliviiovan i substituenty na fenylu vazaném na
dusiku benzoxazinového kruhu a na benzenovém jadfe benzoxazinového kruhu.
Piiklady zmén reten¢nich €asii pro rlizn€ substituované derivaty jsou uvedeny na obr.
3.8 a obr. 3.9 (zména substituce na fenylu), na obr. 3.10 a na obr. 3.11 (zména

substituce na benzenovém jadie benzoxazinového kruhu).
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Tab. 3.2 Struktury, indikatorové konstanty (definovany jako / = 1 pro X = O a /= 0 pro X = §),
hydrofobni substituentové konstanty, logaritmy rozd&lovaciho koeficientu oktanol-voda, reten¢ni ¢asy a
kapacitni poméry studovanych derivétl benzoxazinu pfi HPLC na koloné¢ Rx C-18 ZORBAX (150 x 4,6
mm), mobilni faze acetonitril-voda (¢ = 1-10®* mol dm?®, F, = 0,8 cm’min’, A = 340 nm,

ty (W(CH5CN) = 0,90) = 101 s, ty (W(CH;CN) = 0,80) = 95 s, 3 (W(CH;CN) = 0,70) = 90 s, nasttik 10 pl)

WCH:CN) =090  w(CH,CN) = 0,80 w(CH,CN) = 0.70

fg X R R, I 1y Tmre log

° IR, S k IR, S k Iy, S k

1 O 7-0OCH; 1 0,02 0,00 2,55 116 0,15 144 0,52 199 1,22
2 O 7-OCH; 4-F 1 -0,02 0,31 2,70 115 0,14 146 0,54 210 1,33
3 O 7-OCH; 4-Br 1 0,02 0,86 344 127 0,26 175 0,85 289 221
4 O 7-OCH; 3-F 1 -0,02 0,31 2,81 115 0,14 146 0,54 237 1,64
5 O 7-OCH; 3-Cl 1 0,02 0,71 3,33 123 0,22 165 0,75 263 1,93
6 O 7-CH; 4-CH; |1 0,56 0,56 347 122 0,21 156 0,64 284 2,16
7 O 6-CH; 4-CH; |1 0,56 0,56 3,36 132 0,31 179 0,89 291 2,23
8 O 4 -Br 1 0,00 0,86 3,38 127 0,26 169 0,78 265 1,94
9 O 6-OCH; 4-CH; 1 -0,02 0,00 2,88 122 0,21 160 0,69 246 1,73
10 O 6-OCH; 4-F 1 -0,02 0,31 2,60 114 0,13 144 0,52 211 1,35
11 O 6-OCH; 4-Br 1 -0,02 0,8 3,33 127 0,26 174 0,84 288 2,20
12 O 6-OCH; 4-Cl 1 -0,02 0,71 3,17 124 0,23 168 0,78 271 2,01
13 O 6-OCH; 3-F 1 -0,02 0,31 2,70 115 0,14 145 0,53 213 1,37
14 O 6 -OCH; 4-CN 1 0,02 -0,57 2736 95 -0,06 129 0,36 175 0,95
150 6-Cl 1 0,71 0,00 3,22 130 0,29 177 0,87 275 2,05
16 O 6-Cl 3-Cl 1 0,71 0,71 4,00 144 0,43 216 1,29 385 3,28

Tabulka 3.2 pokracuje na ndsledujici strané.
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Pokracovani tabulky 3.2 z pFedchozi strany.

