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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo studium vlivu substituentt na voltametrické chovani noveé
syntetizovanych N-benzylsalicylthioamida a ptiprava a identifikace produkti jejich elektrochemické
oxidace. Voltametrické charakteristiky byly studovany metodou DC voltametrie s rotujici diskovou
elektrodou v nevodném prostredi. QSER analyzou byl kvantifikovan vliv substituenti na anodicky
palvinovy potencidl a ziskany statisticky platné korela¢ni rovnice. Byl prostudovan i vliv reakéniho
prostiedi na prabéh elektrochemické oxidace. Produkty elektrochemické oxidace dvou vybranych
N-benzylsalicylthioamida byly pripraveny metodou preparativni elektrolyzy. V obou piipadech byl
identifikovan jediny produkt obdobného sloZeni. Bylo navrZeno obecné schéma elektrooxidace
studovanych N-benzylsalicylthioamidt: elektrochemickad oxidace je zahajena odebranim elektront
z atomu sity, po némz nasleduje pfesun naboje na atom dusiku; po nasledném odstépeni sirovodiku se

mezi dvéma molekulami piislusného N-benzylsalicylthioamidu uzavie novy kruh.

Kli¢ovad slova: N-benzylsalicylthioamidy, elektrochemickéd oxidace, DC voltametrie, QSER,

preparativni elektrolyza

Abstract

The study of the substituent effect on the voltammetric behaviour of newly synthesized N-benzyl-
salicylthioamides and the preparation and identification of products of their electrooxidation were the
aims of this thesis. The voltametric characteristics were measured by DC voltammetry on a rotating
disc electrode in a non-aqueous media. Using QSER, the effect of substituents on the anodic
half-wave potential was quantified, and statistically valid correlation equations were obtained. The
influence of reaction media on the compounds electrooxidation was also studied. Using preparative
electrolysis, the electrooxidation products of two selected N-benzylsalicylthioamides were obtained.
The one (structurally similar) product was identified in both cases. The following general scheme of
electrochemical oxidation of N-benzylsalicylthioamides studied was proposed: the electrooxidation
starts on sulphur atom by elimination of electrons, followed by translocation of charge on nitrogen
atom, then hydrogen sulphite is eliminated, and a new ring is closed between two molecules of

appropriate N-benzylsalicylthioamide.

Key words: N-benzylsalicylthioamides, electrochemical oxidation, DC voltammetry, QSER,

preparative electrolysis
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

a smérnice kalibra¢ni primky
A plocha elektrody [cm?]
nebo absorbance
b Usek kalibragni ptimky
c molérni koncentrace [mol dm™]
DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0]-undec-7-en
DC dirrect-current voltametrie
E elektrodovy potencial [V]
= pulvinovy potencial [V]
(Ev2H pulvinovy potencial nesubstituovaného derivatu [V]
(E12)x pulvinovy potenciél substituovaného derivatu [V]
E™P experimentalni hodnota pilvinového potencialu [V]
EPed vypogitana hodnota pilvinového potencialu [V]
F “field” substituentova konstanta dle Norringtona

nebo hodnota F-testu

Fr1 Norringtonova substituentova konstanta subtituentu na salicylovém kruhu
Fro Norringtonova substituentova konstanta substituentu na benzylovém kruhu
Frn o tabelovana kritickd hodnota F-testu pro n méfeni a m stupat volnosti na hlading

vyznamnosti o

HOMO nejvyssi obsazeny molekulovy orbital

| proud [A]

lim limitni konvektivné-difazni proud [pA]

Ky rovnovazna nebo rychlostni konstanta nesubstituovaného derivatu
Kx rovnovazna nebo rychlostni konstanta substituovaného derivatu

| délka absorbujiciho prostiedi [cm]

LUMO nejnizsi neobsazeny molekulovy orbital

m hmotnost [g]

M moléarni hmotnost [g mol™]

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace [pmol I™']

MS hmotnostni spektroskopie

m/z hmotnost/naboj

n pocet méreni

QSAR Quantitative structure-activity relationships

QSER Quantitative structure-electrochemistry relationships
QSPR Quantitative structure-property relationships

r korela¢ni koeficient
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RRl
RRZ

»resonance” substituentova konstanta dle Norringtona

Norringtonova substituentova konstanta substituentu na salicylovém kruhu
Norringtonova substituentova konstanta substituentu na benzylovém kruhu
smérodatna odchylka linedrni regrese

¢as [s]

nebo teplota [°C]

ultrafialova oblast spektra

rychlost polarizace elektrody [V s7']

nebo vinodet [cm s7]

objem [ml]

hladina vyznamnosti

energie nejvyssiho obsazeného molekulového orbitalu [eV]

vinova délka [nm]

Hammetova substituentova konstanta

Hammetova substituentova konstanta substituentu na salicylovém kruhu
Hammetova substituentova konstanta substituentu na benzylovém kruhu
Hammetova reakéni p konstanta

Ghlova rychlost rotace elektrody [s™]
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1 UvoD

1.1 CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této predkladané diplomové prace je studium elektrochemické oxidace noveé
syntetizovanych derivata N-benzylsalicylthioamidu (obr. 1.1). Struktury vSech
studovanych latek jsou uvedeny v tabulce 2.1 (na str. 21) spole¢né s ¢islovanim, jenz
je pouZito v celé praci.

Prvni ¢ast prace se zabyva studiem vlivu substituenti na voltametrické chovani
studovanych latek a jeho popisem piislusnymi QSER rovnicemi. Druha ¢ast prace je
zamétena na piipravu a identifikaci produktt elektrochemické oxidace vybranych

derivata.

OH S

Iz

Obr 1.1 Chemicka struktura N-benzylsalicylthioamidu.
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1.2 THIOAMIDY
1.2.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti thioamidu

Thioamidy patif mezi reaktivni slouceniny® odvozené od amidi, funk&nich derivata
karboxylovych kyselin. V piirodé se nejéastéji objevuji jako sekundarni metabolity
anaerobnich mikroorganismt, z nichZ jsou ng&které patogenni pro cloveka
a Zivocichy. Mnohe z nich vykazuji vyznamnou biologickou aktivitu, ¢asto jsou

toxické.

Obr 1.2 Chemicka struktura thioamidové skupiny.

Zakladni struktura thioamidu je tvorena nahradou jednoho atomu kysliku za jeden
atom siry v amidové skupiné (obr. 1.2), coZz vede ke zméné vazebnych délek mezi
jednotlivymi atomy?. Kenneth a kol.® uvadi ve své studii porovnani vazebnych délek
a vazebnych energii ve struktuie amidu a thioamidt. Vazba C-N m4 u amidu délku
0,135 nm, u thioamidu se zkracuje na 0,132 nm. Oproti tomu vazba C=0 ma délku
0,119 nm, zatimco vazba C=S v thioamidech méa délku 0,164 nm. Pramérna vazebna
energie ve vazb¢ C=0 je pro amidy vy3si (753,6 kJ/mol) nez pro thioamidy ve vazb¢
C=S (586,2 kJ/mol).

Thioamidy maji obecné vysokeé body varu, jejichZ pric¢inou jsou vodikové mistky.
Narozdil od amidu jsou siln¢jSimi kyselinami, a proto snadnéji odstépuji vodikovy
proton®. Maly rozdil v elektronegativité jednotlivych atomii (Xc = 2,55, Xs = 2,58) a
vétSi atomovy polomér siry zpusobuje lepSi ptenos naboje mezi jednotlivymi

heteroatomy dusiku a siry podle schématu
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Nejen pro tyto uvedené vlastnosti jsou thioamidy piedmétem zajmu mnoha studii
ve spole¢ném porovnani s amidy>®.

