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1. UVOD

Vyzkum salicylanilidit (I) a jejich analog probihda na katedfe anorganické a
organické chemie FaF UK uZ fadu let. Bylo publikovano nékolik referath zabyvajicich se
biologickou aktivitou salicylanilidd a jejich cyklickych a sirnych analog. Salicylanilidy,
mohou mit rizné biologické U&inky, napf. antibakteridlni, protituberkuldzni,
antimykoticky, anthelminticky, moluskocidni, antiprotozoarni, herbicidni, analgeticky,
protizénétliv;{fl‘z. Salicylanilidy byly v minulosti pro své U€inky pouZivany jak v medicing
(jako antiseptika a dezinficiencia), tak v primyslu (jako primyslové antioxidanty, ochrané
riiznych materiall, napf. textitu, plastt, papiru pted mikroflérou, do latexovych emulzi a
jinych barev, do omitek). Pfevazné se jednalo o halogenované latky. Pozdéji bylo od jejich

pouZiti vétsinou upusténo pro tasté vedlejsi G€inky, zejména fotokontaktni dermatitidy.
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Salicylanilidy

V posledni dob& byla vétsina biologickych aktivit salicylanilidu objasnéna na
molekularni trovni. Salicylanilidy rozpojuji oxidativni fosforylaci v mitochondriich, ale
mohou ovliviiovat i rizné regulagni systémy u bakterii, hub, rostlin i sivodichi®. Proto se
nyni fadi salicylanilidy mezi zakladni modelové struktury pro vyvoj novych typu
antimikrobialnich, protinadorovych a jinych 1égiv. Také stoupa zdjem o jejich vyuZiti v

riiznych jinych aplikacich (antiseptika, primyslova antioxidancia aj.).



2. CIL PRACE

Piedkladani bakaldfska prace je dvodni studii  k vyzkumu antioxidaéni,
antiradikalové a fototoxické aktivity salicylanilidu a pfibuznych latek. V této prvotni studii
byly uzity pouze b&Zné obecné screeningové metody. Cilem bylo provést na malé séri
salicylanilidi hodnoceni antiradikalové aktivity pomoci dvou zakladnich testu, a to reakei
se syntetickym radikalem DPPH (1,1-difenyl-2-pikrythydrazylem) a Griessovou reakei.
Price je soudasti vyzkumu feSeného vramci vyzkumného zaméru MSMT MSM
0021620822.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Reaktivni formy kysliku a dusiku

V poslednich letech se Casto setkdvame s pojmy oxidacni stres, reaktivni formy
kysliku (ROS) nebo reaktivni formy dusiku (RNS), voIné radikaly (VR). Pokud atom nebo
molekula obsahuje ve svém valenénim orbitalu neparovy elektron, jedni se o volny
radikal. Radikaly jsou velmi reaktivni a snaZi se rychle se navazat na jinou strukturu nebo
ziskat dal$i elektron a doplnit si tim elektronovy par do stabilni konfigurace. Tyto latky
lehce reaguji s biologickymi strukturami a s fadou nizkomolekularnich metabolitu
(mastnymi kyselinami, aminokyselinami, lipidy, nukleovymi kyselinami). DalSimi
pfeménami z nich mohou vznikat jiné reaktivni litky, které nemaji neparovy elektron, a
tedy uz nejsou radikaly. Tyto latky se spolu s VR oznaluji spole¢nym nazvem reaktivni
formy kysliku (reactive oxygen species, ROS) &i dusiku (RNS)*™.

Reaktivni formy kysliku a dusiku maji vyznam fyziologicky i patogeneticky. Za
normalnich okolnosti je v organismu produkce i 0¢inek reaktivnich forem kysliku a dusiku
v rovnovaze. Porueni této rovnovahy, oxidadni stres, vede k poSkozeni molekul a tkani
bud’ piimym (&inkem volnych radikalti. nebo dalsimi produkty jejich reakei’.

Volné radikaly kysliku: superoxidovy anion (O;), hydroxylovy (‘OH), peroxyl (ROO),
alkoxyl (RO), hydroperoxyl (HO,).

Volné radikily dusiku: oxid dusnaty (NO}), oxid dusicity (NO3).

