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Uvod

Hypertenzia je jednym z najcastejSich ochoreni kar-
diovaskularneho systému. Postihuje priblizne 20 % popu-
lacie v rozvinutych krajinich a jej prevalencia sa zvySuje s
vekom. Dlhodobo neliecena hypertenzia vedie k rozvoju
aterosklerézy, poskodeniu vnutornych organov a vyrazne
zvySuje riziko infarktu myokardu a cievnej mozgovej pri-
hody. Utinna antihypertenzna terapia znizuje morbiditu
i mortalitu a zvySuje kvalitu zivota chorych. K normaliza-

Schéma 1

cii krvného tlaku sa pouzivaju lieCiva réznych farmakolo-
gickych skupin, a to bud’ samostatne alebo v kombinécii'.
U pacientov s rozvijajucim sa kombinovanym poskodenim
organizmu je efektivnou a tiez ekonomickejSou alternati-
vou pouzitie dudlnych lieciv — latok, ktoré posobia niekol-
kymi mechanizmami G¢inku sucasne. Posobenie zaroven
na réznych miestach organizmu sposobuje GcinnejSie zni-
zenie krvného tlaku a v niektorych pripadoch moze viest’
aj ku znizeniu neziaducich G¢inkov.

V poslednych rokoch sa dostdva do popredia tiez
uloha reaktivnych foriem kyslika a dusika (RONS
z anglictiny ,reactive oxygen and nitrogen species®)
v patogenéze hypertenzie. RONS sa podiel’ajii na poruseni
funkcie endotelu, podielajii sa na rozvoji aterosklerdzy
a ischemicko-reperfuznom poskodeni tkaniv?~. U hyperto-
nikov boli zaznamenané tiez znizené koncentracie priro-
dzenych antioxidantov (vitamin E) a znizena aktivita anti-
oxidac¢nych enzymov (superoxiddismutdza, glutationpero-
xidaza)’. Kombinacia s antioxidantami alebo priamo anti-
hypertenziva so schopnost'ou zha§at’ RONS by preto mohli
byt v dlhodobej antihypertenznej terapii vel'mi perspektiv-
ne.

Niektoré derivaty propafenonu su biologicky aktivne
zliCeniny s vyznamnou negativnou inotropnou a antidys-
rytmickou ucinnostou aslabym lokalne anestetickym
efektom’. V tejto praci Studované latky napodobiiuju do
urcitej miery Struktiru propafenonu s vytvorenim rigidne-
ho benzofuranového skeletu, ktory, ako sa ukazalo v tes-
toch hypotenzivnej aktivity, nepdsobi dysterapeuticky.
Naopak v poslednom obdobi sa objavuju aj derivaty ben-
zofuran-2-yl-etanolaminu, ktoré sa postupne dostavaji do
klinickej praxe ako napriklad bufuralol®’.

V naviznosti na predchadzajuce stadie in vivo antira-
dikalovej aktivity'’, v tejto praci su $tudované (in vitro)
antioxida¢né vlastnosti Styroch potencidlnych antihyper-
tenziv s dudlnym tcinkom (Schéma 1).

Cielom prace bolo zistit’ schopnost’ vychytavat’ nie-
ktoré druhy radikadlov: 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
(DPPH), hydroxylovych (HO") a superoxidovych aniéno-
vych radikalov (03") vys$8ie uvedenymi zlu¢eninami.

I: Ry =CH,, R, = 4-fludrfenyl
II: Ry =CH,CHs, R, = 4-fludrfenyl
lII: Ry = CHj, R, = 2-fluérfenyl
IV: R, = CH,CHs, R, = 2-fludrfenyl



Chem. Listy 101, 60—64 (2007)

Material a metédy
Chemikalie a pristroje

Metanol, 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH), 5,5-
-dimetyl-1-pyrrolin-N-oxid (DMPO), sodna sol’ B-nikotin-
amid adenin dinukleotid fosfatu (NADH), 2-merkapto-
etanol, D,O a dimetylsulfoxid—ds (DMSO- ds) boli od
firmy Sigma-Aldrich Ltd. Peroxid vodika, EDTA a MnCl,
boli od firmy Lachema CR. Absorpéné spektra boli snima-
né pristrojom Specord UV-VIS (Carl Zeiss Jena, Germa-
ny). Spektrd elektronovej paramagnetickej rezonancie
(EPR) boli zaznamendvané pristrojom ERS 230 (ZWG
Akad. Wiss. Berlin, Germany), ktory pracuje v pasme X
(~ 9,3 GHz), pri modula¢nej amplitade 0,1 mT, a mikrovl-
nom vykone 5 mW. NMR spektra boli zaznamenané pri-
strojom Bruker Avance 300 (Bruker, USA) s pracovnou
frekvenciou 300 MHz. Potencialne antihypertenziva s du-
alnym uginkom boli syntetizované na Ustave chemickych
liegiv, Farmaceutickej fakulty VFU Brno''.

