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1. UvOoD



Lipofilita je dulezitym parametrem v medicinské, farmaceutické a environmentalni
chemii. Patii k dalezitym fyzikalné—chemickym vlastnostem 1é¢iva a je velice Casto
uzivana Vv QSAR analyzach (z anglického ,Quantitative structure-activity

1,2

relationship®).”“ Jeji znalost ndm pomaha vytvofit si pfedstavu o osudu léCiva

V organismu a jeho ptisobeni v ném.

Ke zjistovani lipofility se pouziva fada riznych metod. Mezi nejcastéj$i patii
metody chromatografické. Vzhledem k slabé polarnimu charakteru vétSiny 1é¢iv se pfi
jejich hodnoceni uziva chromatografie na obracenych (reverznich) fazich. Jinou

moznosti hodnoceni lipofility je vyuziti po¢itacovych programd.

Tato prace se zabyvd studiem lipofilitnich charakteristik série rGzné
substituovanych pyrazinovych analogi chalkonti metodou tenkovrstvé chromatografie
na obracenych fazich. Lipofilitni charakteristiky byly konfrontovany s teoretickymi

hodnotami ziskanymi prostiednictvim pocitacovych programd.



2. TEORETICKA CAST



2.1 Osud léciva v organismu

Pisobeni 1é¢iva na organismus je vysledkem vzajemné interakce mezi 1éCivem a
organismem. K vyvolani u¢inkl je nutné, aby lé¢ivo dosahlo v misté pisobeni urcité

koncentrace. To zavisi na dé&jich, jako je absorpce, distribuce, metabolismus a exkrece.

Z mnoha hledisek mizeme organismus povazovat za s€rii vzajemn¢ propojenych
oddild, kompartmentii; uvniti kazdého z téchto oddilt je jednotnd koncentrace latky.
Kde a na jak dlouho bude 1é¢ivo po aplikaci v téle ptitomné, zavisi predevSim na
pohybu latky mezi kompartmenty, tj. na jejim piestupu pies hydrofobni difuzni bariéry.

Bariéry mezi vodnymi kompartmenty v téle jsou tvofeny bunéénymi membranami.

Existuje nékolik zplsobl ptechodu latek pfes bunééné membrany. Ve vztahu
k farmakokinetickym mechanismim ma velky vyznam diftize ptes lipidovou vrstvu. Ta

je silng zavisla na rozpustnosti latky v lipidech, tedy na jeji lipofilits.®



2.2 Lipofilita

Lipofilita je jednou ze =zéakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti 1éCiv.
Charakterizuje distribuci latky ve dvoufazovém systému. Vyjadiuje, do jaké miry dana

molekula upfednostiuje hydrofobni nepolarni prostiedi pted vodnym.*

Prakticky vSechna 1é¢iva, kromé& lokalné¢ aplikovanych, jsou v organismu
transportovana vodni cestou. VétSina organickych 1éCiv se také vice ¢i méné rozpousti
Vv lipidech. Transport lé¢iva tedy zahrnuje rozdélovani mezi vodnou a lipoidni fézi.

Afinita latky k lipoidni fazi je reprezentovana jeji lipofilitou.> °
2.2.1 Rozdélovaci koeficient

K vyjadieni lipofility se pouziva rozdélovaci koeficient P, ktery vyjadiuje rozdéleni
latky mezi organickou a vodnou fazi soustavy. > "8 Rozd&lovaci koeficient je pomérem
aktivit latky ve dvou fazich v rovnovdzném stavu. Pfi nizkych koncentracich se vSak
daji aktivity rovnocenné¢ nahradit koncentracemi. Rozdé&lovaci koeficient se pak
vypocita z koncentraci latek podle nasledujiciho vzorce, kde o udava koncentraci latky

Vv organické fazi, cy koncentraci latky ve fazi vodné:®

P=-= (1)

V kvantitativnich vztazich se pouzivd jako lipofilitni parametr logaritmus

rozd&lovaciho koeficientu log P.*°

Rozdélovaci koeficient P se také nazyva rozdélovaci koeficient systému n-oktanol —
voda. Organické rozpoustédlo n-oktanol se zde uziva jako model biologické
membrany, piestoze je tento model velmi zjednoduSeny a nenahrazuje plné
skute¢nost.™ Principielnd mohou byt uZita riizna rozpoustédla, ale na zakladé poznatkd

byl upfednostnén n-oktanol. >

Hodnota log P je konstanta, avsak jeji hodnota zavisi na podminkach pii méfeni.™*
Vzhledem k tomu, Ze vétSina 1é¢iv podléha ionizaci, piidava se do vodné faze pufr, aby

bylo zaruceno stabilni pH.



Rozdé€lovaci koeficient log P je uzivany v mnoha odvétvich. Jako kvantifikator
lipofility je jednou z kli¢ovych determinant fyzikalné-chemickych vlastnosti 1éCiv a
prumyslovych chemikalii. Stal se jednim z hlavnich parametri pii studiu kvantitativnich
vztahli mezi chemickou strukturou latky a jeji biologickou aktivitou, tzv. QSAR."*?
Zudaju v literatufe je mozné ziskat obecné informace o optimalnich hodnotach log P
pro urcité skupiny 1éCiv, jako napft. pro latky prostupujici do CNS, transdermalné nebo
peroralné aplikovana 1é¢iva. !

Znalost rozdélovaciho koeficientu se vsak nevyuziva pouze pii hledani zadaného
ucinku 1éciv a latek s moznou biologickou aktivitou, ale také pfi posuzovani jejich
bezpecnosti. U latek s vysokou lipofilitou mize dochazet k vychytavani tukovymi
tkanémi, coz zpomaluje vyluCovani a zaroven zvysuje toxicitu dané latky. Obecné plati,
7e bezpetndjdi jsou lé¢iva s dostatenym Gdinkem pi co nejnizdi lipofilits.®
V ckologickych studiich log P pomaha urcit osud latek v prostiedi - absorpci do pidy,
koncentraci v rybach apod.® 3

Rozdélovaci koeficient latek mize byt experimentalné stanoven pomoci riznych

metod. Obecné bychom je mohli rozdglit na pfimé a nepiimé.’

Charakteristikou piimych metod je rozdélovani v systému n-oktanol — voda. Radi se

mezi n¢ napiiklad metoda tiepaci a metoda stir-flask*.?

Nejuzivangjsi pfimou metodou je metoda tiepaci (z anglického ,,Shake-flask®). Jeji
podstatou je vytfepavani latek v systému n-oktanol — voda. UV absorpce vodného
roztoku latky je meéfena pfed a po vytfepani se znamym objemem n-oktanolu.
Vysledkem je ptimo hodnota log P. Tato metoda je velmi ¢asové naro¢nd, vyzaduje
relativné velké mnozstvi Cisté slouCeniny a je limitovana hodnotami log P
(cca-3<logP <4). Mimo toto rozmezi jsou ziskané hodnoty nespolehlivé.: " *2
Metoda ,,stir-flask* se vyvinula z metody tiepaci. Vodna faze je prevrstvena organickou

fazi s testovanou latkou a systém se micha potfebnou dobu (minimalné 36 hodin) do

ustaveni rovnovahy. U této metody je niZsi riziko vzniku emulze neZ u metody tfepaci.