Daki (neradikalové) reaktivni formy kysliku: peroxid vodiku (H,0,), kyselina chlorna
(HOCI), ozon (O3), singletovy kyslik ('02).

DalSi_(neradikalové) reaktivni formy dusiku: nitrosyl (NO™), nitroxid (NO"). kyselina
dusitd (HNO,). oxid dusity (N2Os). oxid dusi¢ity dimerni (N2Oy), nitronium (NO1 "),
peroxynitrit (ONOQQ"), alkylperoxynitrit (ROONO).

3.2 Mechanismy antioxidacniho ucinku
Pusobeni antioxidantd musi byt v rovnovaze s tvorbou volnych radikalu. Lidsky
organismus mi své ochranné antioxidaéni mechanismy, které si utvarel b&hem

fylogenetického vyvoje. V dnedni dobé se viak pouZivaji i dal$i synteticka antioxidancia a



léiva, ktera se pouzivaji k profylaxi a I6%b& riznych onemocnéni‘. Nekteré
nizkomolekularni antioxidanty mohou ale za urcitych podminek pisobit prooxidacng:
napf. vitamin E nebo vitamin C v pritomnosti kovovych ionti (Fe**, Cu®)**'. Podle
vztahu k tvorb& volnych radikalli je moZno mechanismy antioxida¢ni a antiradikalové
aktivity rozdélit na 3 skupiny:
A Mechanismy zabrafiujici tvorbé volnych radikala

Piechodné kovy plsobenim na peroxid vodiku umoZiuji vznik hydroxylového
radikalu. Jejich vyvazanim plsobi chelataéni €inidla, kterd slouZi pro transport a ukladani
téchto kovi. Daldim mechanismem je inhibice enzymd, které plGsobi na tvorbu VR a
odstranéni peroxidu vodiku enzymatickou cestou.
B. Mechanismy odstraiiujici jiz vzniklé VR

Redukéni latky poskytuji elektron volnym radikaliim a samy se méni na stabilné)si
radikal. Superoxiddismutasa katalyzuje pfemé&nu superoxidu na peroxid vodiku, ktery je
dale metabolizovan a samotny patfi mezi reaktivni formy kysliku.
C. Reparaéni mechanismy odstraiiujici poSkozené molekuly

Timto mechanismem jsou napfiklad lipidové hydroperoxidy Stépeny
gluthathionperoxidasou. Zabrani se tak vzniku reaktivnich aldehydl. Poskozenou DNA
opravuji endonukleazy. Oxidované proteiny snadno podléhaji proteolytické degradaci a
poté jsou eliminovény. Fosfolipazy odstépuji z fosfolipidh oxidované mastné kyseliny.

Nekteré l4tky plisobi vice mechanismy: napf. kyselina mogova nebo flavonoidy

maji reduk&ni G¢inek a zarovefi tvofi chelaty s ptechodnymi kovy.

3.3 PF¥ehled antioxidacnich ldtek*®

A. Enzymy a stopové prvky

o superoxiddismutdza (SOD) - zinek, selen, méd’, Zelezo
e glutathionperoxidaza (GPx) - selen

¢ Kkatalaza - Zelezo

¢ mitochondridoni cytochromoxidazovy systém P-450

¢ laktoperoxidaza

¢ koenzym Q10



B. Neenzymové substraty s antioxidaéni aktivitou

membranové (lipofilni) - tokoferoly a karotenoidy (retinol)

nemembranové (hydrofilni) - vitamin C, glutathion, thioly, cystein, kyselina moCova,
bilirubin, glukéza, albumin, ceruloplazmin, transferin, laktoferin, feritin, haptoglobin,
hemopexin

flavonoidy

chelaty - deferoxamin, dexrazoxan, penicilamin

inhibitory xyntinreduktézy (XOD) - alopurinol, kyselina listova

inhibitory NADPH - oxidazy (adenosin}

thioly - aceylcystein, cystein, methionin

kyselina lipoova

probucol

lazaroidy(21 - aminosteroidy) - tirilazad

nitecapon, stobandin, plazmalogeny- plasmenylethanolamin



4. METODICKA CAST

4.1 Syntéza salicylanilidu

Salicylanilidy lze ptipravit z kyseliny salicylové nebo jejich funkénich derivatd
reakei s aniliny za riznych reakénich podminek. Metoda vychézejici z kyseliny salicylové
spodiva v jeji reakei s anilinem za ptitomnosti chloridu fosforitého. Z funkénich derivati

kyseliny salicylové se pro syntézu pouZivaji chloridy nebo estery’.
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Nedavno byla popsdna metoda “solvent-free” syntézy salicylanilidi reakci esteru
kyseliny salicylové s aniliny v mikrovinném reaktoru®,