26

- o X
N e
AN N AN
S } _Z Re

E’ X R, R, - e log W(CH,CNY=0,90  w(CH;CN)=0,80 w(CH-CN)=0,70
S IR, S k Ik, S k R, S k

17 S 7-OCH; 4-CH; 0 -0,02 0,56 333 144 0,42 220 1,32 383 3,25
18 S 7-OCH; 0 -0,02 0,00 2,89 133 0,32 185 0,95 302 2,35
19 S 7-OCH; 4-F 0 -0,02 031 3,04 135 0,33 190 1,01 323 2,59
20 S 7-OCH; 4-Br 0 -0,02 0,86 3,78 155 0,54 248 1,62 479 433
21 S 7-OCH; 4-CI 0 -0,02 0,71 3,62 152 0,50 236 1,50 445 395
22 S 7-OCH; 3-F 0 -0,02 031 3,15 132 0,31 188 0,99 327 2,64
23 S 7-OCH, 3-CI 0 -0,02 0,71 3,67 148 047 227 1,40 419 3,66
24 S 7-OCH; 4-CF; 0 -0,02 1,49 4,05 143 0,42 229 142 459 4,10
25 S 7-OCH; 3,4-Cl, 0 -0,02 142 4732 180 0,79 316 234 663 6,37
26 S 7-CH; 4-CH; 0 056 056 3,81 155 0,54 248 1,62 456 4,07
27 S 6-CH; 4-CH; 0 056 05 3,70 155 0,54 246 1,60 462 4,13
28 S 4-Br 0 000 086 3,72 154 0,52 235 1,48 434 382
29 S 6-OCH; 4-CH; 0 -0,02 0,56 322 144 043 216 1,28 382 3,24
30 S 6-OCH; 0 -0,02 0,00 279 133 0,32 184 0,95 301 2,34
31 S 6-OCH; 4-F 0 -0,02 031 294 132 0,31 188 0,98 322 2,58
32 S 6-OCH; 4-Br 0 -002 0,8 3,67 157 0,55 251 1,65 485 4,39
33 S 6-OCH; 4-CI 0 -0,02 0,71 3,51 151 0,50 238 1,52 447 397
34 S 6-OCH; 3-F 0 -0,02 031 3,04 133 0,31 190 1,00 322 2,58
33 S 6-OCH; 3-CI 0 -0,02 0,71 357 148 0,47 228 141 423 3,70
36 S 6-OCH; 4-CF;, 0 -0,02 149 395 124 0,23 227 1,40 452 4,02
37 S 6-OCH; 3,4-Cl, 0 -0,02 1,42 4,21 181 0,79 321 2,39 670 6,44
38 S 6-OCH; 4-CN 0 -0,02 -0,57 2770 118 0,17 154 0,63 241 1,67
39S 6-Cl 0 071 0,00 3,56 156 0,54 242 1,55 448 398
40 S 6-Cl 3-CI 0 0,71 071 4,34 179 0,77 312 230 640 6,11
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Obr. 34 Vliv sloZzeni mobilni faze na retenéni <&as 3-(4-fluorofenyl)-6-methoxy-4-thioxo-
-benzo[e][1,3]oxazin-2-onu (derivat 10) pti HPLC na kolon& RxC-18 ZORBAX (150 x 4,6 mm). SloZeni
mobilni faze acetonitril-voda: (1) w(CH;CN) = 0,90, (2) w(CH;CN) = 0,80, (3) w(CH;CN) = 0,70.
(¢ = 1-10"* mol dm”, F,, = 0,8 cm’min™', 1 = 340 nm, fy (W(CH;CN) = 0,90) = 101 s, ty (W(CH;CN) =
=0,80) =95 s, t (W(CH;CN) = 0,70) = 90 s, néstiik 10 pl).