Neptfimé metody jsou zalozené na korelaci mezi rozdelovacim koeficientem a
retencnimi parametry. Predpoklada se, Ze stejné zékladni intermolekularni dé&je urcuji

chovani latek v biologické i chromatografické soustave, a ze zékladni vlastnosti tohoto



systému ovliviiyjici retenci vysoce koreluji s témi samymi vlastnostmi zodpovédnymi

za rozd&lovani v systému n-oktanol — voda.** 3

Vyuzivaji se chromatografické metody,
které vyzaduji velmi malé mnozstvi vzorku, jsou relativné rychlé a automatizovatelné.
Také nejsou tak naroné na Cistotu vzorku; necistoty jsou separovany v pribchu
chromatografického procesu.'?

Chromatografické metody uspéSné nahrazuji klasické metody, jako je metoda
titepaci apod. Z chromatografickych metod se k méfeni lipofility nejéastéji vyuziva
chromatografie na obracenych (reverznich) fazich. Prakticky se pouziva jak tenkovrstva
(RP-TLC) tak vysokou¢inna kapalinova chromatografie (RP-HPLC).*

Metoda RP-TLC je rychla, relativné jednoduchd, levna a umoziuje analyzu vice
vzorkid najednou.® ** K hodnoceni lipofility latek pouziva naméfené hodnoty Rr a z nich
vypo¢tené hodnoty Rpm. R je retenéni faktor latky charakterizovany jako pomér
vzdalenosti start - stied skvrny a vzdalenosti start - &elo mobilni faze.™ 1817 Hodnota

Rwm je neptimo imérné Rg:

1
Ry =log R——l )

F

Cim méné polarni je testovana latka, tim siln&jsi jsou interakce se stacionarni fazi. To se
projevi sniZenim Rr a zvySenim Ry. Parametr Ry je dlouho uZivany lipofilitni parametr
v piimém vztahu s log P.% 8

Hodnota Ry je ovliviiovana podminkami chromatografického procesu, jako je pH
mobilni faze nebo zastoupeni organické slozky jako kosolventu v ni. Tyto podminky je
potieba vzdy standardizovat, aby byly ziskany reprodukovatelné V}’lsledky.12 Kosolvent
usnadiiuje vysoce lipofilnim latkdm jejich posun ze startu. Zavislost mezi koncentraci

organické slozky v mobilni f4zi a hodnotou Ry je linearni podle vztahu

Ry=Rw +a:C (3
kde C je koncentrace organické slozky v %(v/v) a a je parametr linearni rovnice. Rpyw je
hodnota Ry extrapolovana do 0% koncentrace organické slozky v mobilni fazi.
Hodnoty Ryw pak Iépe koreluji s rozdélovacim koeficientem log P, nebot’ se eliminuje

vliv kosolventy.? 1+ 1419
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Hodnoceni lipofility metodou RP-HPLC je zalozeno na méfeni reten¢nich Cast
latek. Reten¢ni Cas piimo zavisi na distribuci latky mezi staciondrni a mobilni fazi,
nezavisly je na koncentraci a mnozstvi nastfiknutého vzorku. Retenéni faktor k se da
vypocitat z reten¢nich Casii nebo jako pomér primérného pocétu molekul latky ve

stacionarni fazi (ns) a mobilni fazi (n) v pribéhu méteni:

k:ﬁz(tR _to) 4
n t,
kde tr je nam&feny retencni das latky, a to je mrtvy retenéni ¢as.”™ K hodnoceni
lipofility se reten¢éni faktor pouziva ve formé logaritmu log k, a tato hodnota se
extrapoluje do 0% organické faze, resp. 100% vodné, aby se eliminoval vliv organické
slozky v mobilni fazi. Ziskany parametr k hodnoceni lipofility je log ky. > "2
Dalsi moznou chromatografickou metodou je micelarni elektrokineticka
chromatografie. Tato metoda déli molekuly na zaklad¢ jejich rozdilnych rozdélovacich
koeficientli mezi vodni a micelarni fazi. Povrchové nabité micely migruji uvniti mobilni
faze vlastni elektroforetickou rychlosti a unasi molekuly a ionty separovanych latek,
které jsou vice ¢i méné piitomny uvniti hydrofobnich dutin micel. VSechny micely
migruji stejnou rychlosti, ale stupen solvatace molekul micelami udava rychlost unaseni
téchto molekul micelami. Stejné jako u RP-HPLC se k hodnoceni lipofility pouziva
parametr log k. Tato metoda je stabilni, jednoducha na pftipravu a hlavné ziskané
vysledky u neutralnich latek vykazuji mnohem vyssi korelaci s log P systému n-oktanol
— voda nez u RP-TLC nebo RP-HPLC."

Alternativni metodou K experimentalnimu stanoveni rozdé€lovaciho koeficientu je
jeho predikce. Byly vyvinuty pocitacové programy, které dokazi na zaklad¢ aditivnich
vlastnosti lipofility vypocitat teoretickou hodnotu rozdélovaciho koeficientu. Pfi
vypoctech vyuzivaji jednotlivé programy svych databazi, ve kterych jsou hodnoty
lipofilitnich parametrt ziskané z experimentalnich analyz. Pfi stanoveni rozdélovaciho
koeficientu novych molekul se vychazi ze znamych hodnot lipofilitnich parametri.™ %

Vyuziti predikce log P bez existence vzorku, dokonce i pied samotnou syntézou
latky, umoziiuje védciim zvysit efektivitu vyzkumu a vyvoje novych 1éc¢iv a zaroven

snizit finan¢ni nélklady.20
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2.3 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysoce u¢inné separacni metody, slouzici k oddéleni
analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.
Proto jsou velmi §iroce vyuZivany v analyze 1&¢iv. ">’

Pod nazvem chromatografické metody jsou zahrnuty vSechny operace, které jsou
zalozené na riznych fyzikalné-chemickych principech, ale maji spole¢ny obecny
princip. Tim je nestejnomémné rozdeélovani slozek smési mezi pohyblivou a
nepohyblivou fazi na zakladé¢ jejich rtzné afinity k danym fazim.** % Vv prabéhu
chromatografického procesu dochézi k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni
rovnovéaznych stavii délenych latek mezi fazemi.™

Hybnou silou v chromatografickém systému je tok mobilni faze, ktera vymyva a
unasi jednotlivé soucasti analyzované smési. Vlastni déleni latek v systému vsak zavisi
na selektivné piisobici brzdici sile (retenci). Cim vétsi ma latka afinitu ke stacionarni

fazi, tim pomaleji v chromatografickém systému postupuje.’’

Stacionarni fazi v kolon¢ nebo v ploché vrstvé muze byt tuha latka (sorbent), nebo
kapalina umisténa na povrchu inertniho nosic¢e. Mobilni faze miize byt kapalna (elu¢ni
&inidlo) nebo plynné (nosny plyn)."’

2.3.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody muizeme roz¢lenit podle riznych hledisek.

Podle podstaty separaéniho procesu délime metody podle vzajemnych interakci
podilejicich se na rozdélovani latek v systému. Na chromatografickém procesu se vSak
vétsinou podili vice mechanismi najednou a toto rozdéleni je podle ptevladajiciho

mechanismu.??