Pro syntézu salicylanilidd jsem zvolila reakci substituované salicylové kyseliny
s prislusnym anilinem a chloridem fosforitym v prostfedi chlorbenzenu. Vyhodou
chlorbenzenu je snadnd izolace produktu.Jako reakéni prostiedi se mohou pouZit i jind
rozpoustédla (napt. toluen, xylen, pyridin). Ackoli se pyridin jevi jako vhodné prostiedi,
protoZe véZe vznikajici chlorovodik, nevyhodou je pracnéjsi izolace salicylanilidu z

reakéni smési.



4.2 Metody studia antioxidalni aktivity

Metody pritkazu antioxidagni a antiradikalové aktivity spocivaji ve schopnosti
analytu vychytavat VR. Ty jsou v reakéni smési syntetizovany nebo se piidavaji. Obvykle
se studuje antioxida¢ni aktivita proti nékterym z téchto radikal:
1. kyslikové VR - reaktivni formy kysliku — ROS ( hydroxyl, peroxyl, superoxid)
2. reaktivni formy dusiku - RNS (oxid dusnaty a jeho metabolity)
3. syntetické VR - DPPH, ABTS, galvinoxyl

Ke stanoveni antioxidaéni a antiradikalové aktivity se vyuZivaji rizné metody, a to jak in

vivo, tak in vitro.

Metody stanoveni antioxida&ni a antiradikalové aktivity v podminkach in vitro*”:

e metoda zaloZend na inhibici oxidace kyseliny linolové

¢ Fentonova reakce

¢ reakce s guajakolperoxidazou

¢ metoda blednuti B - karotenu

¢ inhibice redukce cytochromu C II1

¢ inhibice kyseliny mocové

* inhibice aktivity praseli pankreatické elastazy

e reakce s DPPH radikalem

e reakce s DMPD radikalem (N,N-dimetyl-p-phenylendiamin}

¢ reakci s ABTS radikalem (2,2'-azinobis(3-etylbenzthiazolin-6-sulfonat))

e metoda zaloZena na oxidaci dihydro-2,7-dichlorofluoresceinu ABAPem (2,2-azobis(2-
amidopropan))

¢ chemiluminiscenéni a fotochemiluminiscenéni metody

o clektronova spinova resonanéni spektroskopie (ESR)

V mé bakalaiské praci jsem ke stanoveni antiradikalové aktivity latek ze skupiny

salicylanilidii pouzila dvé zakladni metody pro stanoveni této aktivity. Jsou to reakce

s radikalem DPPH a Griessova reakce.




Metoda vyuZivajici radikal difenylpikrylhydrazyl — DPPH’

Metoda spociva v reakci analyzovaného vzorku se syntetickym radikalem DPPH
(1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl, tj. 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) za vzniku
DPPH-H' (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazinu). Reakce je sledovéana spekirofotometricky pfi

A= 517 nm. M&i se pokles absorbance DPPH v zévislosti na koncentraci vzorku.

Metoda vyuZivajici Griessovu reakei'®

B&né uzivana nepfima metoda na stanoveni reaktivnich forem dusiku. Metabolity NO
v organismu jsou nitraty a nitrity. Griessova reakce je zaloZena na spektrofotometrickém
stanoveni dusitanii po diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-(|-naftyl)ethylendiaminem.

ME&ii se absorbance pfi 540 nm.