Nejbézn¢jsi priprava thioamidi je z prislusného amidu, a to pasobenim vhodného
thiona¢niho ¢inidla. Prikladem mutize byt reakce sulfidu fosfore¢ného s 2-amino-2,3-

-dimethylbutanamidem”?® podle rovnice

THg CHg
NH,—C—CONH, + P,S5 —— NH,—C—CSNH, 1.2)
CH(CH3)> CH(CH3)2

Thioamidy lze pfipravit z amida rovnéZz pomoci tzv. Lawessonova cinidla (bézné
dostupné komereni ¢inidlo, obr. 1.3)°*%. Hlavni nevyhodou tohoto ¢inidla je fakt, Ze
se snim thionace provadéji pri vysokych teplotach, coz vede ke vzniku raznych

vedlejSich produkta, které se velmi ¢asto Spatné separuji od poZzadovaného produktu

2 2
R O Lawessonovo 'T

|l _cHs &inidlo | _CHs

1
» R C—C—N
| CHy

NH
(1.3)
R = CHgz H; R? = CHg, H
O

< CHg
\ _S

R\

\ _R

S

N\

HsC S

Obr 1.3 Chemicka struktura Lawessonova ¢inidla
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Dal$i moZnost piipravy thioamidi je z aromatickych amida?. Jako thionaéni &inidlo
se pouziva sulfid fosfore¢cny v kombinaci s pyridinem jako rozpoustédlem.
Meziproduktem je cyklicka pyridiniova sul, kterd se nasledné rozlozi kyselou
hydrolyzou. VytéZzky reakce se pohybuji okolo 50-70 %. Reakce probiha podle
rovnice

0 S
: :
“NH, SNH
P2Ss | s ‘
idin pZ -
pyrl
NH, N s
H
(1.4)
toluen/HCI
s
g
“NH,
NH,

VétSina publikovanych praci o thioamidech se zabyva jejich syntézou, chemickymi

reakcemi a studiem fyzikalng-chemickych vlastnosti**°,

1.2.2 Derivaty thioamidu jako potencidlni

antituberkulotika

Tuberkuléza je infekéni onemocnéni vyvolané kmeny Mycobacterium tuberculosis®,
které se Siti kapénkovou nékazou. Celosvétovy trend zvysujiciho se vyskytu tohoto
onemocnéni je spojen sonemocnénim AIDS'®, drogovou zavislosti a imigraci

b19,20.

infek¢éné nakaZzenych 0so V posledni dob¢ se dramaticky rozsitila

epidemiologicky  zavazna multilékoveé rezistentni tuberkuléza (MDR-TB

= multidrug-resistant tuberculosis)**#

, odolnd vaci dvéma nejucinngjSim, avsak
historicky nejstarS§im antituberkulotikim prvni linie: isoniazidu a rifampicinu
(obr. 1.4), a navic se fada drive neinfek¢nich kmena druhu Mycobacterium stava

infek&nimi.
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Obr 1.4 Chemicka struktura (a) isoniazidu, (b) rifampicinu.

Od roku 2006 je nové uzivan termin extenzivné rezistentni tuberkuléza (XDR-TB
= extremely drug-resistant tuberculosis)®® oznagujici odolnost navic vaci jakémukoli
fluorochinolonu a nejmén¢ jednomu z injekcnich lé¢iv (amikacin, kapreomycin,

kanamycin) ¢i peroralnich légiv (ethionamid, prothionamid, obr. 1.5)* druhé volby.

NH, S NH, S
& [\%I
= 4
N N
(@) (b)

Obr 1.5 Chemicka struktura (a) ethionamidu, (b) prothionamidu.

Obecny mechanismus vzniku rezistence spociva prevazné v modifikaci cilovych
mist, jejich nadprodukci, zménéné farmakokinetice ¢i metabolizmu léciv. Lécba
MDR-TB je stalou vyzvou a zahrnuje t¥i hlavni oblasti vyzkumu: nové latky

piindSejici zkraceni doby Iécby tuberkuldzy (ze souc¢asnych 6-9 mésict na dva ¢i
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mené), vyvoj molekul snovym mechanismem 0¢inku bez zkiiZzené rezistence
s uzivanymi léky a vyvoj novych Iégiv zlepsujicich lésbu latentnf infekce®.

Pti hledani novych antituberkulotik se vychazi ze zakladniho faktu, Ze typickym
farmakoforem peroralnich antituberkulotik druhé linie je thioamidova skupina.
Derivaty thioamidu se vtomto ohledu jevi jako velmi slibné latky. Tuto teorii
potvrzuje naptiklad nové pripravena skupina isonikotinoylhydrazinokarbothioamida
inhibi¢ni koncentrace vagi isoniazidu (senzitivnim i rezistentnim kmenam) prokazala
molekula 2-(pyridin-4-yl-karbonyl)-N-[2-(trifluoromethyl)fenyl]hydrazinkarbothioa-
midu, ktera je zaroven velmi malo toxicka. Dobra uUc¢innost této molekuly byla
potvrzena i in vivo u mysf (davka 25 mg kg™ den™)*®.

Krinkova a kol.%’

uvadi, Ze 5-butyl-6-(fenylsulfanyl)pyrazin-2-karbothiamid
prokazuje nejvyssi aktivitu proti M. tuberculosis, kter4 dosahuje 91% inhibice
mykobakterialniho rastu. TaktéZz vykazuje nejvysSi lipofilitu (log P = 4,95).
U skupiny derivata s karbothioamidovou skupinou je aktivita silné zavisla na druhu
piislusné atypické mykobakterie.

Waisser a kol. %

studovali moZnost vzajemného vztahu mezi antimykotickou
a antimykobakterialni aktivitou. Zjistili, Ze skupina N-benzylsalicylthioamida
a N benzylsalicylamidt patii mezi 0¢inné slouceniny aktivné pasobici proti
M. tuberculosis, M. avium a M. kansasii. Jejich hypotéza ohledné biologické aktivity
byla zaloZena na zakladé¢ vlastnosti thiosalicylanilidt. Potvrzujicim piikladem muze
byt nové syntetizovany 5-bromo-N-(4-brombenzyl)-salicylthioamid®®, jenz se jevi

jako velmi perspektivni antimykotikum.
1.2.3 Piiprava a biologické vlastnosti studovanych latek

Ustredni  slougeninou  syntézy  N-benzylsalicylthioamida  je  skupina
N-benzylsalicylamidt pfipravenych reakci substituované salicylové kyseliny
s benzylaminem v prostiedi chlorbenzenu za pomoci chloridu fosforitého®® podle

rovnice
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NH,
H,C~
COOH
\
Rl—l P + ‘ —R2
OH
1) PCl3
2) chlorbenzen (1.5)

X X
_Rz
&

P#i syntéze N-benzylsalicylthioamidi nejprve dochdzi k thionaci pocatecnich
N-benzylsalicylamida, které spolecné s P4Sio produkuji heterocyklické slouceniny,

jejichZ hydrolyzou vznikaji ptislusné N-benzylsalicylthioamidy:

OH

@)
— R2
/N L'_NH%@/
X /
P4S10
O /SH
P S N (16)

Antimykobakterialni aktivita studovanych latek byla testovdna in vitro proti
M. tuberculosis CNCTC My 331/88, M. kansasii*® CNCTC My 235/80 a 6509/96

(kmen izolovany z pacienta) a M. avium® CNCTC My 330/88. Pomoci mikrometody
byla uréena minimalni inhibi¢ni koncentrace®.
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Dolezal a kol.** ve své praci uvadi souhrnny prehled minimalnich inhibignich
koncentraci  studovanych derivata  N-benzylsalicylthioamidu v  porovnani
s hodnotami standardniho isoniazidu. Inkubaéni doba ke zjisténi jednotlivych hodnot
byla 14 a 21 dnu pri teploté 37 °C. Ve vSech pripadech doSlo k narastu inhibi¢ni
aktivity proti M. kansasii CNCTC My 235/80 a M. avium CNCTC My 330/88
v porovnani sisoniazidem. Naopak proti jinym kmenam (M. tuberculosis
CNCTC My 331/88 a M. kansasii CNCTC 6509/96) je aktivita vétSiny sloucenin
horSi neZ uisoniazidu. Obecné lze ftici, Ze nejvétsi inhibi¢ni aktivitu proti
jednotlivym bakteriim z rodu Mycobacterium v porovnani s ostatnimi derivaty

vykazuje N-(4-methylbenzyl)-2-hydroxy-4-methylthiobenzamid.

1.2.4 DalSi moznosti farmaceutického vyuZziti thioamidu

V Kklinické praxi jsou thioamidy hojné vyuZivany v lécbé hypertyredzy, syndromu
vyvolaného zvySenou sekreci hormonu §titné Zlazy se soucasnou zvySenou reakci
perifernich tkani®*. Thioamidy (methimazol, propylthiouracil) patii i mezi
antithyreoidalni latky, které snizZuji aktivitu Stitné Zlazy a maji pomérng kratky
biologicky polocas. Maji nékolik mechanismt ucinku, piicemzZ jejich hlavnim
ucinkem je zabrana tvorby hormonu inhibici reakci katalyzovanych peroxidazou
Stitné Zlazy, které vedou k navézani jodu do organickych sloucenin a navic blokuji
spraZeni jodthyrosinu. NeZadouci Gc¢inky pii 1écbé se projevi pomérné brzy.
Problémem pti lecbé thioamidy jsou pievazné sveédivé vyrazky, horecky, vaskulitida
a nejkomplikovangjsi, pomérné vzacn4, agranulocytéza®®.

Dale jsou thioamidy piedmétem studia pro svoji antibiotickou aktivitu. Literatura

7
d3 ,38

uvadi zejména closthioami , jenz mé& vlastnosti antibiotika a navic vykazuje

antifungélni i antitumorovou aktivitu®’. Closthioamid byl izolovan z Clostridium

cellulolyticum*®*2

a je aktivni proti multirezistentnim stafylokokam. Studie ukazuji
ucinnost taktéz proti methicilin-rezistentni  bakterii  Staphylococcus aureus
i vankomycin-rezistentnim enterokokim, jez jsou problémem dne$ni mediciny™.