Adsorpcni chromatografie — v dasledku rozdilné adsorpéni afinity jednotlivych
slozek smési se méni jejich koncentrace na rozhrani dvou fazi. Dochazi k jejich
distribuci mezi staciondrni a mobilni fazi, a tim k jejich chromatografické separaci.23
Podstatou separace je tedy rozdilnd adsorbovatelnost délenych latek na aktivni povrch

sorbentu.*®
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U rozdelovaci chromatografie je podstatou separace rozdilnd rozpustnost délenych
latek ve dvou vzdjemné nemisitelnych kapalinach. K separaci dochazi na zakladé¢
odlisnych rozd€lovacich koeficientii jednotlivych slozek smési. > 3

lontove vymenna chromatografie se pouziva u elektrolytt, které v roztoku tvori
ionty. Stacionarni fazi predstavuji iontoménice — tzv. katexy a anexy. Podstatou déleni
je elektrostaticka interakce iontl separované latky s ionogennimi skupinami stacionarni
faze. Separace probihd na zaklad¢ rozdilné velikosti primérného nédboje jednotlivych
slozek délené smési.”> %

Pii gelové chromatografii se latky déli podle velikosti svych molekul. Molekuly
latky jsou neseny protékajici mobilni fazi kolonou naplnénou poréznim materidlem
(gelem) o urcité velikosti pord, pticemz pronikaji do rozpoustédlem naplnénych port
gelu. Latky s men§imi molekulami mohou pronikat do vSech velikosti pora, zatimco

vétsi molekuly pronikaji pouze do velkych pérl, nebo nepronikaji vubec. Rychlost

na rozmezi velikosti porii zvoleného gelu.'® %%
Afinitni chromatografie je zalozena na specifickych interakcich charakteristickych
g J p Y Yy
pro nékteré biologické a biochemické procesy. Interakce probihd mezi dvojicemi latek
s vysokou selektivitou. Jedna se spiSe o selektivni sorpci a desorpci, nez o

chromatograficky proces v pravém slova smyslu.zz’ 2

Podle zptisobu vyvijeni chromatogramu se chromatografie rozdéluje na frontalni,

vytésniovaci a elucni.

Frontalni chromatografie spociva ve stalém piivadéni roztoku dé€lené smési na
stacionarni fazi az do konce chromatografického procesu. Délené slozky vychazi podle

7 . . , r or s 2
rostouci afinity ke stacionarni fazi. 3

Pti wytésnovaci chromatografii se na stacionarni fazi jednorazové vnese Cast
chromatografované smési. Pak se kontinudlné piivadi posledni slozka s nejvyssi
afinitou, tzv. vytésnovadlo, ktera vymyva ze stacionarni faze vSechny dfive vnesené
slozky, které ,.tlaci* pfed sebou. Slozky pfi postupu mezi sebou soutézi o vazbu ke

stacionarni fazi a vychazeji za sebou podle rostouci afinity.?®
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U elucni chromatografie se chromatografovand smés nanese najednou. Pak se
kontinualné piivadi latka s nejnizsi afinitou ke staciondrni fazi (rozpoustédlo), ktera
postupné s sebou unasi jednotlivé slozky smési, opét podle rostouci afinity ke
stacionarni fazi. Kazda ze slozek se ale vymyva nezavisle na ostatnich.?* %* Tato metoda
se V praxi pouziva nejvice, nebot’ je ji mozno dosahnout nejlepsiho rozde€leni slozek

smési.?

Podle zpusobu experimentdlniho provedeni rozeznavame chromatografii

sloupcovou (kolonovou) a v plosném uspoiadani. Pti sloupcové chromatografii putuji
latky sloupcem v podobé¢ zon. Pro jednotlivé slozky je pak charakteristickd poloha jejich
piku danad elu¢nim ¢asem nebo objemem. Pti plosném uspordddani chromatogramu
putuji latky na analytickém chromatogramu v podobé skvrn, které se pak detekuji.
Chromatografii v plosném usporadani mizeme rozdglit na papirovou a tenkovrstvou

chromatografii.*

Podle charakteru mobilni faze délime chromatografické metody na plynovou

chromatografii, kde je mobilni fazi inertni plyn, a kapalinovou chromatografii, kde je

mobilni fazi kapalina.™®

V nasledujici tabulce je uvedeno piehledné rozdéleni chromatografickych metod

podle fazi, mezi kterymi dochazi k separaci, a podle separa¢niho mechanismu.*

14



Tabulka 1 Rozdé&leni chromatografickych metod podle fazi*

Mobilni Stacionarni Separa¢ni mechanismus | Chromatograficka
faze faze a funkce technika
) Rozd¢€lovani, rozd€lovaci | Plynova rozdélovaci
Kapalina . :
rovnovaha chromatografie
PIVN Adsorpce, adsorp¢ni Plynova adsorp¢ni
y L, isoterma chromatografie
Tuha latka -
o Plynova chromatografie
Sitovy efekt , :
na molekulovych sitech
Kapalinova rozdélovaci
Rozdé&lovani, rozd&lovaci | chromatografie
. rovnovaha Papirova a tenkovrstva
Kapalina .
chromatografie
o Gelova permeacni
Sitovy efekt P .
. chromatografie
Kapalina T -
Adsorpce, adsorp¢ni Kapalinova
isoterma chromatografie adsorp¢ni
Tuhd latka Iontova vymeéna, lontové vyménna

vyménna rovnovaha

chromatografie

Biospecificka chemicka
reakce

Afinitni chromatografie
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2.4 Chromatografie na tenké vrstvé

Tenkovrstva chromatografie, oznacovana zkratkou TLC (z anglického ,, Thin-Layer
Chromatography*), je zalozena na d¢leni latek v tenké vrstvé stacionarni faze
(sorbentu), zakotvené na sklenéné desce nebo hlinikové ¢i plastové folii, za pouziti
mobilni faze. K chromatografickému procesu dochazi pfi pratoku mobilni faze tenkou
vrstvou sorbentu. Podle povahy sorbentu se mohou uplatiiovat vSechny principy
separac¢niho procesu (viz kapitola 2.3.1), a to kazdy zvlast nebo v kombinaci. Volbé
sorbentu musi odpovidat také volba mobilni faze.?* %

Chromatografie na tenké vrstvé je jedna 2z nejvSestrannéjSich metod
chromatografické analyzy uzivana pro separaci a identifikaci latek. Umoziuje levnou a
rychlou analyzu jak kvalitativni, tak kvantitativni. Vyhody vyuziti TLC jsou nésledujici:
minimélni poZzadavky na vybaveni laboratofe, zjednoduSend pfiprava vzorkli nebot
chromatografické desky jsou na jedno pouziti, minimalni pozadavky na ¢istotu vzorku,
detekce vysledku in situ prostiednictvim UV zafeni nebo derivatizace bez Casového
omezeni, simultanni analyza mnoha vzorki najednou za identickych podminek.?>2%?

Tenkovrstva chromatografie ma mnoho vyuziti v riznych odvétvich. Uplatnuje se
napiiklad ve screeningu, identifikaci syntetizovanych latek, jako pilotni metoda pro
HPLC nebo pro kvantitativni analyzu. Také je vyuZzivana jako nepiima metoda pro

uréovani distribuénich vlastnosti latek.?> 2627
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2.4.1 Chromatograficky systém

U vsech chromatografickych metod zvoleni optimalnich podminek a optimalniho

systému obnési harmonizaci stacionarni a mobilni faze.?®

Stacionarni faze

Stacionarni faze pro tenkovrstvou chromatografii jsou jemnozrnné adsorbenty nebo
nosice zakotvené faze v tenké vrstvé nasypané nebo fixované na podlozku. Podlozkou
mize byt sklenéna deska nebo hlinikova ¢i plastova folie. V dnesni dob¢ se vyuzivaji
komer¢né vyrabéné tenké vrstvy, u nichz jsou lépe zajistény standardni vlastnosti

vrstvy.?*

Adsorbenty jsou tuhé latky schopné vazat na svém povrchu jiné chemické
slouCeniny v kapalné nebo plynné fazi, a to plsobenim disperznich sil (van der
Waalsovy) nebo chemickymi interakcemi (vodikové mustky, chemisorpce). Velikost
adsorpce (aktivita sorbentu) zavisi na chemické povaze sorbentu a na povaze a velikosti
jeho povrchu, tj. na velikosti ¢astic a na jejich pdrovitosti. Stupenn aktivity je nutno
ptizplsobit polarité chromatografovanych latek — ¢im polarné;jsi latky, tim méné aktivni

sorbent.?

