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SOUHRN

Antiradikalova aktivita latek s potencidlnim ic¢inkem na kardiovaskularni systém

Po objeveni antioxida¢ni ochrany biologickych systéml se volné radikdly a jejich Géinky staly pred-
métem intenzivniho vyzkumu v procesu riznych typi onemocnéni. Price je zaméfena na studium
antiradikalové aktivity latek ze skupiny heteroarylethanolamint. Mistem pusobeni téchto latek je
kardiovaskuldrni systém, kde mohou vznikat endotelové dysfunkce, probihad oxidace cholesterolu
aj. Vysoce reaktivnim volnym radikdlem je oxid dusnaty (NO.), vznikajici endogenné pisobenim
enzymu NO-syntasy (NOS). Hlavnim rozkladnym produktem vodného roztoku oxidu dusnatého
jsou dusitany, které se v pritomnosti hemoproteind oxiduji aZ na dusi¢nany. Zakladni metodou
detekce oxida¢nich produktii oxidu dusnatého je Griessova metoda zaloZena na spektrofotometric-
kém stanoveni dusitand po diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-(1-naftyl)-etylendiaminem
s detekci v oblasti pfi 540 nm. Antioxidanty, latky, které organismus vyuzivd k neutralizaci nekte-
rych volnych radikald, reaguji na principu oxidace — redukce. Pro pritkaz antioxida¢ni aktivity byla
zvolena metoda bromometrie. V bromometrii po reakci bromidu a bromi¢nanu vznika elementarni
brom, ktery je vlastnim oxidacnim c¢inidlem. Tento vznikly brom se mtze, v naSich laboratornich
podminkéch, povaZovat za ,,volny radikdl” schopny oxidovat dal$i systémy. Na tomto modelu Ize
stanovit, jak velkou antioxida¢ni kapacitu ma sledovana latka. Obé metody byly porovnany s meto-
dou pro hodnoceni antiradikédlové aktivity pomoci stabilniho radikalu 2,2- difenyl-1-pikrylhydrazy-
lu (DPPH).
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SUMMARY

Antiradical activity of substances with a potential effect on the cardiovascular system

After the discovery of the antioxidant protection of biological systems, free radicals and their effects
became the subject of intensive research in the process of various types of diseases. The paper
focuses on the study of antiradical activity of substances from the group of
heteroarylethanolamines. The site of action of these substances is the cardiovascular system, where
endothelial dysfunctions may develop, oxidation of cholesterol takes place, etc. A highly reactive
free radical is dinitrogen oxide (NO.), developing endogenously by the action of NO-synthase
(NOS) enzyme. The principal disintegration product of an aqueous solution of nitrogen oxide are
nitrites, which in the presence of hemoproteins oxidize to produce nitrates. The principal method of
detection of the oxidative products of nitrogen oxide is the Griess method based on
spectrophotometric determination of nitrites after diazotation of sulfanilamide and copulation
with N-(1-naphthyl)-ethylene diamine with detection in the region at 540 nm. Antioxidants,
substances which the organism uses to neutralize some free radicals, react on the principle of
oxidation-reduction. The method of bromometry was selected to demonstrate antioxidative activity.
In bromometry, the reaction of bromide and bromate gives rise to elementary bromine, which is the
oxidative reagent itself. This developed bromine may, under our laboratory conditions, be
considered to be “a free radical” capable of oxidizing other systems. This model makes it possible
to determine how large the antioxidative capacity of the substance under study is. Both methods
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were compared with the method for the evaluation of antiradical activity by means of the stable

radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
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Uvod

Volné radikaly, jejich ucinky a antioxidacni ochrana
biologickych systémi se staly pfedmétem intenzivniho
vyzkumu v procesu riznych typi onemocnéni nejenom
kardiovaskularniho systému, vzniku aterosklerotickych
plakd, ale i diabetes mellitus a mnoha dalSich. Oxida¢ni
stres miZe byt vyvolan nedostate¢nou funkci bunécného
ochranného systému, ischémii (nedostatkem kysliku),
UV zafenim, metabolickym stresem, zanétem, otravou,
vékem nebo koufenim. Tyto zmény nasledné vedou napfi-
klad ke zvysenému ukladani cholesterolu do cévni stény
a k rozvoji druhotnych onemocnéni — napf. hypertenze V.