V soucasné dobé& probiha vyzkum raznych derivatd thioamidu spole¢né
s amidoximem a derivaty amidrazonu, které by se v budoucnu mohly uplatnit proti

viru lidské imunodeficience pii l1éshs AIDS*.
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1.2.5 Elektrochemické studie thioamidu

Z hlediska elektrochemickych reakci byla v literature popsana spiSe redukce
thioamidu, elektrochemické oxidaci nebyla prozatim vénovéana piilisnd pozornost.

1.*° studovali elektrochemické vlastnosti thiocinamamidu ve vodném

Banica a ko
prostredi s 5% obsahem ethanolu pomoci DC a AC polarografie a cyklické
voltametrie. Namérena data ukazuji, Ze pii redukci dochazi k Stépeni vazby C=S
za vzniku prislusného sulfidového iontu. Tvary a vysky zmétenych polariza¢nich vin
jsou velmi zavislé na hodnoté pH. Vysledky jsou taktéZ porovnany s naméienymi
hodnotami thiobenzamidu.

Vopraci Diona a kol*® byla studovana elektrochemicka redukce
thioisonikotinamidu ve vodném prostredi. Pomoci polarografie a cyklické
voltametrie na rtutové elektrodé bylo zjisténo, Ze thioisonikotinamid je redukovan
reverzibilnim procesem ve dvou stupnich a celkové dochazi k vymeéng ¢étyt elektronu.
Po eliminaci sirovodiku nebo amoniaku jsou vyslednymi produkty bud’ iminy nebo
thioly. Ukazalo se, Ze vrozmezi pH od 4 do 8 prakticky nedochazi ke zménam
hodnot naméienych pulvinovych potenciala.

147 studovali redukci N-thioamidoimidatu na rtufové elektrods

Tapsoba a ko
v aprotickém prostiedi 1x10™ mol dm™ tetrabutylamonium tetrafluoroborétu
v acetonitrilu. Redukce probiha v jednom ireverzibilnim kroku, pti kterém dochazi
k Stépeni dvojné vazby C=S a vymeéné jednoho elektronu. N-thioamidoimidat se
redukuje na dimer.

Podrobné bylo popsano i stanoveni derivata thioamidu v biologickych tekutinach

(mo¢, plazma) pomoci stripping voltametrie na rtutové kapkové elektrods*.

1.°° kteii studovali

Zminku o elektrochemické oxidaci uvadi lwamoto a ko
elektrochemickou oxidaci  péti  thioamida  (thioacetamid, thiomocovina,
thionikotinamid, ethionamid, thiosemicarbazid) na rotujici diskove stiibrné
elektrod¢. Bylo zjisténo, Ze oxidace probihd ve dvou nevratnych krocich, pti nichz
dochazi k vymené dvou elektroni. Nasledkem elektrooxidace je sulfid stiéibrny, ktery
vznika diky meziproduktu, thioamidovému komplexu s obsahem stiibra.

Davidson a Smyth® studovali elektrochemickou oxidaci i redukci nekterych
primarnich, sekundarnich a terciarnich thioamidt pomoci DC polarografie, cyklické
a stripping voltametrie na kapajici rtutove elektrodé. Uvadi, Ze katalyticka redukce

nastdvad ve vSech piipadech. Pfi anodické oxidaci u primarnich a sekundarnich
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thioamida dochazi ktvorbé sulfidu rtutnatého dvouelektronovym pochodem.
Terciarni thioamidy nepodlehaji anodické elektrolyze.

Cinghitd a kol.>* ve své préci studovali elektrochemickou oxidaci thioacetamidu
pomoci voltametrie na diamantové elektrodé dopované borem ve vodném prostiedi.
Pti anodické oxidaci dochazi k Stépeni vazby C-N a C=S.

Berube a kol.>

studovali elektrochemické chovéani a-kyano-a-karboethoxy-
thioacetanilida v prostiedi 1x10™* mol dm™ triethylamonium fosfatu v acetonitrilu.
Pomoci tenzametrie, voltametrie na rotacéni platinové elektrod¢, coulometrie a
preparativni elektrolyzy bylo zjisténo, Ze pocet vyménovanych elektrona odpovida
pomeéru zakladniho analytu a stanovovane latky. Jednoelektronovd vymeéna probiha
pii jednoekvivalentnim poméru, se stoupajicim poctem ekvivalenta zékladniho

analytu doch&zi k vymeéné dvou elektront.

1.3 VLIV SUBSTITUENTU NA FYZIKALNE-CHEMICKE CHOVANI
LATEK

Chemické a fyzikalni vlastnosti slouceniny jsou jednoznacné dany strukturou
molekuly®®. V mnoha piipadech lze zménou druhu a polohy substituentu
na zakladnim skeletu tyto vlastnosti ovliviiovat. Tohoto faktu se vyuziva pii studiu
vztaht mezi strukturou a vlastnostmi slouc¢enin. Timto studiem se zabyva védni obor
zvany korelacni analyza vztaht mezi strukturou a aktivitou (QSAR,
angl. Quantitative Structure-Activity Relationships). Pod pojmem aktivita si lze
piedstavit  jak  aktivitu  chemickou (rychlost reakce, elektrochemické
a chromatografické parametry apod.) tak aktivitu biologickou (toxicita, antibioticka
Gginnost atd.)*. Pro studium vztahi mezi strukturou latek a jejich chemickym
chovanim se spiSe pouziva termin QSPR (angl. Quantitative Structure-Property
Relationships). Jejim hlavnim cilem je pomoci zpracovani kvantitativnich
experimentalnich a teoretickych dat matematickou modelaci stanovit obecnéjsi
vztahy mezi strukturou a vlastnostmi latek® ™"

Zéklad témto metoddm dal roku 1935 L. P. Hammett, ktery jako prvni formuloval

rovnici popisujici vztah mezi strukturou a vlastnostmi latky>®

log Kx = log Ky + po 1.7)
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kde Kx je rychlostni konstanta substituovaného derivatu, Ky je rychlostni konstanta
nesubstituovaného derivatu, p je empirickd konstanta charakterizujici reakci, je
nezavisla na substituentu, a o je empiricka Hammettova substituentova konstanta
popisujici elektronovy efekt substituentu (kladné hodnoty o prislusi elektrofilnim
substituentam, zdporné hodnoty o substituentam nukleofilnim).

Pomoci substituentovanych konstant Ize také popsat fyzikalné-chemicke
vlastnosti derivatu. Konstanty jsou vztaZzené pouze na matecné ¢asti molekuly a maji
kvantitativni charakter, proto lIze vlastnosti molekul charakterizovat ¢islem. Byla
navrzena celd fada novych modifikaci jak zékladni rovnice (1.7), tak
substituentovanych konstant>® .

V elektrochemii  je  situace  obdobna.  Zakonitosti  vlivu  struktury
na elektrochemické chovani latek si vSiml jiz J. Heyrovsky. Pomoci polarografie
resp. voltametrie bylo studovano chovani fady substitu¢nich derivata mnoha latek.
Bylo odvozeno, Ze zmény chovani polarizacnich ktivek souviseji s riznymi posuny
elektront v molekule vlivem rozdilného chemickeho charakteru substituentu.
Ukazalo se, Ze mezi Hammettovymi konstantami a pualvinovymi potencialy existuje
obvykle pifimy linearni vztah®. Hammettova rovnice (1.7) pak prejde do tvaru tzv.
Hammettovy rovnice pro pulvinové potencialy

(E12)x = (E12)n + po (1.8)

kde (Ei2)x je pulvinovy potencidl substituovaného derivatu, (Eiz)n pualvinovy
potencial nesubstituovaného derivatu, p oznacuje Hammettovu reakeni konstantu a o
Hammettovu substituentovou konstantu. Zuman® se ve své monografii pievazné
zabyval problematikou elektrochemické redukce substituentt v organické
polarografii.

Pti elektrochemické oxidaci, resp. redukci, dochazi ke ztraté, resp. dopovani,
jednoho nebo vice elektroni do vazebnych molekulovych orbitalt. Energeticke
parametry molekuly mohou byt dobie charakterizovany energiemi nejvyssiho
orbitalu. V literatuie lze nalézt mnoho piipadia tésné korelace mezi energiemi
molekulovych orbitali a pilvinovym potencialem®.

V soucasnosti se pro hodnoceni vlivu substituenta na elektrochemické chovani

latek uZzivd nézev QSER (angl. Quantitative Structure-Electrochemistry
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Relationships)®*®’

. Snaha definovat vztahy mezi elektrochemickymi vlastnostmi
a biologickou aktivitou chemickych latek, resp. najit urcité korelace mezi nimi, ma

obrovsky vyznam zejména pii vyvoji léCiv.