5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. PFiprava salicylanilidi

Do 250 ml Erlenmayerovy baiiky s magnetickym michadlem jsem pfedlozila 0,02
mol substituované Kyseliny salicylové, 0,02 mol substituovaného anilinu a 150 ml
chlorbenzenu. Pfi laboratorni teploté jsem pfikapala 0,01 mol (2,5 ml) chloridu fosforitého
a reakéni smés jsem udrzovala za stdlého michani pod zpé€tnym chladi¢em v mikrovinném
reaktoru pii vykonu 600 W po dobu 15 minut. Pritbéh reakce jsem sledovala pomoci TLC
na Silufolu UV 254/366. Jako mobilni fazi pro TLC jsem pouZivala smés aceton-
petrolether 1:4. Po skoneni reakce jsem chlorbenzen odddestilovala a produkt Cistila
krystalizaci ze smési ethanol-voda.

Reakéni schéma:

') =
_R2
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1a; R' = 3,5-Cl,,R? = 3,4-Cl,
1b; R' =3,5-Br, R*= 4-Br
le; R'=4-Cl 4R =-Cl
Teploty tani jsem méfila na Koflerové bloku a nekorigovala jsem je. Vzorky

k analyze jsem susila 24 hodin nad oxidem fosfore&nym pii tlaku 66 Pa a teploté 61°C.

Infradervena spektra méfila pani I. Vencovska v tabletach bromidu draselného na pfistroji
NICOLET IMPACT 400.

Pripravené salicylanilidy:

3,3",4",5-tetrachlorsalicylanilid (1a). T.t. 149-150 °C (lit."' t.t. 149-151 °C); vytézek 75 %,
IC: v (C=0)=1635cm’’

3,4’,5-tribromsalicylanilid (1b). T.t. 227-228 °C (lit." t.t. 225-227 °C); vytézek 69 %, IC: v
(C=0)= 1649 cm"

4,4*-dichlorsalicylanilid (1c). T.t. 221-223 °C (lit.'> t.t. 223 °C); vytézek 68 %, 1C: v (C=0)
= 1609 cm”'
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5.2 Hodnoceni antiradikdlové aktivity

K hodnoceni antiradikalové aktivity jsem pouZila sérii 5 salicylanilidu. Slouceniny
1a, 1b a lc jsem piipravila (odst. 5.1). Slouceniny 1d (4’-fenylaminosalicylanilid) a le
(4 -isohexylaminosalicylanilid) nam byly poskytnuty Ing. M. Meéiarovou, PhD. z katedry
organické chemie Piirodovédecké fakulty Univerzity Komenskeho v Bratislavé®. Ostatni

chemikalie byly zakoupeny od firem Merck a Sigma-Aldrich.

52.1. DPPH TEST"

Roztoky testovanych latek (koncentrace jsou uvedeny v tabulkach 1-6) jsem
pripravovala v 96% ethanolu. Roztok DPPH jsem pfipravila nafedénim 4,1 mg DPPH do
25 ml 96% ethanolu. 1,4 ml vzorku jsem smichala v kyveté pro spektrofotometr 5 0,1 ml
roztoku DPPH a po 10 minutach stani jsem méfila absorbance pii 517 nm. Slepé vzorky
jsem pfipravovala z 1,4 ml vzorku smichanim s 0,1 ml 96% ethanolu. Stejnym zplisobem
jsem stanovila antiradikalovou aktivitu kyseliny kavove. Hodnoty prumérnych absorbanci
uvedené v tabulkach 1-6 jsou aritmetickym prumérem tii méfeni (od kazdé koncentrace

byly proméfeny tfi vzorky a ti slepé vzorky).

5.2.2. GRIESSOVA REAKCE"

Roztoky testovanych latek (koncentrace jsou uvedeny v tabulkich 7-12) jsem
pfipravovala v ethanolu 96%. Roztok pentakyano-nitrosozelezitanu  disodného
okoncentraci 0,1 mol/l jsem ptipravila rozpusténim Nay{Fe(CN)sNO].2H,O ve
fosfatovém pufru 7,4 (CsL4). Griessovo &inidlo jsem pFipravovala smichanim 100 ml 1%
roztoku sulfanilamidu v 2% kyseliné fosforeéné a 100 ml 0,1% roztoku N-(1-
naftyl)ethylendiaminu v ve fosfatovém pufru 7,4 (CsL4).