Nosicem kapalné faze muize byt jakykoli material, ktery svou velikosti Castic
umoziuje pravidelny a pfiméfené rychly pritok mobilni faze a je schopen pojmout
zakotvenou fazi. Zakotvena faze mize byt bud’ polarni (voda) nebo nepoléarni kapalina.
Jako nosi¢ se nejastéji pouziva silikagel nebo praskova celulosa. Zakotvené kapalné

, T v , . 24
faze se vyuZzivaji v rozdélovaci chromatografii.

U tenkych vrstev fixovanych na podlozku se k pfislusnym materialim ptidavaji
anorganicka nebo organicka pojiva, jako naptiklad sadra, Skrob nebo rizné polymery.
Takeé se ptidava fluorescencni indikator usnadiujici naslednou detekci chromatogramu.
Nejcastéji se pouzivaji indikatory o excita¢ni vinové délce 254 nebo 366 nm. Jejich
ptidavek, stejné jako ptidavek pojiva, byva vyznacen v obchodnim nazvu preparétu.24’ 2

Stacionarni faze mizeme rozdélit podle fyzikalné-chemické povahy na polarni,
nepolarni a stfedné polarni. Pfi pouziti poldrnich sorbentii zalezi hlavné na poctu a

charakteru poldrnich funkénich skupin v molekule adsorbované latky, u nepolarnich
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sorbentli se uplatiiuji disperzni sily plisobici mezi sorbentem a nedisociovanymi
molekulami latky. Proto se také pii volbé spravného sorbentu fidime vlastnostmi
chromatografovanych latek. Jsou-li délené¢ latky nepolarniho charakteru, volime
chromatografii adsorpéni nebo rozd€lovaci chromatografii na obracenych fazich, pro
stitedné polarni a polarni latky volime adsorp¢ni chromatografii na polarnich sorbentech
nebo rozdélovaci chromatografii se zakotvenou polarni organickou fazi. U ionogennich

latek je vyhodné vyuziti vymény jonta.

Pti TLC jsou nejcastéji pouzivané nasledujici stacionarni faze:

Silikagel je v tenkovrstvé chromatografii nejpouzivanéj$im adsorbentem. Pro
adsorpéni chromatografii se pouziva v aktivované nebo caste¢né deaktivované formé
jako selektivni adsorbent polarnich latek, pro rozdélovaci chromatografii se pouziva
jako nosi¢ vody nebo organické faze. Aktivace silikagelu se provadi zahiatim na 100 az
120°C, deaktivace pisobenim vzdusné vlhkosti.?*

Silikagel je polarni adsorbent amorfni struktury, jejiz zakladni stavebni jednotku
tvoii Ctyfstén (SiOg4)x. Stavebni jednotky pak dohromady vytvati sit’, na jejimz povrchu
jsou umistény volné hydroxylové skupiny. Prostfednictvim téchto hydroxylovych
skupin dochazi k adsorpci latek na jeho porovity povrch. Rozméry poru silikagelu se
pohybuji v rozmezi 2 az 15 nm; mémy povrch od 300 do 600 m?g™. Velikost zm
ovliviiyje rychlost vyvijeni a kvalitu déleni — ¢im hrubsi zrnéni, tim rychlejsi vyvijeni,
ale niz§i G&innost déleni; pro TLC se pouziva silikagel se zrnénim 2 az 40 pm.”*

Silikagel je vhodny pro déleni vétSiny latek, popt. pro skupinové déleni sloZitych
smési, avSak vzhledem ke slabé kyselému charakteru povrchu (pH 4-5) se nehodi pro
déleni siln¢€ bazickych latek, které se na jeho povrch adsorbuji ptili§ pevné. Také neni
vhodny pro siln€ polarni nebo siln€ nepolarni latky. Siln€ polarni latky jsou pfili§ pevné
zadrzeny na povrchu silikagelu, piili§ nepolarni latky jsou naopak zadrzeny malo.?* %

Oxid hlinity je druhym nejcastéjSim adsorbentem pro tenké vrstvy. Ma velkou
adsorp¢ni kapacitu a snadno zncho lze pfipravit preparaty o definované aktivité.
Zakladni forma ma zasadity charakter (pH~9), obchodné je vSak dodévan i jako
neutralni nebo kysely (pH~4). Jeho pH a stupen hydratace vyrazn¢ ovliviiuje jeho délici
vlastnosti.

Ve struktufe oxidu hlinité¢ho je kazdy atom hliniku obklopen Sesti atomy kysliku,

zZ nichz je kazdy obklopen tfemi atomy hliniku a jednim atomem vodiku tvotficim vnitini
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vodikovou vazbu. Prepardt ma poérovitou strukturu o rozméru péri 2 az 15 nm
s m&rnym povrchem 100 az 350 m°g™. Pro TLC se pouZiva v zrnéni od 5 do 40 pm.** !
Povrch oxidu hlinitého je vice komplexni nez u silikagelu. Na svém povrchu
vystavuje hydroxylové skupiny, hlinikové kationty a oxidové anionty. Podle Poola vyssi
variabilita vlastnosti sorbentu a nizsi reprodukovatelnost vysledkd snizuje vyuzitelnost
oxidu hlinitého oproti silikagelu. Pouziva se tam, kde neni mozné pouzit silikagel.?°
Ostatni anorganické materialy se pouzivaji v mensi mife a slouzi ke specialnim
ucelim. Vyuziva se jejich selektivniho ptisobeni a u nékterych i jejich neutralni reakce a
slabsi aktivity, kterd je vyhodna pro déleni labilnich sloucenin. Patfi sem kfemelina,

kiemicitan hofecnaty, oxid hofecnaty, aktivni uhli a dalsi.?

Celuloza je nejrozsifenéjSim sorbentem organického ptvodu. Pouziva se pro
rozdélovaci chromatografii jako nosi¢ pro vodu nebo organickou zakotvenou fazi. Pro
TLC se pouziva mikrokrystalick4 celuloza o velikosti ¢astic 20 az 40 pm a primérnym
polymera¢nim stupném od 40 do 200 nebo praskova celul6za s velmi kratkymi vlakny.
Vétsina obchodnich preparati celuldzy je bez pojidla, jelikoz prilnavost celulozovych
vrstev je mnohem lepsi neZ U anorganickych sorbentd.”® %

Ve specialnich pifipadech se vyuziva také chemicky modifikovana celuldza jako
meéni¢ iontl. Piikladem je PEl-celuloza, polyethyleniminem modifikovana celuldza,
ktera se chova jako silné¢ bazicky méni¢ aniontd. Toho se vyuziva pii déleni

aminokyselin, peptida, nukleotidii apod.?