Prace je zaméfena na studium antioxidacni a antiradi-
kélové aktivity latek potencidln€ vhodnych pro pouZiti
v terapii hypertenze, ischemické choroby srdec¢ni
a infarktu myokardu ze skupin aryloxyaminopropanold,
heteroarylethanolamini a heteroarylethanonamini
s potencidlnim antiadrenergnim a antidysrytmickym
ucinkem. Mistem pulsobeni téchto latek je kardiovas-
kudarni systém, kde mohou vznikat endotelové dysfunkce
vlivem poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstraniova-
nim volnych radikald.

Oxid dusnaty (NO.) je vysoce reaktivnim volnym radi-
kélem, vznika endogenné piisobenim enzymu NO-synta-
sy (NOS) spolu s L-citrullinem z L-argininu. Ucastni se
regulace hemodynamiky, plsobi pfi neurotransmisi,
v modulaci zénétu aj. Hlavnim rozkladnym produktem
vodného roztoku oxidu dusnatého jsou dusitany, které se
v pritomnosti hemoproteini oxiduji az na dusi¢nany.
Latky reagujici s NO, kompetici s kyslikem, sniZuji pro-
dukei dusitant 2.

Tab. 1. 2-[4-(4-aryl)piperazin-1-yl]-1-(3-alkylbenzofuran —2-yl)

Griessova reakce je zdkladni metodou detekce oxidac-
nich produktli oxidu dusnatého. Je zaloZena na spektro-
fotometrickém stanoveni dusitan(l po diazotaci sulfanil-
amidu a kopulaci s N-(l-naftyl)ethylendiaminem
s detekci v oblasti pfi vinové délce 540 nm .

Vyznamné je postupné pridavani obou slozek Griesso-
va ¢inidla pro dosaZzeni maximalni citlivosti testu. Pokud
reaguje postupné kysely roztok sulfanilamidu a pak tepr-
ve stil N-(1-naftyl)ethylendiaminu je reakce témér tiikrat
citlivéjsi, nez v pfipadé, kdy se obé slozky smichaji pred
pfidanim do reak¢ni smési .

Antioxidanty, latky, které organismus vyuZziva k neu-
tralizaci nékterych volnych radikal, mohou reagovat na
principu oxidace — redukce. Pro prikaz antioxidacni
aktivity byla zvolena modifikovand analyticka oxida¢né-
redukéni metoda bromometrie, kdy reakénim Cinidlem je
brom ve stavu zrodu, vznikajici v kyselém prostiedi bro-
micnanu draselného za pfitomnosti bromidu draselného
jako urychlovace reakce. Touto reakci vznika elementar-
ni brom, z toho ndzev bromometrie, ktery je vlastnim
oxida¢nim Cinidlem a muazZe se, v naSich laboratornich
podminkach, povaZovat za ,,volny radikal* schopny oxi-
dovat dalsi systémy. Na tomto modelu lze stanovit, jak
velkou antioxida¢ni kapacitu ma sledovana latka .

Obé€ metody byly porovniny s metodou pro hodnoce-
ni antiradikdlové aktivity pomoci stabilniho radikdlu
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) ©.

Studované latky s pracovnimi nazvy 4/1M az 4/6M
a 4E/1 az 4E/6 byly syntetizovany dr. Kurfiirstem ? jako
potencidlni antagonisté -adrenergnich receptort. Jsou
to derivaty ze skupiny heteroarylaminoethanolu. Aro-
matickou casti je 3-alkylbenzofuran, bazickou pak aryl-