0,9 ml vzorku jsem smichala v kyveté¢ pro spektrofotometr s 0,1 ml roztoku
pentakyano-nitrosoZelezitanu disodného a inkubovala 60 minut pfi 25 °C. Potom jsem
pfidala 0,5 ml Griessova ¢inidla a po 10 minutach stani jsem méfila absorbanci pfi 546

nm. Hodnoty primérych absorbanci uvedené v tabulkdch 7-12 jsou aritmetickym

primérem tfi m&Feni (od kazdé koncentrace byly promé&teny ti vzorky a téi slepé vzorky).



6. VYSLEDKY

6.1 Vysledky hodnoceni antiradikdlové aktivity

6.1.1 VYSLEDKY TESTU DPPH

Tabulka 1 Vysledky testu DPPH pro 3,3",4",5-tetrachlorsalicylanilid (1a)

Primérna Prumérna Primérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/l] (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)
5 0,203 0,01 0,193
2,5 0,209 0,002 0,207
1,79 (0,205 0,008 0,197
1,43 0,208 0,008 0,2
1,07 0,187 -0,004 0,191
0,71 0,179 0,008 0,171
0,54 0,192 0,004 0,188
0,5 0,208 -0,005 0,213
0,32 0,255 0,007 0,248
0,29 0,199 -0,006 0,205
0,25 0,197 -0,006 0,203
0,21 0,195 0,007 0,188
0,14 0,233 0,006 0,227
0,11 0,296 0,006 0,29
0,07 0,26 -0,007 0,267
0,04 0,26 -0,007 0,267
0 (0,295 0,001 0,294
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Tabulka 2 Vysledky testu DPPH pro 3,4",5-tribromsalicylanilid (1b)
Primérna Primérna Primérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ {mmol/l] (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)

4,98 0,233 0,015 0,218
2,49 0,242 0,018 0,224
1,78 0,245 0,016 0,229
1,42 0,24 0,006 0,234
1,07 0,249 0,012 0,237
0,71 0,257 0,007 0,25
0,53 0,257 0,012 0,245
0,50 0,255 0,003 0,252
0,32 0,245 0,003 0,242
0,28 0,248 0 0,248
0,25 0,25 -0,001 0,251
0,21 0,249 0,004 0,245
0,14 0,251 0,001 0,25
0,11 0,251 -0,002 0,253
0,07 0,249 -0,001 0,25
0,04 0,25 0,001 0,249

0 0,252 -0,002 0.254




Tabulka 3 Vysledky testu DPPH pro 4,4‘-dichlorsalicylanilid (1¢c)
Prumérna Primérna Primérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/l} (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)

5,03 0,117 -0,003 0,12
2,52 0,153 -0,002 0,155
1,80 0,143 0,011 0,132
1,44 0,145 0,012 0,133
1,08 0,167 0,006 0,161
0,72 0,146 0,007 0,139
0,54 0,174 0,012 0,162
0,50 0,2 0,006 0,194
0,32 0,221 0,01 0,211
0,29 0,224 0,006 0,218
0,25 0,219 0,006 0,213
0,22 0,21 0,006 0,204
0,14 0,244 0,003 0,241
0,11 0,242 0,011 0.231
0,07 0,235 0,004 0,231
0,04 0,245 0,011 0,234

0 0,309 -0,002 0,311




Tabulka4  Vysledky testu DPPH pro 4’-fenylaminosalicytanilid (1d}
Primérna Primérna Primérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/ (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)

0,95 0,048 0,014 0,034
0,48 0,058 0,01 0,048
0,34 0,048 0,009 0,039
0,27 0,04 0,009 0,031
0,20 0,046 -0,004 0,05
0,14 0,048 0,008 0,04
0,10 0,043 0,006 0,037
0,10 0,042 0,006 0,036
0,06 0,048 -0,001 0,049
0,05 0,037 0,002 0,035
0,05 0,041 -0,005 0,046
0,04 0,052 0,006 0,046
0,03 0,052 -0,003 0,055
0,02 0,066 0,001 0,065
1,36e-02 0,111 0,005 0,106
9,53e-03 0,147 0,008 0,139
8,17e-03 0,16 0 0,16
6,81e-03 0,179 0,003 0,176
5,45e-03 0,2 0,003 0,197
4,10e-03 0,23 0,004 0,226
2,72e-03 0,262 0,006 0,256
2,04e-03 0,274 0,004 0,27
1,36e-03 0,277 0,005 0,272
0 0,32 -0,004 0,324