0 ¥

Signal, mV

80 |- B

60 - -

N

40+ 4

2°;AALJ L

Obr. 3.5 Vliv sloZeni mobilni faze na retenéni &as 3-(3,4-dichlorofenyl)-6-methoxy-benzo[e][1,3]oxazin-
-2,4-dithionu (derivat 37) pti HPLC na koloné RxC-18 ZORBAX (150 x 4,6 mm). SloZeni mobilni faze
acetonitril-voda: (1) w(CH;CN) = 0,90, (2) w(CH;CN) = 0,80, (3) w(CH;CN) = 0,70.(c = 1-10™* mol dm™,
Fn = 0,8 cm’min™, 1 = 340 nm, fy (wW(CH;CN) = 0,90) = 101 s, #y (W(CH;CN) = 0,80) = 95 s,
tm (W(CH;CN) = 0,70) = 90 s, nastiik 10 pl).
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Obr. 3.6 Vliv druhu heteroatomu v poloze 2 na retenc¢ni ¢as (1) 7-methoxy-3-fenyl-4-thioxo-
benzo[e][1,3]oxazin-2-onu (derivat 1), (2) 7-methoxy-3-fenyl-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (derivat
18) pfi HPLC na kolon¢ RxC-18 ZORBAX (150 x 4,6 mm), mobilni faze acetonitril-voda
w(CH;CN) = 0,70 (¢ = 1-10™* mol dm™, F,, = 0,8 cm’min™', 1 =340 nm, 1, = 90 s, nastiik 10 pl).
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Obr. 3.7 Vliv druhu heteroatomu v poloze 2 na retentni &as (1) 3-(4-bromfenyl)-4-thioxo-
benzo[e][1,3]Joxazin-2-onu (derivat 8) a (2) 3-(4-bromfenyl)-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (derivat
28) pii HPLC na koloné¢ RxC-18 ZORBAX (150 x 4,6 mm), mobiini faze acetonitril-voda
w(CH;CN) = 0,70 (¢ = 1-10™* mol dm”, F,, = 0,8 cm’min™', =340 nm, 1= 90 s, nastfik 10 ul).
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Obr. 3.8 Vliv substituentu na fenylu vdzaném na benzoxazinovy kruh v poloze 3 na retenéni &as
(1) 7-methoxy-3-fenyl-4-thioxo-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2-onu  (derivat 1) a (2) 7-methoxy-
-3-(3"-fluorfenyl)-4-thioxo-1,3-benzofe][1,3]-oxazin-2-onu (derivat 4) pii HPLC na koloné¢ RxC-18
ZORBAX (150 x 4,6 mm), mobilni faze acetonitril-voda w(CH;CN) = 0,70 (¢ = 1-10™ mol dm>,
F,,=0,8 cm’min™', A =340 nm, 1y =90 s, nastiik 10 ul).
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Obr. 3.9 Vliv substituentu na fenylu vdzaném na benzoxazinovy kruh v poloze 3 na retentni Cas
(1) 3-fenyl-6-methoxy-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (derivat 30) a (2) 3-(3’-fluorfenyl)-6-meth-
oxy-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (derivat 34) pii HPLC na koloné RxC-18 ZORBAX
(150 x 4,6 mm), mobilni faze acetonitril-voda w(CH;CN) = 0,70 (¢ = 110 mol dm™, F,, = 0,8 cm’min "',
A =340 nm, ty= 90 s, nastiik 10 pl).
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Obr. 3.10 Vliv substituentu na na benzoxazinovém jadie na reten¢ni ¢as (1) 3-(4-bromfenyl)-4-thioxo-
-1,3-benzo[e][1,3]oxazin-2-onu  (derivdt 8) a (2) 3-(4-bromfenyl)-6-methoxy-4-thioxo-1,3-
-benzo[e][1,3]oxazin-2-onu (derivat 11) pii HPLC na kolon&¢ RxC-18 ZORBAX (150 x 4,6 mm), mobilni
faze acetonitril-voda w(CH;CN) = 0,70 (c = 1-10™* mol dm”, F,, = 0,8 cm’min”', 4 =340 nm, tyy= 90 s,
nastiik 10 pl).
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Obr. 3.11 Vliv substituentu na na benzoxazinovém jadfe na retenéni ¢as (1) 7-methoxy-3-(3 -chlorfenyl)-
-1,3-benzo(e][1,3]oxazin-2,4-dithionu  (derivat 23) a (2) 6-chlor-3-(3'-chlorfenyl)-1,3-benzofe]-
[1,3]oxazin-2,4-dithionu (derivat 40) pii HPLC na kolon&¢ RxC-18 ZORBAX (150 x 4,6 mm), mobilni
faze acetonitril-voda w(CH;CN) = 0,70 (¢ = 1:107* mol dm™, F,, = 0,8 cm’min™", A = 340 nm, #y, = 90 s,
nastiik 10 pl).
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3.2.2 QSRR analyza naméfenych dat