Vychytavanie DPPH radikéalov

Do 100 pmol dm™ metanolového roztoku DPPH sa
pridavali r6zne mnoZzstva testovanych latok, ¢im docha-
dzalo k poklesu intenzity absorpéného pasu pri 517 nm.
Z lineédrnej zavislosti tohto poklesu od koncentracie boli
vypocitané hodnoty SCs, t.j. koncentracia, pri ktorej do-
chéadza k 50% poklesu sledovanej absorpcie.

Vychytavanie hydroxylovych radikalov

Ako zdroj HO' radikalov bol pouzity samovolny roz-
pad peroxidu vodika pri 25 °C.

H202 — 2HO’

Pretoze HO' radikaly maja velmi kratku dobu Zivota,
nemodzu byt zaregistrované beznym EPR spektrometrom
s kontinualnym vysokofrekvenénym Ziarenim, musia sa
preto stabilizovat’ pomocou spinovej pasce. Po zachyteni
HO'’ spinovou pascou DMPO vznikne ich adukt, ktorého
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doba zivota je niekol'ko desiatok minut, takze moézu byt
Pahko zaznamenané pomocou bezného EPR spektrometra.
Reakény roztok obsahoval 0,05 mol dm™ DMPO,
0,05 mol dm™ H,0, a nasyteny roztok Studovanej zluceni-
ny. Intenzita EPR signalu bola zaznamenavana vzdy po
20 min po pridani H,O,.

Vychytavanie aniono-
vych radikalov

superoxidovych

Generovanie superoxidovych anionovych radika-
lov O3°prebiehalo v sulade s pracou Paoletti a spol. (1990)
(cit.'?), t,j. oxidaciou NADH (5 mmol dm™) molekulovym
kyslikom, ktory bol pritomny vo fosfatovom tlmivom roz-
toku (pH7,4) v pritomnosti EDTA (2,2 mmol dm™)
a MnCl, (1,1 mmol dm ) za katalytického u¢inku merkap-
toetanolu (1 mmol dm™). V tychto experimentoch boli
pouzite tiez nasytené roztoky studovanych zlicenin, preto-
ze ich rozpustnost' vo vode je relativne nizka. Reakcia
bola odstartovana pridanim merkaptoetanolu a bola spre-
vadzana poklesom absorp¢ného pasu pri 340 nm. Intenzita
tohto pésu bola zaznamenévand vzdy po 20 min po pridani
merkaptoetanolu.

Vysledky a diskusia

Antioxidacné vlastnosti Studovanych latok st prezen-
tované v tabulke I.

Zistili sme, ze Studované zluceniny st schopné likvi-
dovat’ DPPH radikély, ich G¢innost je vSak podstatne slab-
Sia (68 500—118 000 krat) ako je Gc¢innost’ znameho antio-
xidantu vitaminu C (SCso= 2,21 pmol dm’3)'3, pricom
ucinnejsie su 4-fluorfenylové derivaty ako 2-fludrfenylové
derivaty. Tato skutoc¢nost’ moéZe byt zaprifinend tym, Ze
zanik DPPH radikalu sposobuje zachytenie radikalu vodi-
ka, ktory poskytne antioxidant podla Schémy 2. Slabsia
schopnost  vychytavania DPPH radikalov 2-fluor-
fenylovymi derivatmi je pravdepodobne spdsobena silnejsie
viazanym vodikom na hydroxylovej skupine v 2-fludr-

Tabulka I
Antioxidac¢né vlastnosti latok / az IV
Zlucenina SCso % inhibicie Ey ER Oni7 Or

[mmol dm]/R? pre DPPH HO' [kJ mol™!] [kJ mol™!]

radikalov

I 144,0/0,955 * 5,674 253,788 -0,226 -0,109
1 163,8/0,921 * 6,209 253,747 -0,226 -0,109
I 229,3/0,994 33,2 6,034 254,289 -0,223 -0,104
Vi 248,3/0,925 74,1 6,365 253,996 -0,222 -0,104