Tabulka 5 Vysledky testu DPPH pro 4’-isohexylaminosalicylanilid (1e)
Primérna Pramérna Prumérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/l] (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)
0,99 0,028 0,007 0,021
0,50 0,033 0,014 0,019
0,35 0,038 0,005 0,033
0,28 0,028 -0,002 0,03
0,21 0,029 0,003 0,026
0,14 0,034 0,007 0,027
0,11 0,036 0,002 0,034
0,10 0,029 0,011 0,018
6,38e-02 0,047 0,01 0,037
5,67e-02 0,042 0,003 0,039
4,96e-02 0,048 0,007 0,041
4,25e-02 0,044 0,007 0,037
2,83e-02 0,086 0,003 0,083
2,13e-02 0,101 0,003 0,098
1,42e-02 0,129 0,008 0,121
9,92e-03 0,144 0 0,144
8,50e-03 0,163 0 0,163
7,10e-03 0,187 0,001 0,186
7,09¢-03 0,21 -0,001 0,211
5,67e-03 0,232 -0,003 0,235
4,25e-03 0,27 0,007 0,263
2,83e-03 0,277 0,001 0,276
2,13e-03 0,296 0,005 0,291
1,42e-03 0,311 0,001 0,31
0 0,325 0,006 0,319

18




Tabulka 6  Vysledky testu DPPH pro kyselinu kavovou

Primérna Prumérna Prumérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/l] (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)
0,06 0,022 -0,008 0,03
0,04 0,023 0,002 0,021
0,03 0,025 0,003 0,022
0,02 0,026 0,007 0,019
1,71e-02 0,032 0,007 0,025
1,43e-02 0,037 -0,004 0,041
1,14e-02 0,065 0,002 0,063
8,57e-03 0,103 -0,002 0,105
5,71e-03 0,158 -0,004 0,162
4,29e-03 0,19 0 0,19
2,86e-03 0,215 0,002 0,213
2,00e-03 0,244 -0,002 0,246
1,43e-03 0,261 -0,001 0,262
1,14e-03 0,274 0 0,274
8,57e-04 0,278 -(,005 0,283
5,71e-04 0,268 -0,006 0,274
2,86e-04 0,291 0,002 0,289
0 0,291 0 0,291




6.1.2 VYSLEDKY GRIESSOVY REAKCE

Tabulka 7 Vysledky Griessovy reakce pro 3,3°,4",5-tetrachlorsalicytanilid (1a)

Pramérna Primérna Prumérna
Koncentrace absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/1] (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)
4.9 0,337 0,023 0,314
2,72 0,351 0,014 0,337
1,09 0,417 0,027 0,39
0,54 0,432 0,01 0,422
0,49 0,439 0,013 0,426
0,44 0,446 0,02 0,426
0,38 0,448 0,014 0,434
0,33 0,465 0,009 0,456
0,27 0,461 0,02 0,441
0,22 0,495 0,035 0,46
0,16 0,497 0,049 0,448
0,11 0,522 0,021 0,501
5,44e-02 0,509 0,02 0,489
0 0,525 0 0,525

20




Vysledky Griessovy reakce pro 3,4°,5-tribromsalicylanilid (1b)

Tabulka 8
Priumérna
Primérna Primérna absorbance
Koncentrace absorbance absorbance | (rozdil Avz-
¢ [mmol/l] (vzorek) (slepy vz.) Asl)
0,56 0,606 0,033 0,573
0,50 0,581 0,028 0,553
0,45 0,569 0,023 0,546
0,39 0,645 0,025 0,62
0,33 0,608 0,027 0,581
0,28 0,547 0,034 0,513
0,22 0,568 0,075 0.493
0,17 0,793 0,032 0,761
0,11 0,82 0,042 0,778
5,58e-02 0,728 0,109 0,619
0 0,525 - 0,525
Tabulka 9 Vysledky Griessovy reakce pro 4,4°-dichlorsalicylanilid {1¢)
Primérna
Primérna Primérna | absorbance
Koncentrace absorbance absorbance | (rozdil Avz-
¢ [mmol/1} (vzorek) (slepy vz.) Asl)
0,50 0,46 0,051 0,409
0,44 0,455 0,028 0,427
0,39 0,481 0,068 0,413
0,33 0,499 0,082 0,417
0,28 0,452 0,019 0,433
0,22 0,455 0,012 0,443
0,17 0,517 0,018 0,499
0,11 0,565 0,031 0,534
5,51e-02 0,563 0,076 0,487
0 0,553 - 0,553
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Tabulka 10 Vysledky Griessovy reakce pro 4'-fenylaminosalicylanilid (1d)