1.4 VYUZITI ELEKTROCHEMICKE OXIDACE PRI STUDIU
METABOLICKYCH PREMEN FARMACEUTICKY AKTIVNICH
LATEK

Technicky pokrok a vyvoj analytickych metod podstatné rozSitily moznosti
farmakologie. Nove analytické metody se uZivaji pti kvantitativnim i kvalitatitvnim
stanovovani léciv v biologickém materialu. Vybér analytické metody je ovlivnén
fyzikalng-chemickymi  vlastnostmi  lé¢iva, jeho koncentraci v biologickych
tekutinach, metabolismem i znalosti farmakokinetiky. Soucasti studia pohybu podané
latky v organismu je i sledovani pochoda, které méni strukturu léciva, které je oviem
in vivo zna¢né obtizné a slozité. Proto se v prvnim ptibliZzeni vyuZiva jednodusSich
modela in vitro, mezi néz patii i elektrochemicky model prvni faze biotransformace.
Pocet pouzivanych léciv je velky, ale presto se jejich biotransformaéni pieména
v organismu dé&je nazakladé relativné malého poctu reakci. Znalost téchto
metabolickych cest je pfi preklinickém vyvoji vyznamna pro vybér vhodného
zviteciho druhu, ktery nejlépe odpovida situaci u cloveka®® ™.

Elektrochemie patii do Sirokého spektra analytickych metod hojné pouzivanych
pii studiich farmaceuticky aktivnich latek. VyuZiva se nejen pti analyzach léciv, ¢i
jejich metabolita, ale zaroven se uplatiiuje jako modelova technika p#i simulaci
biologickych redoxnich reakci situovanych pirevazn¢ do lipidovych bunécnych
membran’. Tento piistup je zaloZen na podobnosti oxidagns-redukénich reakci na
elektrodé s oxidacné-redukenimi enzymatickymi reakcemi v Zivém organismu.
Z duavodu nepolarniho charakteru prostredi biologickych membran se tyto modelové
reakce provadgji v nevodném prostiedi (acetonitril, dimetylformamid)’® ™. Vyhodou
nevodného prostredi byva i veétsi stélost reakénich produkt, coZ umozZiuje jejich
bliZsi studium.

V praci Lohmanna a Karsta™ jsou mimo jiné popsany i elektrochemické modely
pouZzité jako simula¢ni modely k studiu latkové piemény. Popisuji piedevsim studie
provadéné na elektrolytickych pratokovych celach v Uplné ¢i ¢aste¢né kombinaci
s hmotnostni spektroskopii a kapalinovou chromatografii. Podstatnou vyhodou
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elektrochemického modelovani metabolita, oproti jingm metodam, je extrémné
jednoduché zaclenéni oxidacni reakce do instrumentalniho systému, coZz je
pozadavkem pro identifikaci generovanych metabolita. | pies to, Ze neni stale mozné
kompletné napodobit spektrum metabolickych reakci, probihajicich naptiklad
na cytochromech P450, jsou elektrochemické modely povaZzovany za vhodny néstroj
k ptimé identifikaci reaktivnich metabolita.

Elektrochemie poskytuje celou fadu informaci o charakteru oxidacniho, resp.
redukéniho, déje (reverzibila, pocet vyménovanych elektroni apod.), ktery je
podobny enzymatickym redoxnim pieménam v biologickych membranach. Vysledky
elektrochemického studia oxidacnich reakci v nevodném prostiedi tak mohou
poskytovat fadu uziteénych informaci o pravdépodobném biologickém prabehu
biologické oxidace”™. Této skutecnosti je vyuZito v elektrofarmakologii, v oboru
vyuzivajici analogie nekterych elektrochemickych a farmakologickych dgj
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2

2.1

EXPERIMENTALNI CAST

STUDOVANE LATKY

Studované N-benzylsalicylthioamidy byly syntetizovany na Katedie anorganické a

organické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. TotoZznost a cistota

byly stanoveny elementéarni analyzou, mérenim bodu tani a nuklearni magnetickou

rezonanci. Prehled studovanych latek je podan v tab. 2.1.

Tab. 2.1 Struktury a molarni hmotnosti studovanych N-benzylsalicylthioamidt

OH S
X N X
RI—— H —R?
= G
derivat R R? M derivat R R? M
poloha substituent poloha substituent gmol™ poloha substituent poloha substituent gmol™

1 -H -H 243,33 14 4 -OCH; 3 -Cl 307,80
2 -H 3 -CH, 257,35 15 4 -CH, 3 -NO, 302,35
3 -H 3 -Cl 277,77 16 4 -Cl 4 -Br 356,67
4 -H 4 -CHs 257,36 17 5 -Br 4 -Br 401,12
5 -H 4 -Cl 277,77 18 3 -CHs 4 -Cl 291,80
6 -H 4 -F 261,31 19 5 -Cl 4 -F 295,76
7 -H 4 -OCH; 273,36 20 4 -CHs 4 -CH, 271,38
8 -H 4 -tert-butyl 299,43 21 5 -NO, 4 -CH; 302,35
9 -H 34 -Cl, 312,22 22 5 -Cl 34 -Cl, 346,66
10 4 -OCHjs -H 273,35 23 5 -Br 34 -Cl, 391,11
11 5 -Cl -H 271,77 24 4 -CH, 4 -tert-butyl 313,46
12 4 -CHs -H 257,35 25 5 -OCHjs -H 273,35
13 5 -Br 3 -Br 401,12
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2.2 POUZITE CHEMIKALIE

Jako prostiedi pro elektrochemické a spektrofotometrické studium byl pouZzit
acetonitril Chromasolv (Sigma-Aldrich) s obsahem vody niz§im nez 0,02 obj. %.
Jako z&kladni elektrolyt byl pouZit chloristan sodny pro HPLC (Fluka).

Ostatni pouZzité chemikélie byly analytické ¢istoty: aceton (Lach-Ner), dusi¢nan
stiibrny (Fluka), chloroform ¢istoty pro HPLC 99,9% Chromasolv (Sigma-Aldrich)

s obsahem vody niz8im nez 0,02 obj. %.

2.3 POUZITE METODY

2.3.1 DC voltametrie s rotujici diskovou elektrodou

Meteni bylo realizovano na pristroji Palm Sense Instruments BV (Electrochemical
Biosensor Interface, NL) se sbérem dat softwarem Palm Sense PC v. 2.0 a probihalo
v tridilné polarografické nadobce. Pouzité zapojeni bylo ttielektrodové. Pracovni
elektrodou byla platinova rotujici elektroda o plose 14 mm? rychlost rotace
elektrody byla 1226 ot min™ a rychlost polarizace 10 mV s™. Elektroda byla
ponofena do meficiho prostoru s roztokem zakladniho elektrolytu 0,1 mol dm™
chloristanu sodného v acetonitrilu. Referentni elektrodu tvoril stiibrny plisek o plose
1,8 cm? ponoieny do roztoku 0,01 mol dm™ dusi¢nanu stiibrného v 1 mol dm™
roztoku chloristanu sodného v acetonitrilu. Od méticiho prostoru byla referentni
elektroda odd&lena meziprostorem snaplni 0,5mol dm™ roztoku chloristanu
sodneho v acetonitrilu. Pomocnou pracovni elektrodou byl platinovy plisek o plose
0,68 cm?. Mé&teni probihalo za laboratorni teploty 26+1°C.

Ze ziskanych polarogramu byly graficky vyhodnoceny hodnoty pualvinovych

potenciala Ey, a limitnich konvektivné-difuznich proudi lyim.
2.3.2 Molekulovéa absorpéni spektrometrie v UV oblasti
Spektrofotometricka méieni byla realizovana na spektrofotometru HP 8453 (Hewlett

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

probihalo ve vinovém rozsahu 200400 nm.



Petra Kohoutova: Diplomova prace 23

2.3.3 Preparativni elektrolyza

Produkty elektrochemické oxidace vybranych derivata byly ziskany pomoci
preparativni elektrolyzy. Elektrolyza probihala ve sklenéné nadobce H-typu
s tiielektrodovym zapojenim. Pracovni i pomocnou elektrodu tvorila Fischerova
velkoplodnd platinova elektroda. Obé elektrody byly ponoieny do zakladniho
elektrolytu 0,1 mol dm™ chloristanu sodného v acetonitrilu. Pracovni i pomocné
elektroda byly od sebe odd&leny meziprostorem s néplni 0,5 mol dm™ roztoku
chloristanu sodného v acetonitrilu. Objem zékladniho elektrolytu v prostoru
elektrolyzy byl 40 ml. Referentni elektroda byla realizovana stiibrnym dratkem
ponoienym do 0,01 mol dm™ roztoku dusi¢nanu stifbrného a 1 mol dm™ roztoku
chloristanu sodného v acetonitrilu a od pracovniho prostoru byla oddélena
meziprostorem s 0,5 mol dm™ roztokem chloristanu sodného v acetonitrilu. Zdrojem
napéti byl Potenciostat/Galvanostat Model 273 (EG&G Princeton Applied Research).
Elektrolyza probihala za intenzivniho michani pti laboratorni teploté.
Pred elektrolyzou latky byl vZzdy po dobu 20 minut elektrolyzovan samotny zakladni
elektrolyt pro odstranéni pripadnych negcistot.