Ey je energia intramolekulovej vodikovej vizby OH skupiny s furanovym kyslikom, Ey je energia tvorby radikalu odtrhnu-
tim vodika z OH skupiny, Ox;7 je ndbojova hustota na atome dusika v piperazinovom kruhu, na ktory je naviazany fluorfe-
nyl, Or je nabojova hustota na fludre, * zli¢eniny stimulujice tvorbu HO' radikalov



Chem. Listy 101, 60—64 (2007)

NO, NO,
A Ph /Ph
NO; N—N +H  — NO; "\J*N
Ph H Ph
NO, NO,

Schéma 2

fenylovych derivatov ako v 4-fluérfenylovych derivatov.
Tento predpoklad sa potvrdil, ked’ sme pomocou kvanto-
vochemickej metody AM1'*" vypogitali energie intramo-
lekulovej vodikovej vizby (Ey) OH skupiny s furanovym
kyslikom a energie tvorby radikalu (£R) odtrhnutim vodika
z tejto OH skupiny (vid’ tab. I).

Test na vychytavanie O3° radikalov ukazal, Ze vSetky
Studované zluceniny pdsobili prooxidacne, t. j. urychlovali
vznik 03" radikalov, dokonca pdsobili ako katalyzator ge-
nerovania O3 radikalov v NADH roztoku bez pritomnosti
merkaptoetanolu.

Na obr. 1 st prezentované EPR spektrd spinovych

kontrola

m

332 334 336 338 340
magnetickad indukcia[m T]

Obr. 1. EPR spektra spinovych aduktov DMPO s HO' radikal-
mi vo vode avodnych nasytenych roztokoch Studovanych
latok

Schéma 3
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aduktov DMPO s HO® radikdlmi tak bez ako aj
v pritomnosti Studovanych latok. Spektrum pozostdva zo
Styroch Ciar hyperjemnej Struktiry s pomerom intenzit 1 :
2 : 2 : 1 (konStanty hyperjemnej interakcie st Ax = Ay =
1,48 mT), s g = 2,0048. Takéto EPR spektrum je typické
pre spinovy adukt DMPO s HO' (cit.'®). Z tohto obrazku je
vidiet’, ze z hl'adiska vychytavania hydroxylovych radika-
lov st G¢inné iba zluCeniny I/II a IV, t.j. 2-fludrfenylové
derivaty, zatial’ ¢o 4-fluérfenylové derivaty (I a II) naopak
naznacuju zvySent tvorbu HO® radikalov (tab. I, 3. stipec).
Predpokladame, Ze zachyt HO' radikalov prebicha cez
interakciu piperazinového dusika Nj;, na ktorom je navia-
zany fluorfenyl podl'a Schémy 3.

Tento predpoklad sa zda byt vel'mi pravdepodobny,
lebo vysvetl'uje aj skutocnost, preco 2-fludrfenyl derivaty
vychytavaju HO' radikaly, zatial’ ¢o 4-fludrfenyl derivaty
posobili prooxidacne, t.j. stimulovali vznik HO" radikélov.
Vychytavanie HO" radikalov si mozZno vysvetlit’ nasledov-
nou uvahou: fluor v polohe 2 pdsobi ako ,,navigator” pre
HO'’ radikaly v dosledku vodikovej vizby medzi fluérom,
ktory nesie zaporny naboj (tab. I) a vodikom z HO" radika-
lu pri jeho zachyteni na dusik N;; v piperazinovom kruhu.
Tato skutocnost’ potvrdzuji NMR spektra proténov zlice-
ny Il v DMSO-ds, kde v 'H-NMR a >C-NMR spektrach
tychto zlucenin po pridani peroxidu vodika boli pozorova-
né vyrazné zmeny v chemickom posune CH, skupin
v piperazinovom kruhu a v '"N-NMR spektrach tiez zmeny
v chemickych posunoch Nj; a Ny (tab. II).