Vliv struktury na chromatografické chovani studovanych derivati benzoxazinu byl
kvantifikovan korelaci kapacitniho poméru s hydrofobnimi substituentovymi =

konstantami nebo hodnotou logaritmu rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda.

3.2.2.1 Korelace kapacitniho poméru s hydrofobnimi

substituentovymi n konstantami

Vzhledem k malému poctu druhu substituentll v poloze R; je mozné graficky znazornit
zavislost kapacitniho poméru pouze na hodnoté hydrofobni n substituentové konstanty
pro substituenty v poloze R, (obr. 3.12). Z obrazku je patrné, Ze hodnota kapacitniho

poméru zavisi rovné€z na druhu heteroatomu v poloze 2.

-1.0 -0,5 0,0 0.5 1.0 1.5 2,0
R2

Obr. 3.12 Zavislost kapacitniho pomé&ru studovanych derivatti benzoxazinu na hodnoté hydrofobni =
substituentové konstanty substituentu v poloze R, pfi HPLC na kolon& RxC-18 ZORBAX (150%4,6 mm),
mobilni faze acetonitril-voda (w(CH;CN) = 0,7) pro derivaty 4-thioxo-benzo[e][1,3]oxazin-2-onu (o) a
derivaty benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu () (¢ = 110 mol dm™, F,, = 0,8 cm’min™', 1 = 340 nm,
=90 s, nastiik 10 pl).
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Tab. 3.3 Vypotitané korelagni rovnice typu & = a mg; + b Mgy + ¢ [ + d pro studované derivaty

benzoxazinu

rovnice w(CH;CN) X a b c d r F Fiic
3.1) 0,9 O 0203 0,173 = 0,108 0,889 24,40 6,70
(3.2) 0,9 S 0,319 0,196 -~ 0,312 0,720 11,28 5,78
(3.3) 0,9 0,S 0262 0,186 -0230 0,324 0,870 37,22 4,31
34 0,8 O 0434 0314 -1 0,521 0,839 1540 6,70
(3.5) 0,8 S 0,855 0,678 = 0,933 0,847 26,56 5,78
(3.6) 0,8 O0,S 0,626 0,558 -0,633 1,028 0,905 54,34 4,31
3.7 0,7 0) 1,146 0,871 = 1,330 0,903 28,70 6,70
(3.8) 0,7 S 2,180 1,981 = 2,339 0,868 32,70 5,78
(3.9) 0,7 O0,S 1,601 1,623 -1,654 2,612 0914 61,00 4,31

— konstanta nezafazena do korela¢ni rovnice

Pomoci programu QSAR-PC:PAR byly vypocitany ptislusné korela¢ni rovnice, které
jsou spolu s odpovidajicimi statistickymi parametry zachyceny v tab. 3.3. Do
korelacnich rovnic byly zahrnuty hydrofobni substituentové n konstanty substituentu na
benzoxazinovém jadfe a na fenylu vazaném v poloze 3 a indikatorova konstanta
I popisyjici druh heteroatomu v poloze 2 (definovana jako /=1 pro X = O a /=0 pro
X=79).