Pred zahajenim i v prabéhu elektrolyzy bylo méreno UV spektrum elektrolyzatu.
Ke spektrofotometrickému méieni (viz kap. 2.3.2) bylo vZdy odebrano 50 pl
elektrolyzatu a zredéno ¢istym acetonitrilem.

Po ukon¢eni elektrolyzy byl elektrolyzat odpaien do sucha na vakuoveé rotacni
odparce s vodni lazni o teploté 75 °C a extrahovan chloroformem. Oddéleny extrakt
byl odebran, znovu odpaien a podroben identifikaci metodou hmotnostni
spektrometrie.

2.3.4 Kapalinova chromatografie s hmotnostnim

detektorem

Produkty elektrochemické oxidace studovanych latek byly analyzovany metodou
HPLC-MS. Separace byla provadéna na kapalinovém chromatografu Agilent 1100
na koloné¢ Watrex RP-C18, délky 250 mm, praméru 4 mm a velikosti zrn 5 pm.
Eluce probihala isokraticky s mobilni fazi acetonitril:voda v poméru 95:5 pfi

pritokové rychlosti 0,6 ml min™. Detekce probihala pfi 254 nm a zaroven byla
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métena hmotnostni spektra na hmotnostnim detektoru Bruker Esquire 3000 s ionizaci

elektrosprejem.

2.4 QSAR, REGRESNI A STATISTICKE VYPOCTY

Substituentové Hammettovy o konstanty byly pievzaty z tabulek Hansche, Lea a
Hoekmana'®, Swain-Luptonovy konstanty byly prevzaty podle Gpravy provedené
Norringtonem’’. U latek s vice substituenty v molekule byly substituentové
konstanty ziskany soudtem substituentovanych konstant jednotlivych substituentii’.
Regresni vypocty byly provedeny v programu Microsoft Excel 2003 (Microsoft
Corporation, USA) pomoci statistické funkce Data Analysis — Regression.

Hodnoty energii HOMO orbitalii byly vypogitany programem Gaussian® 03W,
ver. 6.0 (cit.”®) inkorporovaného do programu Chem3D Ultra, ver. 8.0
(CambridgeSoft). Minimalizace energie slou¢enin byla provedena podle metody
Hartree-Fock v plynné fazi.

Naméiena data byla zpracovéna b&znymi statistickymi postupy®® 8. Prezentované

vysledky sériovych méieni jsou mediany nejméné tii méfeni. Linearni zavislosti
dvou proménnych byly zpracovany metodou linedrni regrese s vyhodnocenim
piislusnych odchylek a korela¢nich koeficientia. Vypocty byly realizovany pomoci
softwarovych programa Microcal OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation, USA) a
Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corporation, USA).
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3 VYSLEDKY A DISKUSE
3.1 VLIV SUBSTITUENTU NA VOLTAMETRICKE CHOVANI
LATEK

3.1.1 Stanoveni voltametrickych charakteristik

Vliv substituenti na voltametrické chovani studovanych N-benzylsalicylthioamidi
byl studovan metodou DC voltametrie s rotujici diskovou elektrodou. Témér vSechny
studované derivaty poskytovaly v prostiedi 0,1 mol dm™ roztoku chloristanu
sodneho v acetonitrilu jednu zietelnou oxidacni vinu, jejiz palvinovy potencial
zavisel na poctu a druhu substituentd (obr. 3.1-obr. 3.3). Vyjimkou byl v8ak derivat
25, jenz ve stejném prostredi poskytoval dvé oxidaéni viny. V porovnani

s literaturou®® %

je pravdépodobnou pri¢inou tohoto chovani vyskyt methoxyskupiny
v poloze 5 a tedy odliSny mechanismus, coZz vedlo k vytrazeni tohoto derivatu ze
skupiny latek pro korela¢ni analyzu (kap. 3.1.2 a 3.1.3).

Kalibragni zavislosti byly linearni v rozsahu 0,5-5,0x10~* mol dm™. Hodnoty
pulvinovych potencialt studovanych derivatd zéavisely na struktuie derivatu,
nezavisely vSak na koncentraci latky. Smérnice a useky Kkalibra¢nich ptimek
jednotlivych derivata zachycuje tab. 3.1. Naméiené hodnoty ptlvinovych potenciala,
piislusné Hammetovy a Swain-Luptonovy konstanty a energie HOMO orbitala

zachycuje tab. 3.2.
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Obr. 3.1 DC voltamogramy (1) N-benzyl-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 1), (2) N-(3-chlorbenzyl)-
-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 3) a (3) N-(3,4-dichlorbenzyl)-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 9)
v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném v acetonitrilu. (c = 2x10™ mol dm™, A = 14 mm?, v=10mV s,
o = 1226 ot min™, mé&teno proti Ag/0,01 mol dm™ AgNO/0,1 mol dm™ NaClO,).

Obr. 3.2 DC voltamogramy (1) N-benzyl-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 1), (2) N-benzyl-2-
-hydroxy-4-methoxythiobenzamidu (derivat 10) a (3) N-benzyl-5-chlor-2-hydroxythiobenzamidu
(derivat 11) v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném v acetonitrilu. (c = 2x10™* mol dm™, A = 14 mm?,
v=10mV s?, o = 1226 ot min™*, m&teno proti Ag/0,01 mol dm™ AgNO,/0,1 mol dm™ NaClO,).
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Obr. 3.3 DC voltamogramy (1) N-benzyl-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 1), (2) 2-hydroxy-4-
-methyl-N-(4-methylbenzyl)thiobenzamidu (derivat 20) a (3) N-(4-fluorbenzyl)-5-chlor-2-hydroxy-
thiobenzamidu (derivét 19) v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném v acetonitrilu. (¢ = 2x10™* mol dm=,
A=14mm? v=10mV s o= 1226 ot min™, m&teno proti Ag/0,01 mol dm™ AgNO4/0,1 mol dm™
NaClOy).
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Tab. 3.1 Struktury, smérnice, Useky kalibraénich piimek a hodnoty korela¢nich koeficienti
studovanych derivatia N-benzylsalicylthioamidu pro DC voltametrii v 0,1 mol dm™ chloristanu

sodném v acetonitrilu (c = 2x10™* mol dm™, A = 14 mm? v =10 mV s, © = 1226 ot min™, m&teno

proti Ag/0,01 mol dm AgNO/0,1 mol dm™ NaClO,)

OH S
1_|l o~ N N 2
R N H —R
= s
derivat R R? ax10™ b r
poloha  substituent poloha  substituent [MAmolt 1] [pA]
1 -H -H 26,2 -5,3  0,9991
2 -H 3 -CH3 26,3 -6,2  0,9997
3 -H 3 -Cl 23,4 -5,0  0,9820
4 -H 4 -CH;3 25,8 -4,7  0,9989
5 -H 4 -Cl 22,2 -6,2  0,9971
6 -H 4 -F 28,2 -4,0 09992
7 -H 4 -OCH; 16,8 -0,8  0,9982
8 -H 4 -tert-butyl 24,9 -3,3  0,9978
9 -H 34 -Cl 24,3 -3,6  0,9992
10 4 -OCH3 -H 24,1 -3,4  0,9985
11 5 -Cl -H 22,2 -5,0  0,9993
12 4 -CH3 -H 19,8 -1,7  0,9852
13 5 -Br 3 -Br 18,1 -3,1  0,9931
14 4 -OCH3 3 -Cl 25,9 -5,0  0,9968
15 4 -CH3 3 -NO, 17,9 -3,5 0,9995
16 4 -Cl 4 -Br 26,6 -11,7  0,9998
17 5 -Br 4 -Br 18,9 -3,4  0,9968
18 3 -CH3 4 -Cl 21,3 -2,5  0,9997
19 5 -Cl 4 -F 18,5 -1,6  0,9938
20 4 -CH3 4 -CH;3 23,7 -4,6  0,9961
21 5 -NO, 4 -CH3 22,3 -3,8  0,9978
22 5 -Cl 34 -Cl 17,3 -3,1  0,9986
23 5 -Br 34 -Cl 17,5 0,4 0,9986
24 4 -CH3 4 -tert-butyl 29,1 -11,5 0,9993
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Tab. 3.2 Struktury, Hammetovy a Swain-Luptonovy substituentové konstanty, palvinové potencialy
studovanych derivata N-benzylsalicylthioamidu v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném v acetonitrilu
(c=2x10"* mol dm™, A =14 mm? v=10 mV s, o = 1226 ot min™*, m&teno proti Ag/0,01 mol dm™