Chemické posuny, ppm, v'H-NMR, v DMSO-ds,
relat. TMS, bez aplikacie H,O,, 11,37 bs, 1H,011-H,
7,60dd, J,=7,5Hz, J,=15Hz, 1H,C9-H, 7,534,
J=7,5Hz, 1H,C6-H, 7,33tt, J,=7,5Hz, J,=1,5Hz
1H,C7-H, 7,27 tt, J,=7,5 Hz, J,=1,2 Hz, 2H,C22,24-H,
7,27tt, J,=7,5Hz, J,=15Hz, 1H,C8-H, 7,02dd,
J.=17,5Hz, J,=1,2 Hz, 2H,C21,25-H, 6,87 tt, J,= 7,5 Hz,
J,=12Hz, 1H,C23-H, 5,74 bs, H', 5,67 dd, J,= 10,3 Hz,
J,=2,3Hz, 1H,C10-H, 3,91d, J=10,8 Hz, 1H,C15-H,,
3,83d, J=10,8Hz, 1H,C16-H,, 3.,83d, J=10,8 Hz,
1H,C18-H,, 3,70t, J=10,3Hz, 1H,CI3-H,, 3,68d,
J=10,8 Hz, 1H,C19-H,, 3,50d, J=10,3 Hz, 1H,C13-H,,
3,32d, J=10,8Hz, 1H,C15-H,, 3,30d, J=10,8 Hz,
1H,C19-H,, 3,27d, J=10,8Hz, 1H,C18-H,, 3,224,
J=10,8 Hz, 1H,C16-H,, 2,30s, 3H,C12-H, "*C-NMR,
153,24 C5, 151,08 C2, 149,38 C20, 129,24 C4, 129,08
C22,24, 124,65 C7, 122,54 C8, 120,10 C23, 119,76 C9,
115,97 C21,25, 112,02 C3, 110,91 C6, 59,89 C10, 58,80
C13, 51,96 Cl15, 50,86 Cl19, 4535 Cl16,18, 7,51
C12, 15N,/N-HMBC/, 61,90 N17, 50,84 N14.
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Tabulka IT
Rozdiely v chemickych posunoch zl¢eniny 171
Zmeny posunov 2H,C13-H 2H,C15-H 2H,C16-H 2H,C18-H 2H,C19-H 1H,C21-H 1H,C25-H
'H-NMR 0,66(a) 0,61(a) 0,57(a) 0,55(a) 0,38(a) 0,84 —-0,08
0,39(b) 0,40(b) 0,11(b) 0,33(b) 0,39(b)
BC-NMR 2,23 7,87 7,87 1,87 8,60 5,21 2,07
"N-NMR N14 N17
-56,36 -63,32

Chemické posuny, ppm, v'H-NMR, v DMSO-ds,
relat. TMS, po aplikacii H,O,, '"H-NMR, DMSO-dq, /po
aplikaci H,O,/, 7,86 dd, J,= 20,0 Hz, J,=2,4 Hz, 1H,C21-
H, 7,60t, J=79Hz, 1H,C22-H, 7,52dd, J,=7,3 Hz,
Jy=1,1Hz, 1H,C9-H, 7,42dd, J,=7,3 Hz, J,=1,1 Hz,
1H,C6-H, 7,26 tt, J,= 7,3 Hz, J,= 1,1 Hz, 1H,C7-H, 7,24 t,

J=79Hz, 1H,C24-H, 7,19tt, J,=7,3Hz, J,=1,1Hz,
1H,C8-H, 6,94dd, J,=7,9Hz, J,=12Hz, I1H,C25-H,
6,86tt, J,=79Hz, J,=12Hz, 1H,C23-H, 5,69,

J=13,0Hz, 1H,C10-H, 4,524, J=13,0 Hz, 1H,C15-H,,
440d, J=13,0Hz, 1H,C16-H,, 4,38d, J=13,0Hz,
1H,C18-H,, 436t, J=11,3Hz, 1H,C13-H,, 4,064,
J=13,0 Hz, 1H,C19-H,, 3,89 d, J=11,3 Hz, 1H,C13-H,,
3,72d, J=13,0Hz, 1H,C15-H,, 3.,69d, J=13,0Hz,
1H,C19-H,, 3,60d, J=13,0Hz, 1H,C18-H,, 3,33dd,
J,=13,0 Hz, J,=3,0 Hz, 1H,C16-H,, "*C-NMR, 154,89
C5, 150,47 C2, 149,20 C20, 132,47 C22, 130,82 C24,
130,48 C4, 126,59 C7, 124,30 C8, 122,68 C9, 121,48 C23,
121,18 C21, 118,04 C25, 115,01 C3, 112,52 C6, 61,03
C13, 60,74 C10, 59,83 C15, 59,46 C19, 47,33 C16, 47,22
C18, 8,42 C12, 15N/N-HMQC, n.p., N14, N17, 15N/N-
HMBC, —1,42 N17, -5,52 N14.