Polyamidy jsou dalsim organickym sorbentem wuzivanym v tenkovrstvé
chromatografii. Tento material je vhodny pro nékteré skupiny latek, napt. fenolického
charakteru nebo nitrolatky. Vysledky déleni jsou zavislé na zpusobu pfipravy

polyamidové vrstvy a na zplsobu standardizace polyamidu.24

Reverzni stacionarni faze

Pti chromatografii na obracenych fazich, tzv. RP-TLC (z anglického ,,Reversed-
phase thin-layer chromatography*), se jako stacionarni faze uzivaji nepolarni sorbenty.
Nepolarniho charakteru sorbentu se dosahuje mechanickou nebo chemickou modifikaci

jeho polarniho povrchu.?
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Pfi mechanické modifikaci se sorbent impregnuje nepolarnim organickym
rozpoustédlem, které tak tvoii zakotvenou fazi. Zakotvenou fazi je tenkd vrstva
nepolarni kapaliny. Nejcastéji se jako zakotvena kapalina uzivd parafinovy nebo
silikonovy olej nebo vyssi alkoholy. Pti volbé mobilni faze je pak potieba piihlédnout
k misitelnosti obou fazi. Pokud je zakotvena kapalina a mobilni faze misitelna, pak je
potieba mobilni fazi pfedem nasytit zakotvenou fazi, jinak by v pribéhu vyvijeni
dochazelo k vymyvani zakotvené faze ze sorbentu. Impregnace sorbentu se provadi
ponofenim desky do roztoku zakotvené faze nebo v chromatografické komote

vzlinanim. Sorbenty uZivané k impregnaci jsou silikagel, oxid hlinity nebo celuléza.?*

Pti chemické modifikaci jsou na aktivni povrch sorbentu kovalentné¢ navazany
takové substituenty, které jsou pro déleni latek pozadovany. Takto modifikované faze
vykazuji znacnou stabilitu a také jejich vyuziti nevyzaduje syceni mobilni faze
stacionarni fazi. Jako nosi¢ se vétSinou pouziva silikagel s vhodnou velikosti povrchu a
s pozadovanou porovitosti. Volné hydroxylové skupiny na povrchu silikagelu poskytuji
reakéni centra pro tvorbu relativné pevnych siloxanovych vazeb. Vhodnymi
nepolarnimi substituenty jsou nizké alkyly nebo dlouhé alkylové fetézce hydrofobniho
charakteru. V praxi se pouzivaji nejvice silikagely Snavazanymi ethylovymi,

oktylovymi nebo oktadecylovymi fetézei.?

Pti RP-TLC nemtze dochazet k sorpci na aktivnich centrech schopnych polarnich
interakci a nepolarni povrch sorbentu poutd molekuly analyzovanych latek pouze
slabymi disperznimi silami. Selektivita na nepolarnich stacionarnich fazich je tedy
ovlivilovana pouze vlastnostmi mobilni faze. Jako mobilni fdze se pouziva voda nebo
pufr spiidavkem polarnich organickych rozpoustédel, jako jsou rizné alkoholy,
acetonitril, aceton, dioxan, tetrahydrofuran atd. Cim vice organického rozpoustédla

mobilni faze obsahuje, tim vyssi je hodnota RF.? %

Mobilni faze

Mobilni faze je u TLC nositelem transportnich dé€ji na vrstve. Jejim prostfednictvim
jsou ovliviiovany vysledné hodnoty retencnich faktord delenych latek. Pii vybéru
mobilni faze piihlizime k jeji sile, polarité¢ a selektivité. Zaroven je ale dileZzité
piihlédnout 1 ke zvolené fazi stacionarni, nebot’ vysledné vlastnosti mobilni faze jsou

, . Y , ’ ’ . SO 2
dany kombinaci jejich vlastnich vlastnosti a vlastnosti stacionarni faze. 3
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Sila mobilni faze udava schopnost rozpoustédla unaset chromatografované latky po
chromatogramu, selektivitou se rozumi jeji schopnost selektivné rozpustit latky dané
smési. To znamenda, ze sila mobilni faze udava jak daleko délené latky migruji a
selektivita jaké budou vzajemné rozdily v délce migrace jednotlivych latek.? %

Sila mobilni faze souvisi s jeji polaritou. Na polarni sorbenty jsou vétsi silou
adsorbovany molekuly polarniho rozpoustédla nez rozpoustédla méné polarniho a
naopak. Ztoho vyplyva, ze ¢im jsou rozpoustédla silnéji adsorbovana, tim silnéjsi
mobilni fazi tvofi. Podle rostouci eluéni schopnosti byla rozpoustédla setazena do tzv.
eluotropni fady. NejvySe v fad¢ jsou polarni rozpoustédla majici silné elu¢ni schopnosti,
jako je voda, kyselina octova (pro vytésiovani kyselin) nebo methanol. U nepolarnich
sorbentll se uziva eluotropni fada v obraceném pofadi.23’ 24

Pro rozdé€lovaci chromatografii plati stejny princip vybéru mobilni faze jako pro
chromatografii adsorp¢ni, s tim, Ze u rozdé€lovaci chromatografie je dilezité, aby latky
délené smési byly dobfe rozpustné v zakotvené fazi a piiméfené méné rozpustné

VeV I4 A 14 4 W /4 . W r . r r . r 24
Vv rozpoustédle. Zaroven musi byt obé faze jen omezené misitelné nebo nemisitelné.
Pro vybér stacionarni a mobilni faze plati nasledujici obecna pravidla:**

1. V pouzité mobilni fazi se maji vSechny chromatografované latky pomérné
dobfe rozpoustét. Rozpoustéji-li se pfiliS snadno, mohlo by to zpiisobit
nedostate¢nou retenci na staciondrni fazi.

2. Totéz plati i pro stacionarni fazi. Budou-li latky poutany na stacionarni fazi
piili§ pevné, zlstanou na startu. Budou-li naopak poutany malo, nedojde
k jejich rozdé€leni a veskera smés projde vrstvou az k Celu.

3. Chromatografované latky a rozpoustédla spolu nemaji reagovat. Nema
dochazet ani k jejich reakci se stacionarni fazi.

4. Chceme-li pozménit elucni G¢inek nékterého z rozpoustédel elu¢ni fady,
pouzijeme jeho smés s nékterym ze sousednich rozpoustédel v rizném
poméru. Chceme-li snizit zadrZeni latek, zvolime pifi chromatografii na
polarnim sorbentu polarnéjsi rozpoustédlo, resp. zvysSime jeho podil ve
smési s méné polarnim rozpoustédlem. I pfi malém procentovém obsahu
polarniho rozpoustédla v méné polarnim nabyva smeés pomémné rychle

vlastnosti podobnych vlastnostem polarn€jsiho rozpoustédla.
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2.4.2 Postup pri TLC

Pied vlastni praci je nutna volba vhodného sorbentu a mobilni faze (viz kapitola

2.4.1)%

Analyzované vzorky se nanaSeji na chromatografickou desku ve form¢ roztoku. Na
desce se vyzna¢i ve vhodné vzdalenosti od spodniho okraje tzv. start, tj. pocatek
chromatogramu, a body pro naneseni vzorka. Start byva ve vzdalenosti 1,5 az 2 cm od

spodniho okraje desky.

Vzorky se nandSeji na oznaCena mista rozpusténé ve vhodném tékavém
rozpoustédle. Roztoky se nanéseji pomoci mikropipety bodoveé nebo v podobé kratkého
prouzku. Mnozstvi nanasené¢ho vzorku se fidi podle citlivosti detekce. Doporucuje se
nanaSet co nejméné vzorku, nebot’ to zvySuje ostrost déleni. Obvykle se nanasi 1 - 10ul
vzorku o koncentraci 0,1-—1%. Po odpafeni rozpoustédla je deska pfipravena

k vyvijeni.?* %

Vvvijeni chromatogramu

Pied vlozenim chromatografické desky do komory je tieba nechat komoru nasytit
parami mobilni faze, aby nedochézelo ktzv. okrajovému efektu (mobilni faze na

okrajich desky postupuje pomaleji nez v jejim stfedu).24

Po nasyceni komory se vlozi deska snanesenymi vzorky a necha se vyvijet.
Vyvijeni je potieba provadét =za konstantni teploty, abychom dosdhli
reprodukovatelnych vysledk. Teplota ovliviiuje rychlost pratoku mobilni faze a

rozd&lovaci koeficient chromatografované latky.**
Existuje mnoho riznych zptusobt vyvijeni chromatogramu.