AgNO,/0,1 mol dm™ NaClO,) a vypotitané hodnoty energii HOMO orbitali

OH S
1l o~ N N 2
R N H —/R
= =
derivat R R? Ev:  &Homo
poloha substituent ogrs Fri Rr1 poloha substituent or, Fro Rr2 [V] [eV]
1 -H 0,00 0,00 0,00 -H 0,00 0,00 0,00 1,167 -9,433062
2 -H 0,00 0,00 0,00 3 -CHj; -0,07 -0,05 -0,05 1,165 —*2
3 -H 0,00 0,00 0,00 3 -Cl 0,37 0,68 -0,06 1,190 -9,424002
4 -H 0,00 0,00 0,00 4 -CH;3 -0,17 -0,05 -0,14 1,169 -9,432930
5 -H 0,00 0,00 0,00 4 -Cl 0,23 0,69 -0,16 1,154 -9,415245
6 -H 0,00 0,00 0,00 4 -F 0,06 0,71 -0,34 1,187 -9,419869
7 -H 0,00 0,00 0,00 4 -OCHj3; -0,27 0,41 -0,50 1,117 -9,426035
8 -H 0,00 0,00 0,00 4 -tert-butyl -0,20 -0,10 -0,14 1,175 -9,432130
9 -H 0,00 0,00 0,00 34 -Cl 0,60 1,37 -0,22 1,203 -9,405926
10 4 -OCH; -0,27 0,41 -0,50 -H 0,00 0,00 0,00 1,132 -9,437573
11 5 -Cl 0,37 0,68 -0,06 -H 0,00 0,00 0,00 1216 —*
12 4 -CH;3 -0,17 -0,05 -0,14 -H 0,00 0,00 0,00 1,137 -9,443127
13 5 -Br 0,39 0,71 -0,06 3 -Br 0,39 0,71 -0,06 1,220 -9,393343
14 4 -OCH; -0,27 0,41 -0,50 3 -Cl 0,37 0,68 -0,06 1,125 -9,427399
15 4 -CH,3 -0,17 -0,05 -0,14 3 -NO, 0,71 1,09 0,05 1,190 —*
16 4 -Cl 0,23 0,69 -0,16 4 -Br 0,23 0,73 -0,18 1,205 -9,39023
17 5 -Br 0,39 0,71 -0,06 4 -Br 023 073 -018 1,192 —*
18 3 -CH; -0,07 -0,05 -0,05 4 -Cl 0,23 0,73 -0,18 1,230 -9,403533
19 5 -Cl 0,37 0,68 -0,06 4 -F 0,06 0,71 -0,34 1,235 -9,388709
20 4 -CH; -0,17 -0,05 -0,14 4 -CH3 -0,17 -0,05 -0,214 1,125 -9,442793
21 5 -NO;, 0,71 1,09 0,05 4 -CH;3 -0,17 -0,05 -0,14 1,231 —-*
22 5 -Cl 0,37 0,68 -0,14 34 -Cl, 0,60 1,37 -0,22 1,244 -9,376606
23 5 -Br 0,39 0,71 -0,15 34 -Cl, 060 1,37 -022 1218 —*
24 4 -CH; -0,17 -0,05 -0,14 4 -tert-butyl -0,20 -0,10 -0,14 1,155 —-?

@ Hodnoty energie HOMO orbitalu nebylo moZné spogitat.

3.1.2 QSER s energiemi HOMO orbitala

V kapitole 1.3 bylo uvedeno, Ze hodnota energie nejvyse obsazeného molekulového
orbitalu dobie charakterizuje energetické parametry molekuly v piipadé oxidacnich
déju. Proto byla nejprve vySetiovana korelace mezi hodnotami pilvinovych
potenciala a energiemi HOMO orbitala.
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Pro studované derivaty N-benzylsalicylthioamidu byla vypocitana energie HOMO
orbitalu (vypocet bylo mozné provést pouze pro sedmnéct derivata, tab. 3.2, priciny
nedspéchu kalkulace u zbyvajicich derivata nebyly v dobé sepisovéani této diplomové
prace vysvétleny) a néasledné ziskana uspokojiva korelace mezi pulvinovym

potencialem a hodnotou energie HOMO orbitalu

Ez (V) = - 1,723 (£0,271) eromo (€V) + 17,402 (+2,552) (3.1)

n=17,r=0,8540,s,= 0,022
F= 40,42 > sz 17, 0,05 = 3,59

Graficky je tato korelace znazornéna na obr. 3.4. Z platnosti této korelace lze,
vsouhlasu s teorii hraniénich molekulovych orbitala, predpokladat, Ze pfi
elektrochemické oxidaci N-benzylsalicylthioamidt je elektron odnim&m z atomu
s nejvyssi hustotou HOMO orbitalu. Kvantové-chemicky vypocet ukazuje, Ze timto
atomem je pro vSechny studované derivaty atom siry (obr. 3.5).

Obr. 3.4 Korelace mezi naméienymi hodnotami pilvinovych potencidli studovanych derivata
N-benzylsalicylthioamidu a vypoc¢itanymi hodnotami energie HOMO orbitalu, r=0,8540 (&isla

u jednotlivych bodi odpovidaji ¢islovani derivatt).



Petra Kohoutova: Diplomova prace 31

Obr. 3.5 Rozlozeni HOMO orbitali vypocitanych programem Gaussian® 03W, ver. 6.0, pro
(a) N-benzyl-2-hydroxythiobenzamid (derivat 1), (b) N-(4-methoxybenzyl)-2-hydroxythiobenzamid
(derivat 7), (c) N-(3,4-dichlorbenzyl)-5-chlor-2-hydroxythiobenzamid (derivat 22).

3.1.3 QSER se substituentovymi konstantami

V0iv  substituentt  na  voltametrické  chovani  studovanych  derivati
N-benzylsalicylthioamidu pro pulvinovy potenciél byl déle kvantifikovan pomoci
Hammettovych o konstant. Byla provedena korela¢ni analyza vztahu mezi
namérenymi hodnotami pualvinovych potenciala a pfislusSnych substituentovych

Hammettovych o konstant, a nalezena nasledujici korela¢ni rovnice:

Eir (V) = 0,106 (£0,018)0r: + 0,048 (£0,016)0r, + 1,167 (£0,005) (3.2)

n=24;r=0,8402; s, = 0,022
F= 25,20 > F2;24;0105 = 3,40

Vzajemnou korelaci mezi zmérenymi a vypocitanymi hodnotami pualvinovych

potenciala podle rovnice (3.2) zachycuje obr. 3.6.
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Obr. 3.6 Korelace mezi naméfenymi hodnotami pilvinovych potencialt studovanych derivatt
N-benzylsalicylthioamidu a hodnotami pulvinovych potencidli vypocitanych podle rovnice (3.2),

r = 0,8402 (¢isla u jednotlivych bodu odpovidaji o¢islovanym derivatam).

Nevyhodou Hammettovych konstant mize byt skutec¢nost, Ze jsou mirou
celkového elektronoveho efektu substituentd a nerozliSuji mezi induktivnim a
mezomernim efektem. Tento nedostatek se pokusili odstranit Swain a Lupton, a
dospéli k zaveru, Ze kazdy elektronovy parametr Ize vyjadiit F a R konstantami, jez
popisuji zvlast vliv induktivniho (field) a mezomerniho (resonance) efektu®.
K otestovani korela¢ni rovnice (3.2) byla provedena korela¢ni analyza s pouZitim

Swain-Luptonovych F a R konstant, a ziskana nasledujici rovnice:

E1p (V) = 0,057 (+£0,013)Fg; + 0,153 (+0,035)Rg; + 0,032 (+0,010)Fr, + (3.3)

+ 0,074 (£0,040)Rg, + 1,176 (+0,009)

n=24;r=0,8578;s,= 0,025
F=13,22 > Fys005 = 2,78

Vzajemnou korelaci mezi zméfenymi a vypocitanymi hodnotami pualvinovych

potenciala podle rovnice (3.3) zachycuje obr. 3.7.
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Obr. 3.7 Korelace mezi naméfenymi hodnotami pilvinovych potencialt studovanych derivatt
N-benzylsalicylthioamidu a hodnotami pulvinovych potencidli vypocitanych podle rovnice (3.3),

r =0,8578 (¢isla u jednotlivych bodu odpovidaji o¢islovanym derivatam).

3.1.4 Diskuse

Graficky znazornéna korelace na obrazku 3.5 dle regresni rovnice (3.1) ukazuje
uspokojivy vzajemny vztah mezi palvinovym potencidlem a hodnotou energie
HOMO orbitalu. Z hodnoty korela¢niho koeficientu Ize soudit, Ze je rovnice dobie
pouZzitelna pro vétSinu studovanych derivata a je statisticky platna.

Z podobnych hodnot korela¢nich koeficientd ze vztahu naméienych hodnot
pulvinovych potenciala s Hammetovymi konstantami (rovnice 3.2) nebo Swain-
-Luptonovymi konstantami (rovnice 3.3) je patrné, Ze oba typy substituentovych
konstant maji stejny vliv. Jejich zaména by nevedla ke zmén¢ platnosti QSPR rovnic.