Zaver

Zo studia antioxidacnych vlastnosti Styroch derivatov
benzofuran-2-yletanolaminu bolo zistené, ze Studované
zliceniny vykazuju vel'mi Specifické redoxné vlastnosti:

—  maji vel'mi slabu G¢innost’ na vychytavanie DPPH
radikalov,

- testované latky superoxidové anidonové radikaly ne-
vychytavaja, naopak pdsobia prooxidacne t.j. zvysu-
ja tvorbu 03" radikalov.

- z hladiska vychytavania hydroxylovych radikalov
posobia v zavislosti na substitucii fludrfenylpiperazi-
novej Casti molekul, pricom antioxida¢nu aktivitu
vykazuju iba 2-fludrfenyl derivaty zatial’ ¢o 4-fluodr-
fenyl derivaty pdsobia prooxida¢ne, Predpokladany
mechanizmus reakcie hydroxylového radikalu, po-
tvrdeny NMR spektroskopiou, je zaloZzeny na inter-
akcii s neprotonizovanym atomom dusika N;; a sta-
bilizacii produktu vodikovou vézbou s atomom flud-
ru 2-fludrfenylového substituenta.
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F. Sersei®, D. Loss®, J. Csollei‘, I. Popa’, J. Van&o®,
and F. Gregan® (“ Institute of Chemistry, Slovak Academy
of Sciences, Bratislava, ® Department of Organic Chemis-
try, Faculty of Natural Sciences, Comenius University,
Bratislava, Slovak Republic, © Department of Chemical
Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical ~ Sciences, Brno, Czech Republic,
? Laboratory of Growth Regulators, Palacky University,
Olomouc, Czech Republic, © Department of Chemistry,
Faculty of Natural Sciences, Matej Bel University, Banska
Bystrica, Slovak Republic): Antioxidative Activity of
Potential Antihypertensives with Dual Effect

The antioxidative properties of four 1-(2-benzofuran-
2-yl-2-hydroxyethyl)-4-phenylpiperazines  were studied
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by indirect spectrophotometric and direct ESR spin-trap
methods. The radical scavenging activity of the tested
compounds was determined. The compounds exhibit inter-
esting structure-specific redox properties. Scavenging of
DPPH radicals gave very poor results. The studied com-
pounds did not affect the elimination of superoxide anion
radicals; however, they caused stimulation of O;° radical
production. The hydroxyl radicals, however, were scav-
enged only by 2-fluorophenyl derivatives, whereas the 4-
-fluorophenyl derivatives exhibited a slightly prooxidative
effect. The capture of HO radicals by 2-fluorophenyl de-
rivatives was, according to the results of NMR analyses,
attributed to the interaction with non-protonated piperazine
nitrogen atom, which is stabilized by the hydrogen bond
between the hydroxy group and fluorine atom.

17. seminar o separacni chemii a analyze toxickych latek

Termin: 18. — 20. ¢ervna 2007

Misto: Institut ochrany obyvatelstva, Na Luzci, L4zn€ Bohdane¢ (u Pardubic)

Seminat je poradan ve spolupraci s odbornymi skupinami jaderné chemie, toxikologické chemie
a analytické toxikologie pfi Ceské spolecnosti chemické

Seminar je zaméten na:

a)

stopovou analyzu radionuklidt, anorganickych a organickych toxickych latek v zivotnim

prostiedi, toxikologii a pfi havariich spojenych s vyronem nebezpecnych skodlivin,

b)
v zivotnim prostiedi a toxikologii,

c)
d)

nebezpecnych skodlivin,
analyzu toxinti a BBP.

metody separace a koncentrace isotopt, anorganickych a organickych toxickych latek

mobilni analyzu v toxikologii, kontrole zivotniho prostredi. a pti havariich spojenych s vyronem

Odborni garanti: doc. Ing. Véra Kiizova, DrSc., Vysoka $kola chemicko-technologické Praha, Ustav
analytické chemie, prof. Ing. Jifi Sevéik,DrSc., Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy Praha,

Katedra analytické chemie

Organizacni garant: RNDr. Bedfich Uchytil,CSc., Institut ochrany obyvatelstva,
e-mail: bedrich.uchytil@email.cz, mobil 724 355 197, pevna linka 950 860 134

Blizsi informace jsou dostupné na www.ioolb.cz.
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