Primérna Prumérna Prumérna
Koncentrace| absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/1] (vzorek) (slepy vz.) | (rozdil Avz-Asl)
0,95 0,115 0,011 0,104
0,42 0,188 0,008 0,18
0,21 0,232 0,013 0,219
0,11 0,354 0,01t 0,343
9,53e-02 0,37 0,016 0,354
8,47e-02 0,394 0,013 0,381
6,35e-02 0,451 0,014 0,437
424e-02 0,49 0,009 0,481
3,18e-02 0,516 0,008 0,508
2,12e-02 0,546 0,001 0,545
1,10e-02 0,556 0 0,556
9,53e-03 0,55 0,002 0,548
8,47¢-03 0,61 0,014 0,596
7,41e-03 0,621 0,012 0,609
6,35e-03 0,631 0,014 0,617
4,24e-03 0,645 (0,009 0,636
3,18e-03 0,602 0,005 0,597
2,12e-03 0,672 0,008 0,664
0 0,718 - 0,718




Tabulka 11 Vysledky Griessovy reakce pro 4 -isohexylaminosalicylanilid (1e)

Prumérna Primérna Prumérna
Koncentrace| absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/l] (vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)
0,99 0,215 0,007 0,208
0,44 0,189 0,005 0,184
0,22 0,213 0,008 0,205
0,11 0,211 0,007 0,204
9,92e-02 0,202 0,005 0,197
8,82e-02 0,214 0,002 0,212
7,72e-02 0,205 0,006 0,199
6,61e-02 0,262 0,006 0,256
4,41e-02 0,334 0,009 0,325
3,31e-02 0,388 0,007 0,381
2,20e-02 0,509 0,004 0,505
1,10e-02 0,65 0,005 0,645
9,92e-03 0,667 0,006 0,661
8,82¢-03 0,662 0,004 0,658
7,72e-03 0,665 0,005 0,66
6,61e-03 (0,69 0,004 0,686
4,41e-03 0,729 0,006 0,723
3,31e-03 0,736 0,004 0,732
2,20e-03 0,739 0,003 0,736
0 0,802 - 0,802
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Tabulka 12 Vysledky Griessovy reakce pro kyselinu kdvovou

Prumérna Prumérna Primérna
Koncentrace| absorbance absorbance absorbance
¢ [mmol/l] {(vzorek) (slepy vz.) (rozdil Avz-Asl)

0,21 0,14 0,034 0,106
0,18 0,153 0,039 0,114
0,16 0,149 0,027 0,122
0,14 0,154 0,029 0,125
0,11 0,157 0,026 0,131
0,09 0,166 0,026 0,14
0,07 0,22 0,053 0,167
0,05 0,24 0,039 0,201
0,02 0,299 0,026 0,273
0,02 0,32 0,026 0,294
1,82e-02 0,381 0,07 0,311
1,59¢e-02 0,348 0,008 0,34
1,37e-02 0,41 0,046 0,364
1,14e-02 0,42 0,028 0,392
9,11e-03 0,458 0,033 0,425
6,83e-03 0,513 0,039 0,474
4,56e-03 0,515 0,034 0,481
2,28e-03 0,537 0,042 0,495

2,05e-03 0,538 0,038 0,5
1,82e-03 0,543 0,038 0,505
1,59¢-03 0,558 0,038 0,52
1,37e-03 0,574 0,039 0,535
0 0,522 - 0,522
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7. DISKUSE A ZAVER