Stejnym zptisobem vzajemného porovnani byla provedena i analyza vztahu mezi
namétenymi hodnotami pulvinovych potenciala a jednotlivych Hammetovych
konstant ogri, ory avzajemné oddélenych Swain-Luptonovych konstant F a R.
Nalezené korela¢éni rovnice byly nevyhovujici, jelikoZz se vSechny Kkorela¢ni

koeficienty sniZily témét o polovinu.
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Porovnani hodnot koeficientt i grafické znazornéni korelacnich rovnic ukazuje, Ze
vSechny korela¢ni rovnice (3.1-3.3) jsou statisticky platné a vSechny uzité pristupy

dobie popisuji vztah mezi strukturou molekuly a jejim pulvlvnovym potenciélem.

3.2 VLIV PROSTREDI NA VOLTAMETRICKE CHOVANI LATEK

3.2.1 Studium vlivu prostredi

Byl studovan vliv prostiedi na voltametrické chovani vybranych zéstupca derivatt
N-benzylsalicylthioamidu. Ke studiu byly vybrany c¢tyii derivaty 1, 9, 11 a 20, tedy
derivat nesubstituovany, derivat substituovany jen na benzylovém kruhu, derivat
substituovany jen na salicylovém kruhu a derivat substituovany na obou kruzich.
Pro sledovani vlivu prostredi na chovani latek byla pouZita kyselina chlorista, baze
1,8-diazabicyklo[5.4.0]-undec-7-en a voda. Byly naméieny zmény pulvinovych
potencidla a limitnich prouda vybranych derivata v zavislosti na koncentraci latky
ovlivnujici prostredi (tab. 3.2).

Graficky je vliv prosttedi na voltametrické chovani demonstrovan
na obr. 3.8-3.10.
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Tab. 3.2 Pulvinové potencidly a limitni proudy studovanych derivatd N-benzylsalicylthioamidu
v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném v acetonitrilu (c = 2x10~* mol dm™, A = 14 mm? v =10 mV s,
o= 1226 ot min™, méfeno proti Ag/0,01 mol dm™ AgNO/0,1 mol dm™ NaClO,) v zavislosti
na ptidavku HCIO,4, DBU a H,0 do zakladniho elektrolytu

HCIO, DBU H,O
derivat c Eip liim 10 Ewp lim c Bz lim
[mol I"] M kAl [mol I"] V] [uA] mol I"] V] [uA]
0,00 1,147 34,21 0,00 1,234 55,51 0,00 1,245 68,16
0,10 1,143 33,42 0,50 1,227 40,05 0,10 1,262 63,96
0,25 1,125 24,58 1,00 1,233 36,21 0,50 1,240 53,58

1 0,50 1,123 17,04 1,50 -4 0,75 1,270 54,13
0,75 1,120 10,23 2,00 -4 2 1,00 -
1,00 1,098 8,26 2,50 -2 2 2,50 - 3
1,50 1,099 5,89 3,00 - 2 5,00 -

0,00 1,188 27,85 0,00 1,293 48,66 0,00 1,345 52,59
0,10 1,171 22,02 0,50 1,285 43,59 0,10 1,310 4227
0,25 1,132 18,35 1,00 1,310 35,36 050 1,270 42,34

9 0,50 1,100 13,20 150 1,316 29,10 0,75 1,261 39,91
0,75 1,082 8,65 2,00 1,320 29,89 1,00 -4 2
1,00 -2 -2 250 1,377 17,30 2,50 -4 2
1,50 - -2 3,00 - 2 5,00 -4 =

0,00 1,193 35,98 0,00 1,260 59,64 0,00 1,190 49,02
0,10 1,183 34,40 0,50 1,286 51,12 0,10 1,176 42,90
0,25 1,170 22,61 100 1,525 41,29 0,50 1,163 15,86

11 0,50 1,163 15,34 1,50 - 2 0,75 1,170 19,93
0,75 1,143 13,76 2,00 - 2 1,00 1,194 28,90
1,00 1,146 9,73 2,50 -4 250 1,217 31,45
1,50 1,150 6,55 3,00 -4 2 5,00 -4 2

0,00 1,217 31,76 0,00 1,305 44,04 000 1,343 39,72
0,10 1,207 29,88 0,50 1,309 37,16 0,10 1,321 35,39
0,25 1,173 25,69 1,00 1,301 28,90 0,50 1,273 34,87

22 0,50 1,161 13,76 150 1,291 34,08 075 1273 31,00
0,75 1,158 12,35 200 1,323 2950 10 — =
1,00 - = 250 — = 250 —°& _=
1,50 — — 3,00 L — 5,00 _a _.a

& Zanik viny.
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Obr. 3.8 Vliv ptitomnosti kyseliny chloristt na DC voltamogram (1) N-benzyl-2-hydroxy-
thiobenzamidu (derivat 1). Koncentrace kyseliny chloristé v zakladnim elektrolytu 0 mol dm™,
(2) 0,25 mol dm™, (3) 0,75 mol dm™, (4) 1,50 mol dm™ v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném
v acetonitrilu (c = 2x10™ mol dm™, A = 14 mm? v = 10 mV s, © = 1226 ot min™, m&ieno proti
Ag/0,01 mol dm™ AgNO4/0,1 mol dm= NaClO,).

Obr. 3.9 Vliv ptitomnosti baze DBU na DC voltamogram (1) N-benzyl-2-hydroxythiobenzamidu
(derivat 1). Koncentrace béze v zékladnim elektrolytu 0 mol dm™® (2)1,0 mol dm?
(3)2,0moldm™ (4) 30 mol dm® v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném v acetonitrilu
(c=2x107* mol dm™, A =14 mm? v =10 mV s, ® = 1226 ot min™}, m&teno proti Ag/0,01 mol dm™
AgNO,/0,1 mol dm™ NaClO,).
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Obr. 3.10 Vliv pfitomnosti destilované vody na DC voltamogram (1) N-benzyl-2-hydroxy-
thiobenzamidu (derivat 1). Koncentrace destilované vody v zakladnim elektrolytu 0 mol dm™,
(2) 0,50 mol dm™, (3) 0,75 mol dm™, (4) 2,50 mol dm™= v 0,1 mol dm™ chloristanu sodném
v acetonitrilu (c = 2x10™ mol dm™, A = 14 mm?, v = 10 mV s, © = 1226 ot min™}, m&teno proti
Ag/0,01 mol dm™ AgNO3/0,1 mol dm= NaClO,).

3.2.2 Diskuse

U v8ech studovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu byl pti pouziti rizného
prostiedi elektrochemické oxidace zaznamenan stejny trend anodickych vin.

Se zvysujici se koncentraci kyseliny chloristé (v rozsahu 1x10 az 1,5 mol dm™)
dochéazelo k postupnému poklesu hodnot pulvinovych potenciala i hodnot limitnich
difaznich prouda. V ptipad¢ derivatu 9 byl posun hodnoty pualvinového potencialu
vysSi nez 100 mV, v ostatnich ptipadech poklesla hodnota pulvinového potenciélu
piiblizné o 50 mV. Pii koncentraci kyseliny chloristé rovné ¢i vysSi
nez 3x10* mol dm™ doslo k zaniku viny.

Se zvysujici se koncentraci 1,8-diazabicyklo[5.4.0]-undec-7-enu (v rozmezi
5x10° az 3x10* mol dm™®) dochazelo op&t k postupnému snizovani hodnot
pulvinovych potencidla a limitni difuzni proud klesl z pavodni hodnoty zhruba
na polovinu.

Se zvysujicim se obsahem vody (v rozsahu 0,1 aZz 5 mol dm™) dochazelo rovn&z

k sniZovani hodnot pulvinovych potenciali i hodnot limitnich difznich proudu.
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3.3 PRIPRAVA A IDENTIFIKACE ELEKTROOXIDACNICH
PRODUKTU

3.3.1 Ptiprava elektrooxidacnich produkta

Metodou preparativni elektrolyzy byly pripraveny produkty elektrochemické oxidace
vybranych dvou N-benzylsalicylthioamidi:

a) N-(3-chlorbenzyl)-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 3),

b) N-benzyl-5-chlor-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 11).

Derivaty k pripravé elektrooxidacnich produkta byly zvoleny tak, aby byly
struktury produktu elektrooxidace pomoci hmotnostni spektrometrie.

Postupem popsanym v kap. 2.3.3 bylo ve 40 ml 0,1 mol dm™ roztoku chloristanu
sodného v acetonitrilu elektrolyzovano 10 mg piislusného derivatu pii potenciélu
odpovidajicimu limitnimu konvektivné-difuznimu proudu DC voltametrie (pro oba
derivéty pii 1,5 V proti Ag/0,01 mol dm™ AgNOs/0,1 mol dm™ NaClO,4) po dobu
40 minut. Proud v prabéhu elektrolyzy poklesl z 2,5 mA na 0,4 mA.