Z porovnani hodnot regresnich koeficientl a a b je patrné, ze vétsi vliv na hodnotu
kapacitniho poméru ma substituent vazany na benzenovém jadfe benzoxazinového
kruhu. Z hodnot F-testu a korela¢nich koeficienti plyne, Ze vSechny vypocitané
korelani rovnice jsou statisticky platné. Vzhledem k vysoké hodnoté korelaéniho
bezenovém jadie a fenylu tak vliv druhu heteroatomu v poloze 2, tedy rovnice (3.3),
(3.6) a (3.9). Na obr. 3.13 jsou uvedeny korelace mezi experimentalnimi hodnotami
kapacitnich pomérd a hodnotami vypo¢itanymi z ptislusnych korela¢nich rovnic (3.3),
(3.6) a (3.9). V obr. 3.13 jsou zaroveni vyznafeny derivaty 14, 24, 25, 36 a 37,

s extrémnimi hodnotami hydrofobni substituentové mgr, konstanty.



Vysledky a diskuse 33

kVYP

kexp

K

. © ]

kelp

Obr. 3.13 Korelace mezi namétenymi hodnotami kapacitniho poméru studovanych derivati benzoxazinu
a hodnotami kapacitnich poméri vypogitanych (a) z rovnice (3.3), (b) z rovnice (3.6) a (c) z rovnice (3.9)
(derivaty s extrémnimi hodnotami mg, jsou oznaleny ¢&isly, pteruSované linie vyznaduji interval

spolehlivosti na hladiné 99%).
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3.2.2.2 Korelace kapacitniho poméru s rozdélovacim koeficientem

oktanol-voda

Vzhledem k d&astému vyuziti hodnot rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda pro
analyzu vztahti mezi strukturou a biologickymi u¢inky latek byla hledana korelace
mezi naméfenymi hodnotami kapacitniho pomeéru a hodnotami rozdélovaciho
koeficientu oktanol-voda. Na obr. 3.14 je znazornéna zévislost kapacitniho poméru na
hodnoté logaritmu rozdé€lovaciho koeficientu oktanol-voda pro sloZeni mobilni faze
w(CH3CN) = 0,7. Z obrazku je opét patrné, Ze hodnota kapacitniho poméru zavisi

rovnéZ na druhu heteroatomu v poloze 2.
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Obr. 3.14 Zavislost kapacitniho pomeéru studovanych derivati benzoxazinu na hodnoté logaritmu
rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda pf¥i HPLC na kolon& RxC-18 ZORBAX (150%x4,6 mm), mobilni
faze acetonitril-voda (w(CH;CN) = 0,7) pro derivaty 4-thioxo-benzo[e][1,3]oxazin-2-onu (o) a derivaty
benzo[e][1,3]oxazin-2,4-dithionu (e) (¢ = 1-10™* mol dm™, F,, = 0,8 cm®min', A = 340 nm, fy = 90 s,

nastiik 10 ul).
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Tab. 3.4 Vypocitané korelaéni rovnice typu k = e log P + f 1 + g pro studované derivaty benzoxazinu

rovnice ~ w(CH;CN) X e f g r F Fiaie
3.10) 0,9 O 0,218 - -0,464 0,897 57,55 8,86
3.11) 0,9 S 0,277 -~ -0,514 0,803 39,81 7,95
(3.12) 0,9 O0,S 0245 -0,139 -0,402 0,900 78,44 5,18
(3.13) 0,8 0] 0,460 - -0,707 0,913 70,05 8,86
(3.14) 0,8 S 0,861 - -1,604 0917 116,3 7,95
3.15) 0,8 Oo,S 0,718 -0,400 -1,101 0,942 146,84 5,18
(3.16) 0,7 0] 1,123 - -1,928 0,967 200,06 8,86
3.17) 0,7 S 2,441 -1 -4.842 0,939 165,28 7,95
(3.18) 0,7 0,S 2,008 -1,022 -3315 0,951 174,72 5,18

—" konstanta nezatazena do korela&ni rovnice

Pomoci programu QSAR-PC:PAR byly vypocitany pfislusné korela¢ni rovnice, které
jsou spolu s odpovidajicimi statistickymi parametry zachyceny v tab. 3.4. Do
korela¢nich rovnic byly zahrnuty hodnoty logaritmu rozdélovaciho koeficientu oktanol-
-voda a indikatorova konstanta / popisujici druh heteroatomu v poloze 2 (definovana
jako I=1pro X=0al=0pro X=NS).