ethan-1-oly ve formé hydrochloridi

o OH \ @Rz
N N
CE/XV -
R1
Latka R! R? sumarni molekulova
vzorec hmotnost
4/1M CH.- 4-F C,H,N,OF 354,43
4/2M CH.- 2 -OCH, C,,H, N0, 366,46
4/3M CH,- 2-F C, H,N,OF 354,43
4/4M CH,- 2 -CH, C,H,.N,0, 350,46
4/5M CH;,- 3 -CF, C,H,.N,0 F, 404,44
4/6M CH.- -H C, H,)N,0, 336,44
4/1E C,H;- 4-F C,,H,N,0, 368,46
4/2E C,H;- 2 -OCH, C,;H, N0, 380,49
4/3E C,H;- 2-F C,,H,N,OF 368,46
4/4E CH.- 2 -CH, C,,H, N0, 364,49
4/5E CH.- 3 -CF, C,,H,.N.OF, 418,46
4/6E C,H;- -H C,,H,\N,0, 350,46
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piperazin. Oba fragmenty spojuje ethanolovy mustek.
Na tyto latky lze pohliZet jako na analogy aryloxyami-
nopropanolu, u kterého se oxymethylenova ¢ast spojo-
vaciho fetézce stala soucdsti furanového kruhu konden-
zovaného s benzenem. Struktura studovanych latek
a jejich sumarni vzorec a molekulovd hmotnost jsou
uvedeny v tabulce 1.

POKUSNA CAST

Griessova reakce (obr. 1) — oxid dusnaty byl vyroben
reakci 3 mol.lI"! roztoku kyseliny sirové s dusitanem sod-
nym v inertni atmosféfe (argon). Vzniklé vyssi oxidy
dusiku zachyceny v koncentrovaném roztoku hydroxidu
sodného a po vysuSeni koncentrovanou kyselinou siro-
vou ziskan Cisty oxid dusnaty, kterym je sycena odply-
néna voda. Vodny roztok oxidu dusnatého (0,5 ml) a stej-
né mnozstvi vodného roztoku zkoumané latky
o koncentraci 1 mmol.I" je inkubovano pfi 30 °C po
dobu 45 min. Po ukonceni inkubace jsou do roztoku pfi-
déana Griessova ¢inidla — 0,5 ml roztoku 2% sulfanilami-
du rozpusténého v 4% kyseliné fosfore¢né a 0,5 ml vod-
ného 0,2% roztoku N-(1-naftyl)etylendiaminu. Po 10
minutach ve tmé je méfena absorbance pfi 540 nm na
pfistroji spektrofotometr HP 8453. Koncentrace NO jako
nitritu je pocitana z kalibra¢ni kiivky dusitanu sodného
(y = 485,64x - 0,0001; R? = 0,9999).

Brom — reakci bromic¢nanu draselného s bromidem
draselnym v kyselém prostiedi kyseliny sirové 0,8 mol.1"!
vzniké ekvivalentni mnozstvi bromu. V pfitomnosti stu-

NO,

/

0,7, ONOO- NADPH + H*
NO < nitrat reductasa ) G6PDH
0,

NO, NADP*
NO, NHZ_Q_SOZNHz
H+
diazotace

—
O N—_N—Q—SOZNHZ

U g S g S

Obr. 1. Griessova reakce

kopulace

dované latky miZe reagovat vznikajici brom radikalove,
substitu¢né anebo adi¢né. Pribéh reakce — mnoZstvi
nespotiebovaného bromu v Case je zjistovano z kalibrac-
ni kiivky A = f (c) spektrofotometricky pfi 360 nm, kde
y = 19131x - 0,0923; R? = 0,9879.

DPPH - stabilni radikél 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
byl pfipraven v koncentraci 1.10* mol.I'! rozpusténim
v methanolu. Pro sledovani antiradikdlové aktivity byla
opét pouZita spektrofotometrie ve viditelné oblasti (y =
517 nm), kde byl tbytek radikélu sledovan po pridani
roztoku studované latky ve stejné koncentraci. Vysledky
byly korigovany slepym pokusem. Rovnice pfimky y =
12650x + 0,005; R* = 0,9997.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci tfi metod se spektrofotometrickou detekci
byla hodnocena antiradikdlovd a antioxidacni aktivita
série dvanacti derivatd 2-(4-arylpiperazin-1-yl)-1-(3-
-alkylbenzofuran-2-yl)ethanolu, pfipravenych v Ustavu
chemickych 1é¢iv ve formé soli (hydrochloridu) 7.

Griessovou reakci (hodnoceni aktivity latek vychyta-
vanim oxidu dusnatého), bromometricky (brom ve stavu
zrodu) a metodou pomoci stabilniho radikdlu DPPH,
vykazovala nejvyssi aktivitu, latka s pracovnim oznace-
nim 4/1E, déle silnou antiradikdlovou aktivitu vykazova-
ly i latky pracovné oznacené jako 4/2E a 4/6M. Pro uci-
nek je patrné vice dllezitd substituce na arylpiperazinu
nez na benzofuranovém jadre, kde je navdzana v poloze
3 methyl- nebo ethyl- skupina.