Vzestupné vyvijeni je nejcastéj§i zptsob vyvijeni pii TLC. Spociva v ponofeni
spodniho okraje vrstvy do vyvijeci soustavy tak, aby start s nanesenymi vzorky nebyl
ponofeny do mobilni fize.”® Postup mobilni fize sorbentem je zprostiedkovan
kapilarnimi silami. Tyto slabé sily se vytvaii poklesem vnitini energie rozpoustédla pti
jeho pronikdni do porovité struktury sorbentu. Rychlost postupu mobilni faze sorbentem

. e .27 .- v 1r o1 , v ,
se postupné snizuje.”” V okamziku, kdy celo mobilni faze dosdhne pozadované
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vzdalenosti, se chromatogram vyjme z komory a poloha cela se oznaci. Detekce se

provede po odpafeni mobilni faze z chromatogramu.?

Sestupné vyvijeni se uziva pro vrstvy nenasavajici rozpoustédlo kapilarnimi silami.
V horni ¢asti komory se umisti zlabek s rozpoustédlem a z néj se nasadva rozpoustédlo

na tenkou vrstvu.?®

Vyvijeni na preteceni Se pouziva prevazné v ptipadech, kdy analyzované latky
zUstavaji pii vyvijeni pobliz startu. Rozpoustédlo se po dosazeni konce desky necha

voln¢ odkapavat a chromatogram se dal Vyviji.24

Pti opakovaném vyvijeni se dosahuje lepsiho rozdé€leni latek tim, Ze vyvijime
chromatogram stejnou mobilni fazi n€kolikrat za sebou ve stejném sméru. Po kazdé

. w7 v v ’ v ’ 24
chromatogram vyjmeme a vysus$ime ptfed opétovnym vloZenim do komory.

Frakcionované vyvijeni je zalozeno na stejném principu jako opakované vyvijent,
pouze se uzivaji rozpoustédla s postupné se zvysujici polaritou. Tento postup je vhodny

pfi analyze latek podle jejich polarity.24

Pii dvourozmerném vyvijeni je analyzovany vzorek umistén do jednoho rohu desky.
V prvni fazi se chromatogram nechd vyvijet v normalnim sméru. Ve druhé fazi se

chromatogram necha vyvijet v jiné soustavé otoeny o 90°.

Po ukonceni vyvijeni se chromatogram vynda z komory a po odpafeni mobilni faze

je mozné detekovat skvrny.

Detekce

VétSina chromatografovanych latek je bezbarva, a proto se po vyvinuti museji
ur¢itym zpiisobem detekovat. Detekce se provadi riznymi fyzikalnimi ¢i chemickymi
postupy.

Mezi fyzikalni metody fadime detek¢ni postupy zaloZené na fluorescenci latek po
ozafeni vhodnym zdrojem zafeni nebo na zhaSeni fluorescence indikatoru. Indikétor je
soucasti sorbentu, a proto chromatogram po ozareni sviti po celé ploSe kromé mist, kde
se vyskytuji chromatografované latky. V praxi se uzivani fluorescencni indikatory
s excitacni vlnovou délkou 254 nebo 366 nm. K fyzikalnim metoddm také patii detekce

radioaktivnich latek autoradiograficky nebo scintilaénimi postupy.23
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Chemické detekéni metody spocivaji ve vystaveni vyvinutého chromatogramu
param n¢kterych latek, napt. amoniaku, jodu, bromu, nebo v postiiku chromatogramu
detek¢énim roztokem. Detekéni Cinidla tvofi s chromatografovanymi latkami ihned nebo
po zahtati barevné derivaty. Chromatogram je pak mozno detekovat piimo nebo pod

% ’ 23
UV zarenim.

Kvalitativni a kvantitativni vvhodnoceni

Existuji rizné metody vyhodnocovani chromatogramu podle toho, co je nasim
cilem zjistit. Nejdiilezitéjsi z téchto metod jsou popsany nize.

Pti kvalitativnim vyhodnocovani chromatogramu vyuzivame retencni faktor Rg.
Jeho hodnota nam udava pozici, ve které se latka nachazi na chromatogramu. Pro
identifikaci latek je nezbytné ziskat hodnotu R jak testované latky, tak i standardu.
Hodnota reten¢niho faktoru je totiz ovliviiovana podminkami chromatografického
procesu a je obtizné ziskat reprodukovatelné vysledky. Hodnota Rg se vypocita podle

nasledujiciho vzorce jako pomér stfedu skvrny od startu (a) a ¢ela mobilni faze od startu

(b):

a
RF:B ()

Kvantitativni vvhodnocovadni probiha prostfednictvim ptimych a nepfimych metod.
Pfi nepfimé analyze se analyzovana skvrna seSkrabe z chromatogramu a poté extrahuje
do vhodného rozpoustédla, ve kterém pak probéhne zakoncentrovani a vlastni analyza.

Pomoci vhodnych pfistroji je tuto metodu mozné také ¢astecné automatizovat.

Piimé metody probihaji pfimo na chromatografické desce (in situ). Je velice
dilezité, aby na desku byl nanesen standard i analyzovana latka ve stejném mnoZstvi.
Skvrny jsou analyzovany spektrofotometricky, denzitometricky, radiometricky nebo

scintila¢nimi metodami.*°

24



2.5 Pocitacoveé programy pro vypocet log P

Experimentalni hodnoty rozd¢lovaciho koeficientu jsou znamy asi pro 30000
organickych sloucenin, coz je nepatrny pocet vzhledem k poc¢tu molekul, u kterych by
bylo potiecba log P znat. Stim souvisi i staly zdjem v medicinské a farmaceutické
chemii o vytvoreni metod, které by dokazaly odvodit rozd¢€lovaci koeficient ze struktury

molekuly.*

Metody vypoctu log P se daji rozd¢lit do dvou hlavnich skupin:sl' 32

1. Metody zalozené na substrukturnim piistupu

2. Metody vyuzivajici celomolekulovy piistup

U substrukturniho piistupu je molekula rozdélena na jednotlivé atomy (anglicky
»2Atom contribution methods®) nebo skupiny atomu, tzv. molekulové fragmenty
(fragmentalni metody). Hodnota log P je pak vysledkem souctu ptispévki jednotlivych
atomt, resp. fragmentl. Molekuly vSak nejsou pouze soubory fragmenti nebo atomil.
Proto se u fragmentalni metody aplikuji korek¢éni pravidla souvisejici s vaznosti
v molekule, pomoci kterych se upravuje kone¢na hodnota log P. Vétsina algoritmt
zalozenych na piispévku jednotlivych atomi pracuje bez korekénich faktori. !