Z vypocitanych hodnot regresniho koeficientu e plyne, Ze benzoxazindithiony maji
vyssi hodnoty kapacitnich pomérd neZ odpovidajici stejné substituované
thioxobenzoxazinony. Z hodnot F-testu a korelacnich koeficientd plyne, Ze vSechny
vypocitané korelacni rovnice jsou statisticky platné. Vzhledem k vysoké hodnoté
korelaéniho koeficientu se jako nejvyhodnéjsi jevi rovnice zahrnujici jak vliv
substituenti na bezenovém jadie a fenylu tak vliv druhu heteroatomu v poloze 2, tedy
rovnice (3.12), (3.15) a (3.18). Na obr. 3.15 jsou uvedeny korelace mezi
experimentdlnimi hodnotami kapacitnich poméri a hodnotami vypocitanymi
z ptislusnych korela¢nich rovnic (3.12), (3.15) a (3.18); v obrazku jsou zaroven

vyznaceny derivaty 14, 24, 25, 36 a 37, s objemnymi substituenty na fenylu.
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Obr. 3.15 Korelace mezi naméFenymi hodnotami kapacitniho poméru studovanych derivati benzoxazinu

a hodnotami kapacitnich pomé&rl vypocitanych (a) z rovnice (3.12), (b) z rovnice (3.15) a (¢) z rovnice

(3.18) (derivaty s extrémnimi hodnotami log P jsou oznageny &isly, preruiované linie vyznaduji interval

spolehlivosti na hlading 99%).
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Predkladand diplomova prace se zaméfila na studium molekulovych absorpénich
spekter v UV oblasti a chromatografického chovani ¢tyficeti nové syntetizovanych
derivatli benzoxazinu, patficich mezi potencidlni antituberkulotika.

V prvni ¢asti prace byla naméfena molekulova absorpéni spektra studovanych
derivatl. Bylo zjisténo, Ze vSechny derivaty vykazuji v oblasti 200400 nm dvé hlavni
absorpéni maxima pii vlnovych délkach pfiblizné¢ 275 nm a 340 nm. Vzhledem ke
skute¢nosti, Ze se v molekule studovanych benzoxazinti vyskytuji tfi strukturni obmény
bylo moZzné vliv substituentti charakterizovat pouze kvalitativné. Bylo zjisténo, Ze
zameéna kyslikového heteroatomu v poloze 2 za siru se projevi hyperchromnim efektem
obou hlavnich absorpénich maxim, zaroven se ve spektru objevuje nové maximum pii
pfiblizn€ 300 nm. Substituce elektrofilnim substituentem na fenylu vazaném na
dusiku benzoxazinového kruhu ma rovnéz za nasledek hyperchromni efekt obou
absorp¢nich maxim. Vliv substituce na benzenovém jadie benzoxazinového kruhu je
mozné kvalitativné charakterizovat pouze pro methoxyskupinu, jejiz ptitomnost vede ke
zjemnéni struktury druhého absorpéniho maxima pti 340 nm.

V druhé ¢asti prace byly naméifeny retencni Casy studovanych derivati pti HPLC
chromatografii na koloné s obracenou fazi RxC18 ZORBAX v mobilni fazi
acetonitril-voda s proménlivym sloZenim acetonitrilu (w(CH3;CN) = 0,90; 0,80 a 0,70).
Z naméfenych hodnot byly vypoditany prislusné kapacitni faktory. Pomoci QSRR
analyzy byly nalezeny korela¢ni rovnice popisujici vztah mezi strukturou a hodnotou
kapacitniho poméru pro studované derivaty benzoxazinu. Jako strukturni deskriptory
byly zvoleny hodnoty hydrofobnich substituentovych n konstant, dale indikatorova
konstanta / popisujici druh heteroatomu v poloze 2 (definovana jako /=1 pro X =0 a