Prubéh elektrolyzy byl sledovan métenim UV spekter elektrolyzovaného roztoku.
U obou studovanych derivata byly patrné zmény ve spektrech pred a po elektrolyze
(obr. 3.11), zejména pokles absorp¢niho maxima pti vinové délce 260 nm a vznik
dvou novych absorpénich maxim pti vinovych délkach 278 a 360 nm. Na obr. 3.12 je
pro ilustraci podan c¢asovy prubéh UV spekter elektrolyzovaného roztoku

pii elektrolyze derivatu 3.
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0.8

Obr. 3.11 UV spektra elektrolyzovaného roztoku pti ptipraveé produkta elektrooxidace (a) N-(3-chlor-
benzyl)-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 3), (b) N-benzyl-5-chlor-2-hydroxythiobenzamidu (derivat
11). PIna c¢ara piislusi spektru pred elektrolyzou, ¢arkovana ¢ara spektru po ukonéeni elektrolyzy
(odebrano 50 ul elektrolyzatu a ziedéno 1,00 ml acetonitrilu, méfeno v 1cm kiemenné kyvetg).
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Obr. 3.12 Casovy pribgh UV spekter elektrolyzovaného roztoku pii pripravé produkta elektrooxidace
N-(3-chlorbenzyl)-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 3). Odebrano (v ¢asech (v ¢asech 0, 2,5, 5, 7,5,
10, 20, 30 a 40 minut od zahajeni elektrolyzy) vZdy 50 ul elektrolyzatu a ziedéno 1,00 ml acetonitrilu,
meéteno v 1cm kiemenné kyvetg.

3.3.2 Identifikace produktu elektrooxidace

Produkty elektrooxidace obou studovanych derivata 3 a 11 byly podrobeny analyze
na kapalinovém chromatografu ve spojeni s hmotnostnim detektorem, za podminek
popsanych v kap. 2.3.4.

Na obr. 3.13a) je znazornén HPLC-MS chromatogram vychoziho derivatu 3, ktery
eluoval v reten¢nim ¢ase 6,77 minut. Chromatogram ziskany analyzou produktu
elektrochemické oxidace tohoto derivatu je zndzornén na obr. 3.13b); je patrné Ze
vznikl jediny produkt, jehoZ reten¢ni ¢as byl 8,11 minut. Podobné chovani vykazoval
derivat 11, jehoz elektrooxida¢ni produkt eluoval za identickych experimentalnich

podminek v reten¢nim ¢ase 9,40 minut.
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Obr. 3.13 Chromatogramy (a) N-(3-chlorbenzyl)-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 3) a (b) produktu
jeho elektrochemické oxidace. HPLC-MS na koloné Watrex RP-C18 (250 x 4 mm), mobilni faze

acetonitril:voda v poméru 95:5, pritokova rychlost 0,6 cm®min™,

Byla namétena hmotnostni spektra produkti elektrochemické oxidace obou
derivatia. Proilustraci je na obr 3.14 uvedeno hmotnostni spektrum produktu
elektrooxidace derivatu 11. Identifikace tohoto produktu byla podpoiena zméienim
izotopického slozZeni produktu (obr. 3.15), které nasledné poskytlo sumarni vzorec
produktu C,gH20Cl2N20,. Podobné bylo postupovano v pripadé druhého studovaneho

derivatu 3, u n¢jz byl identifikovan produkt stejneho slozZeni.

Obr. 3.14 Hmotnostni spektrum (MS a MS/MS) produktu elektrooxidace N-benzyl-5-chlor-2-

-hydroxythiobenzamidu (derivat 11) ziskané ESI ionizaci v pozitivnim médu.
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Obr. 315 Vyiez z MS-TOF spektra produktu elektrooxidace N-benzyl-5-chlor-2-
-hydroxythiobenzamidu (derivat 11).

3.3.3 Diskuse

Byly ptipraveny a nasledn¢ analyzovany produkty elektrochemické oxidace dvou
vybranych N-benzylsalicylthioamida. Ze ziskanych hmotnostnich spekter bylo
mozné navrhnout struktury identifikovanych produktt elektrochemickeé oxidace
studovanych derivatu (obr. 3.16).

Na zéklad¢ zjistenych skute¢nosti Ize navrhnout nasledujici schéma

elektrochemické oxidace N-benzylsalicylthioamida. Elektrochemickd oxidace je
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zahajena odebranim elektronti z atomu siry s naslednym piesunem naboje na atom
dusiku, nasleduje odstépeni molekuly sirovodiku a uzavieni nového kruhu mezi
dvéma molekulami prislusného N-benzylsalicylthioamidu (obr. 3.17). Zjisténé

skute¢nosti jsou v dobré shodé s literarnimi Udaji (vySe uvedend rovnice (1.1) a

49, 50

prace™ °), stejné tak se zjisténym rozloZzenim energie HOMO orbitali (kap. 3.1.2).
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Obr. 3.16 Struktury identifikovanych produkti elektrochemické oxidace (a) N-(3-chlorbenzyl)-2-
-hydroxythiobenzamidu (derivat 3), (b) N-benzyl-5-chlor-2-hydroxythiobenzamidu (derivat 11).
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Obr. 3.17 Navrzené schéma elektrochemické oxidace N-benzyl-2-hydroxythiobenzamidy.
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Predkladana diplomova prace se zaméfila na QSER studium elektrochemickych
vlastnosti nové syntetizovanych derivati N-benzylsalicylthioamidu a na pfipravu a
pokus o identifikaci produktu jejich elektrochemické oxidace.

V prvni ¢asti byl studovéan vliv substituenti na anodicky palvinovy potencial
studovanych latek v prostiedi acetonitrilu. Bylo zjiSténo, Ze vSechny studované
derivaty jsou elektrochemicky aktivni. Byly naméteny pulvinové potencidly vSech
studovanych derivata a pomoci QSPR analyzy byly nalezeny a otestovany korelacni
rovnice Kkvantifikujici vliv substituentt na hodnotu anodického pilvinového
potencidlu, a to jednak regresni rovnice popisujici zavislost pulvinoveho potencialu

na energii HOMO orbitalu

Eio (V) ==1,723 (+£0,271) enomo (eV) + 17,402 (+2,552) (3.1)

Z platnosti této korelace lze, v souhlasu s teorii hrani¢nich molekulovych orbitald,
piedpokladat, Ze pii elektrochemické oxidaci N-benzylsalicylthioamida je elektron
odniméan z atomu s nejvy3si hustotou HOMO orbitalu. HOMO orbital je podle
kvantoveé-chemickych vypoéta lokalizovan na atomu siry. Podobné byla vypocitana
i regresni rovnice popisujici vztah mezi palvinovymi potencialy studovanych latek a

hodnotami klasickych Hammettovych ¢ konstant.

E1p (V) = 0,106 (+£0,018)0r; + 0,048 (+0,016)0r: + 1,167 (+0,005) (3.2)
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Podobné hodnoty korelacniho koeficientu mezi namérenymi a vypocitanymi
hodnotami bylo dosaZzeno uZitim Swain-Luptonovych konstant v Upravé dle
Norringtona. Byla ziskana korela¢ni rovnice zahrnujici F i R konstanty pro oba

substituenty

Ev (V) = 0,057 (+0,013)Fgy + 0,153 (£0,035)Rg; + 0,032 (+£0,010)Fg, + (3.3)

+ 0,074 (£0,040)Rg, + 1,176 (+0,009)

Korela¢ni rovnice (3.2-3.3) se ukazaly jako statisticky platné a z hodnot korela¢nich
koeficienta je patrné, Ze oba typy substituentovych konstant maji stejny vliv
na molekulovou strukturu. Jejich zaména by nevedla ke zméné platnosti QSPR
rovnic.

Byl prostudovan vliv reak¢niho prostiedi na pribéh elektrochemické oxidace.
Bylo zjisténo, Ze pridavky kyseliny, zasady i vody maji vliv na prabéh
elektrochemické oxidace. S jejich vzrastajici koncentraci dochazelo k postupnému
sniZzovani hodnot pulvinovych potenciala i hodnot limitnich konvektivné-difuznich
proudu studovanych latek.

V druhé casti préace byly ptipraveny a analyzovany elektrooxidacni produkty dvou
vybranych derivata. VV obou ptipadech byl identifikovan jediny produkt obdobného
sloZeni. Identifikace tohoto produktu byla podpoiena zmérenim jeho izotopického
sloZeni. Ze ziskanych produktu elektrolyzy je patrné, Ze je elektrochemicka oxidace
zahajena odebrénim elektrona z atomu siry s naslednym piesunem naboje na atom
dusiku, nésleduje odstépeni molekuly sirovodiku a uzavieni nového kruhu mezi
dvéma molekulami pfiislusného N-benzylsalicylthioamidu. Z hlediska in vivo
biotransformace by navrZzené schéma odpovidalo S-oxidaci. Ta byla (véetné
odstépovani sirovodiku) detailné popsana i u sloucenin strukturné podobnych
studovanym  N-benzylsalicylthioamidam, napiiklad u thioacetamidu®® nebo

methimazolu®®.
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