Rozdéleni molekuly mtze byt do jisté miry libovolné a kazdy pfistup ma své
vyhody a nevyhody. Fragmenty vétsi nez jeden atom vykazuji elektronové interakce,
které¢ mohou byt zahrnuty do ptispévku fragmentu k lipofilité, coz ptredstavuje hlavni
vyhodu uZivani fragmentalni metody. Vyhodou atomovych ptispévki je jejich
jednoznacnost; nevyhodou je vsak obrovsky pocet typli atomi potiebny k popisu
molekul (kazdy atom v molekule je bliZze uréen sousednimi atomy a typem vazeb).
Substrukturni pfistup selhava pii pocitani log P strukturnich izomerti a neuvazuje

konformace molekuly.®

Pro jednotlivé metody byly vyvinuty rtizné algoritmy vypocétu log P, které jsou
vyuzivany v riznych softwarech. Mezi algoritmy vyuzivajici fragmentalni metodu patii
CLOGP (software ChemDraw), ACD/LogP, KLOGP, IALOGP, COSMOFRAG,
Ghose/Crippen (software HyperChem), CHEMICALC, HLOGP a miLOGP. Metodu
ptispévkl jednotlivych atomt vyuziva SMILOGP, ALOGP, ChemAxon a XLOGP.
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LOGKOW (software KOWWIN) a AB/logP kombinuje atomovy a fragmentalni

pﬁstup.31

Celomolekulovy pfistup vyuziva pii hodnoceni lipofility vlastnosti molekuly jako
celku. Ke kvantifikaci log P vyuziva molekularni lipofilitni parametry, topologické
indexy nebo vlastnosti molekuly, jako jsou hustota naboje, plocha povrchu,
elektrostaticky a objemovy potencial. Nékteré programy dokonce zapocitavaji i vliv 3D

struktury molekuly.®! %2

Celomolekulovy pfistup vyuzivaji algoritmy CLIP, HINT, MOLFESD, MLOGP,
VLOGP, T-LOGP, BLOGP, QLOGP a WHIM/logP.*!
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2.6 Udaje z literdrnich zdroju

Tato literarni reSerSe byla zaméfena na vyhledavani jednotlivych ¢lanki tykajicich
se studii lipofility s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie na obracenych fazich
(RP-TLC). Hlavni cilem bylo zjistit experimentalni podminky RP-TLC a ziskat ptehled
0 nejCastéji uzivanych stacionarnich a mobilnich fazich a pouzivanych zptsobech

detekce.

Z provedené reSerSe vyplynulo, Ze nejcastéji uzivanou stacionarni fazi je silikagel
chemicky modifikovany alifatickymi uhlovodikovymi fetézci s 18 atomy uhliku;
stacionarni faze navic obsahuje fluorescenéni indikator. Jako mobilni faze se pouzivaji
pfevazné smeési vody s methanolem, acetonem nebo acetonitrilem o rizném pomérném
zastoupeni. Nejbéznéjsi zptusob detekce u RP-TLC je zhaseni fluorescence sledované

pod UV lampou.

V nasledujici tabulce je uveden prehled udaji ziskanych z jednotlivych resersi.
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Tabulka 2 Studie lipofility vyuzZivajici RP-TLC - udaje z literarnich zdroji

C_:|slo Zkoumané latky Stac[onarm Impregnace | Mobilni faze Detekce
citace faze
eburnanoveé silanizovany densitometricky,
8 alkaloid silikagel 60 - aceton - voda vinova délka
y Fasa 279 nm
o HPTLC methanol - voda
18 d‘:g;’igsgrggj' silikagel 60 . il voda | UV 2540
RP-18 F254s acetonitril - voda
1,2-benzisothiazol silikagel aceton - pufr
19 3(2H)-ony RP-18 Fasac - methapql - pufr UV 254 nm
acetonitril - pufr
o . - silikagel
33 derivaty thiazolidinu RP-18 Fycse - aceton - voda UV 254 nm
neionogenni Nano-Sil-C aceton - voda
- 18" _ _
34 surfaktanty 100 UVys4 tetrahydrofuran UV 254 nm
voda
hexan -
. . parafinovy | methanol - 0,5M
35 monoazobarviva silikagel olej 90:10 HCl neuvedeno
(VIv)
procainamid,
lidokain, atenolol,
disopyramid, o i
36 oxprenolol, silikagel - methanol - Tris densitometricky
RP-18 Fys4s pufr pH 7,4
propranolol,
alizaprid, alpiroprid,
sulpirid
derivaty .
37 fenoxyoctové RP-18 - vodny roztok uv
K . W/UV254 albumint
yseliny
38 derivaty furanu silikagel 60 - methanol - voda UV 254 nm
RP-18 Fys4s
8-substituované
derivaty 2°-
deoxyadenosinu, 5- RP-18
39 substituované W/UV5,4 ) methanol - voda v
derivaty 2°-
deoxyuridinu
aceton -
glycinovy pufr
pH1,2a9,0
silikonovy methanol - zasadity roztok
40 derivaty chinolonu | silikagel GF,s4 | 0lej DC 200 | glycinovy pufr manganistanu
(350 cSt) pH1,2a9,0 draselného
acetonitril -
glycinovy pufr
pH1,2a9,0
nehomologicka série Silcoplat né?aef)i(:gv-' modifikované
41 neionogennich (Labor MIM, para . Y | methanol - voda Burgerovo
. . olej 95:5 e
surfaktantd Madarsko) ¢inidlo
(VIv)
42 derivéty piperazinu SI|:ir|1ilkZ;)g:|ny silikonovy aceton — 5% UV 366 nm
Kieselgel 60 olej DC 200 | NH,OH pH 11,3 jodové pary
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g::::c:a Zkoumané latky Stac;léc:;arnl Impregnace| Mobilni faze Detekce
aceton - voda
derivaty naftalenu, silikonovy methanol - voda zasadity roztok
inoli - . . tonitril - vod .
43 nitrOCh';c;l(')r;gﬁj 14- silikagel GF,s4 | olej DC 200 ace O?I " V? a manganistanu
d'ﬁyd diny (350 cSt) aceton - putr draselného
nydropyriainu methanol - pufr
acetonitril - pufr
h methanol -
ne-1raef)i(r?cl)1v-' dichlorethan
Silufol UV 254 polej 95.5y acetonitril -
' aceton
VIV
(V) methanol - voda
tonitril -
inhibitory N i n-he>.<an ., tetrif:?\lgrrlll”nr:athan ; 5
44 monoaminooxidazy | aluminiumoxid | parafinovy |, | jodove pary
60 Fass olej 95:5 -propanof =
(WIV) n-hexan
methanol - voda
n-hef>_<an - hexan
celuloza Fysy palra gn;\éy
ole) 9o voda
(VIv)
amidoester HPTLC
45 ethanolamin):J silikagel RP- - methanol - voda UV 254 nm
18 Fasas
substituované anilidy silanizovany diethylether methanol -
46 pyrazin- silikagel 60 | ~ S|I|I§on9vy 0.05M UV 254 nm
2-karboxylové E olej 95:5 fosfore€¢nanovy
kyseliny 254 (vIv) pufrpH30a7,4

Vysvétlivky ke zkratkam v tabulce:

cSt
Fas4
Fasas
Vv kyselém prostiedi
G sadra jako pojivo
RP-18
W plné sméacitelny vodou
60 velikost porti v A (Inm = 10 A)

centistokes, jednotka viskozity (1 m?s™ = 10000 St)

fluorescenéni indikator s excitaéni vinovou délkou 254 nm

fluorescenéni indikator s excita¢ni vlnovou délkou 254 nm stabilni

stacionarni faze s kovalentné vazanymi radikaly s délkou 18 uhliki
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3. CIL PRACE
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Cilem této diplomové prace bylo posouzeni lipofilitnich charakteristik Sesti sérii na
jadie substituovanych pyrazinovych analogti chalkoni a jedné série na jadie
substituovanych chalkonl s vyuzitim tenkovrstvé chromatografie na reverznich fazich.