Na arylu v poloze 4- na piperazin je u 4/1 a 4/1E
v poloze véazan fluor. Pokud je v poloze 2- (4/3M; 4/3E),
aktivita vyrazné klesa. V ptipadé€ substituce methoxylem
do polohy 2- (4/2M a 4/2E) je uc¢inek vyssi, nez pokud je
zde navazan pouhy methyl (4/4, 4/4E). Latky 4/6 a 4/6E
nemaji na arylu substituent a jejich antiradikalovy efekt
patii k nejvyraznéjSim. Derivity substituované v poloze
3-trifluormethylem maji uc¢innost nejnizsi (obr. 2).

m Griess
% tbytek = DPPH
80 OBr

4/1M 4/2M 4/3M 4/4M 4/5M 4/6M 4/1E 4/2E 4/3E 4/4E 4/5E 4/6E
latka

Obr. 2. Srovndni uicinnosti zhdSeni radikdlii

Pravdépodobné z hlediska strukturalnich vztahd
a ucinku sehrava pitiznivou roli kladny mezomerni efekt
elektronegativnich substituentl navazanych na aromatic-
kém jadre. Pro maximéalni ucinek je tedy dulezita volna
hydroxylova skupina a nesubstituovany arylpiperazinovy
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zbytek nebo substituce arylu fluorem navazanym v polo-
ze 4, ptipadné methoxyskupinou v poloze 2.

Létky nerozpustné ve vodé byly rozpusStény v metha-
nolu, ktery ale vykazoval vlastni vysokou antioxidacni
aktivitu v Griessové reakci. Proto bylo provadéno
méfeni u kontrolniho roztoku obsahujiciho pouze met-
hanol a byla zjiSténa antioxidaCni aktivita (A __,
a zjistény ucinek pak byl odecten od aktivity ziskané pfi
stanoveni v ném rozpuSténych latek (A _ ). Rozdilem

) L. i celkova
je vlastni aktivita stanovované latky (A A

celkovd methanolu)

testované latky "

Pii bromometrickém stanoveni nebyl zaznamenana
74dna vyrazna zména aktivity latek pii pouziti vody nebo
methanolu jako rozpoustédla.

Hodnoceni pomoci DPPH je jiz v zakladu ovlivnéno
methanolem — DPPH je prakticky nerozpustny ve vodé.
Zadny z kontrolnich vzorkii nevykazoval vyraznou akti-
vitu, kterd by prokazovala vychytavini DPPH methano-
lem.

Pro objasnéni mechanismu nitridace (Griess) byl pra-
béh reakce s oxidem dusnatym a litkou 4/1E zméfen
pomoci LC-MS spektroskopie (Agilent Technologies HP
1100 LC-MSD VL Trap spektrometr). Na hmotnostnim
spektru nejsou vidét molekuly s hmotnosti mensi jak 80,
proto nebyl NO detegovatelny. Pfi nitrosaci dochazelo
k rozstépeni molekuly na 1-(3-alkylbenzofuran-2-
-yDethanol a pfislusny derivat 4-arylpiperazinu.

Pfi bromometrickém stanoveni vznikaly mono-, di-,
tribrom derivaty latek a probéhla i adice na dvojnou vaz-
bu benzofuranu.

Pro metodu DPPH nebyla LC-MS provedena, ale
predpokladdme razné radikédlové reakce, Stépeni a spojo-
vani molekul aj.

ZAVER

Procentudlni srovnani dbytku radikdlu — udc¢innosti
potencidlniho lapace radikdlu vsech tii metod (obr. 2)
ukazuje aZ na malé vyjimky, Ze latky vykazuji nevy-
znamny rozdil v aktivité pfi pouzitych metodach. Tato
série testovanych latek ma srovnatelnou aktivitu pro tfi
typy radikdld, coz je pravdépodobné ovlivnéno jejich
podobnou chemickou strukturou. Predpokladame, Ze
tyto metody by bylo mozné vyuzit nejen pro testovani
nové pripravovanych latek i latek rGznych chemickych
struktur, jiZ v klinické praxi vyuZzivanych.
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