Predkladand bakaldfskd prace byla pilotni studii k vyzkumu antioxidaéni a
fototoxické aktivity salicylanilidi a podobnych latek. Tomu odpovidal vybér studovanych
derivatu. Jednalo se predevdim o dvé léfiva, dfive pouZivana v praxi (la, 3,3",4°,5-
tetrachlorsalicylanilid; 1b, tribromsalan). Skupina halogenovanych derivati byla doplnéna
o 4,4 -dichlorsalicylanilid (1c¢), tedy salicylanilid substituovany halogenem v jiné poloze
acylové ¢asti molekuly nez salicylanilidy pouzivané diive v mediciné. Ctvrtou latkou byl
4’-fenylamtnosalicylanilid (1d}, ktery byl v minulosti vyvinut a pouZivan jako primyslovy
antioxidant, a proto se dalo odekavat, Ze by mél vykazovat antiradikdlovou aktivitu
v pouzitych testech. Patou latkou ze série salicylanilidu byl analog sloueniny 1d. 4'-
Isohexylaminosalicylanilid (1e) je latka vyvijena jako antioxidant na Slovensku.

Halogenované salicylanilidy jsem ptipravila reakci substituované salicylové
kyseliny s pfisluinym anilinem a chloridem fosforitym v prostfedi chlorbenzenu
v mikrovinném reaktoru. Latky 1d a le jsme obdrzeli od Ing. M. Meciarové, PhD.
z katedry organické chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Komenského v Bratislavé.

V této prvotni studii byly uZity pouze b&zné obecné screeningové metody. Cilem
bylo na malé sérii salicylanilidd provést hodnoceni antiradikalové aktivity salicylanilidu
pomoci dvou zakladnich testl, a to reakei se syntetickym radikdlem DPPH a Griessovou
reakci. Hodnoty ECsg a korelaéni koeficienty byly vypocteny pomoci nelinedarni regresni
analysy sigmoidni ,,dose-response® kiivky zavislosti absorbance na dekadickém logaritmu

koncentrace testované latky'>'®.

Tabulka 13 Statistické hodnoceni reakce s DPPH'>'®

Latka ECsp R’
[mmol/l]

1a a -

1b 37,22 0,8797

1c 0,56 0,9037

1d 6,68x 10E-3 0.9936

le 8,63x10E-3 0,9930
Kavova kyselina 5,64x10E-3 0,9932

a EC 50 nebylo moZno stanovit kvili $patné rozpustnosti slouéenin
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Tabulka 14 Statistické hodnoceni Griessovy reakce'>'®

Latka ECso R’
[mmol/1]

1a a -

1b a -

lc a -

1d 0,11 0,9830

le 0,03 0,9841
Kévova kyselina 0,02 0,9968

a EC 50 nebylo mozno stanovit kvili $patné rozpustnosti sloucenin

Vobou pouzitych testech vykédzala nejvyssi antiradikalovou aktivitu kyselina
kavova, ktera slouZila jako pozitivni kontrola. Srovnatelna aktivita byla nalezena u latek 1d
a le. Ostatni slouceniny (1a-1¢) byly vyrazné méné G&inné nebo nevykazaly zadny efekt.

Je v8ak nutné brat v Gvahu i pouZitou metodiku testovani. V této prvotii pilotm
studii byly uZity pouze b&zné obecné screeningové metody. Halogenované salicylanilidy
v téchto hydrofilnich systémech nemohly projevit pln& sviij mozny antioxidagni potencial.
Pfedmétem dal3iho zkoumani by proto méla byt jejich mozn4 aktivita v lipofilnim prostiedi
ve kterém maji lep$i rozpustnost. Tato viastnost by mohla byt vyhodna v protekci
oxidagniho poskozeni biologickych membrén. Souéasna b&#né pouzivana antioxidancia
jako kyselina askorbova, hydroxyderivaty kyseliny skoficové nebo benzoové a flavonoidy
jsou zna¢né hydrofilni. Jedinymi b&né pouzivanymi lipofilnimi scavengery kromé
tokoferolu jsou karotenoidy, které viak vykazaly moznou pozitivni korelaci s vyssi
incidenci tvorby nékterych nadorovych onemocnéni®. Z tohoto hlediska by byl vyvoj
lipofilni antioxida¢ng dostatecng aktivni latky jednoznagnym p¥inosem.

Prace bude souéasti publikace v odborném tisku.
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