I=0 pro X = S) a hodnota logaritmu rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda.
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S vyuzitim hydrofobnich substituentovych 7 konstant a indikatorové konstanty / byly
nalezeny nasledujici korelaéni rovnice pro jednotlivé pouZité mobilni faze:

a) pro mobilni fazi acetonitril-voda w(CH3;CN) = 0,9

k=0,262 mg; + 0,186 mra — 0,230 / + 0,324 (3.3)
b) pro mobilni fazi acetonitril-voda w(CH3CN) = 0,8
k= 0,626 g, + 0,558 mry — 0,633 7+ 1,028 (3.6)

¢) pro mobilni fazi acetonitril-voda w(CH3;CN) = 0,7

k=1,601 gy + 1,623 ntry — 1,654 1+ 2,612 (3.9)
Z porovnani hodnot regresnich koeficienti je patrné, Ze vétsi vliv na hodnotu
kapacitniho poméru ma substituent vazany na benzenovém jadfe benzoxazinového
kruhu. Derivaty 14, 24, 25, 36 a 37, s extrémnimi hodnotami hydrofobni substituentové
7ir2 konstanty (derivat 14 ng; = — 0,57; derivaty 24 a 36 mr; = 1,49; derivaty 25 a 37
nra = 1,42) vykazuji odchylky od korela¢ni rovnice, pravdépodobné z diivodu velmi
objemného substituentu (derivat 14 R, = —CN; derivaty 24 a 36 R, = 4 —CFj3; derivaty
25 a 37 R, = 3,4 —Cl,), ktery velmi podstatné méni hydrofobni vlastnosti molekuly a tim
i jeji chromatografické chovani. Tyto zmény pravdépodobné¢ nestaci pfisluSna
hydrofobni 7 konstanta zcela zachytit (podobna skutec¢nost je v literatuie popsana pro
substituci nitroskupinami®).

Vliv hydrofobicity molekuly, charakterizované pomoci vypocitané hodnoty
rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda, na hodnotu kapacitniho poméru bylo mozZno
kvantifikovat nasledujicimi korelaénimi rovnicemi

a) pro mobilni fazi acetonitril-voda w(CH3;CN) = 0,9

k=0,245log P- 0,139 /- 0,402 (3.12)
b) pro mobilni fazi acetonitril-voda w(CH3;CN) = 0,8
k=0,718 log P - 0,400 /- 1,101 (3.15)

¢) pro mobilni fazi acetonitril-voda w(CH;CN) = 0,7

k=12,008 log P - 1,022 ]-3,315 (3.18)
Z vypocitanych hodnot regresnich koeficientl plyne, Ze benzoxazindithiony maji vyssi
hodnoty  kapacitnich  pomérd  neZ  odpovidajici  stejné  substituované
thioxobenzoxazinony. I v pfipadé korela¢nich rovnic (3.12), (3.15) a (3.18) se projevil

vliv velkého objemu substituentti na fenylu u derivata 14, 24, 25, 36 a 37.
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Vzhledem k cCastému pouziti hodnot rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda pro
analyzu vztahi mezi strukturou a biologickymi ucinky latek (QSAR), predstavuji
rovnice (3.12), (3.15) a (3.18) moZnost nahradit v téchto QSAR korelacich vypocitanou
hodnotu rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda skute¢né naméfenou hodnotou
kapacitniho pomeéru. Naméfené hodnoty kapacitniho pomeéru totiz na rozdil od
vypocitanych hodnot rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda totiz reflektuji skutec¢né
chromatografické chovani latek vcetné piipadnych odchylek, jak lze u studovanych

derivati benzoxazinu demonstrovat na derivatech 14, 24, 25, 26 a 37.
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