Jako lipofilitni parametr byla dale zpracovavana hodnota Ryw.

Hodnoty Ruyw byly vyuzity k porovnani vlivu jednotlivych na jadie navazanych
substituentll na lipofilitu. Zvlast byly hodnoceny chalkony, zvlast' pyrazinové analogy

chalkonu.

Dale bylo porovnano, zda hodnoty Ryw ziskané z méteni koreluji s teoretickymi
hodnotami log P vypocitanymi pomoci pocitacovych programi. Také bylo posouzeno,
zda se vyznamné lisi korelace u komercnich pocitacovych programii a on-line volné

dostupnych programii.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Udaje o testovanych latkach

V této diplomové praci byly analyzovany série vzorka latek nasyntetizovanych na
katedfe farmaceutické chemie a kontroly IéCiv Farmaceutické fakulty Univerzity

Karlovy v Hradci Kralové.

Byla testovana jedna série na jadfe substituovanych derivata 1,3-difenylprop-2-en-
l-onu  (chalkonu) a Sest sérii na jadfe  substituovanych  derivati

3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu. Celkem bylo analyzovano 62 latek.

Testované vzorky jsou krystalické struktury, barva ptechazi od bilé pies zlutou az

Kk syté oranzové. Jedna se o mirn€ polarni latky s potencialni biologickou aktivitou.

V tabulce 3 a 4 je uveden piehled jednotlivych derivati. Tabulky obsahuji ¢islo
vzorku, €islo série, které charakterizuje substituent Ry, oznaceni vzorku, jehoz soucésti
je i pismeno oznaéujici fadu. Rada charakterizuje substituent Ry, resp. R, jedna-li se o
chalkony. Dale jsou v tabulce uvedeny typy substituentii, molekulova hmotnost a

sumarni vzorec slouceniny.
Obecny vzorec série derivata 1,3-difenylprop-2-en-1-onu (oznaceni vzorkt Ac-0):

O

Obecny vzorec série derivati 3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu:

o)
ff%@
L R,
AN X |
R, N
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Tabulka 3 Prehled derivata 3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu

vg(i)srllfu Série Ojggﬁini R1 R2 N:;'q%ﬁ Ic(:té Sumarni vzorec
0 CH - 0a H 3-OCHjs;, 4-OH 256,26 C14H12N,03
2 0 CH-0b H H 210,23 C13H10N,O
3 0 CH - 0c H 2-OH 226,23 C13H1o0N20,
4 0 CH-0d H 4-OH 226,23 C13H10N20,
5 0 CH - Oe H 4-N(CHy), 253,3 Ci5H15N3z0
6 0 CH - of H 2-NO, 255,23 C13HoN3zO3
7 0 CH - 0i H 4-NO, 255,23 C13HoN3zO3
8 0 CH - 0j H 3-NO, 255,23 C13H9N303
9 0 CH -0m H 4-Cl 244,698 C13HgN,OCI
10 0 CH-0n H 3-OH 226,23 C13H10N>0,
11 0 CH - 0o H 2-OCH3; 240,26 C14H12N,0,
12 0 CH-0p H 3-OCHj3 240,26 C14H12N,0,
13 0 CH - 0q H 4-OCHgj3 240,26 C14H12N,0,
14 1 CH-1a | terc-butyl | 3-OCHs, 4-OH 312,37 C1gH20N,03
15 1 CH - 1b | terc-butyl H 266,34 C,7H15N,O
16 1 CH - 1c | terc-butyl 2-OH 282,34 C17H15N,0,
17 1 CH-1d | terc-butyl 4-OH 282,34 C17H15N,0,
18 1 CH - 1e | terc-butyl 4-N(CH3), 309,41 C19H23N30
19 1 CH - 1f | terc-butyl 2-NO, 311,34 C17H17N303
20 1 CH-1i | terc-butyl 4-NO, 311,34 C17H17N304
21 1 CH-1j | terc-butyl 3-NO, 311,34 C17H17N303
22 1 CH - 1m | terc-butyl 4-Cl 300,79 C17H17N,OCI
23 1 CH-1n | terc-butyl 3-OH 282,34 C17H15N,0,
24 2 CH - 2a isobutyl 3-OCHjs, 4-OH 312,37 C18H20N>03
25 2 CH - 2c isobutyl 2-OH 282,34 C17H1sN,0,
26 2 CH -2d isobutyl 4-OH 282,34 C17H1sN,0,
27 2 CH - 2e isobutyl 4-N(CHy), 309,41 Ci9H23N;0
28 2 CH-2f | isobutyl 2-NO, 311,34 C17H17N303
29 2 CH - 2i isobutyl 4-NO, 311,34 C17H17N303
30 2 CH-2j | isobutyl 3-NO, 311,34 C17H17N303
31 2 CH-2m | isobutyl 4-Cl 300,79 C,7H17N,OCI
32 2 CH - 2n isobutyl 3-OH 282,34 C17H1sN,0,
33 3 CH - 3c butyl 2-OH 282,34 C17H1gN,0,
34 3 CH-3d butyl 4-OH 282,34 C17H18N>0,
35 3 CH - 3e butyl 4-N(CHj3), 309,41 C19H23N30
36 3 CH - 3f butyl 2-NO, 311,34 C17H17N303
37 3 CH - 3i buty! 4-NO, 311,34 C17H17N303
38 3 CH - 3j butyl 3-NO, 311,34 C17H17N303
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v(z:(i)srll?u Série O:;:riini R1 R2 er]c:rl]%';lr’] I:;'té Sumarni vzorec
39 3 CH-3m butyl 4-Cl 300,79 C17H17N,OCI
40 3 CH - 3n butyl 3-OH 282,34 C17H1gN,0;
41 4 CH - 4c propyl 2-OH 268,31 C16H1sN>0O5
42 4 CH-4d propyl 4-OH 268,31 C16H16N20O>
43 4 CH - 4e propyl 4-N(CHj3), 295,38 C1gH21N30
44 4 CH - 4f propyl 2-NO, 297,31 C16H1sN303
45 4 CH - 4i propyl 4-NO, 297,31 C16H15N303
46 4 CH - 4j propyl 3-NO, 297,31 C16H15N303
47 4 CH -4m propyl 4-Cl 286,76 C16H1sN,OCI
48 4 CH - 4n propyl 3-OH 268,31 C16H1sN>0O5
49 10 | CH - 10a | isopropyl | 3-OCHjs, 4-OH 298,34 C17H1gN,0O3
50 10 CH - 10c | isopropyl 2-OH 268,31 C16H16N20,
51 10 CH - 10d | isopropyl 4-OH 268,31 C16H1sN>0O5
52 10 CH - 10f | isopropyl 2-NO, 297,31 C16H15N305
53 10 CH - 10i | isopropyl 4-NO, 297,31 C16H15N303
54 10 CH - 10j | isopropyl 3-NO, 297,31 C16H15N303
55 10 [ CH-10m | isopropyl 4-Cl 286,76 C16H15N,OCI
56 10 CH - 10n | isopropyl 3-OH 268,31 C16H1sN205
Tabulka 4 Prehled derivata 1,3-difenylprop-2-en-1-onu
Cislo .. | Oznaéeni Molekulova | Sumarni
vzorku Seérie vzorku R hmotnost vzorec
57 0 Ac - Oc 2-OH 224,26 C15H1,0;
58 0 Ac - 0d 4-OH 224,26 C15H1,0;
59 0 Ac - On 3-OH 224,26 C15H1,0,
60 0 Ac-00 | 2-OCHgs; 238,28 C16H1402
61 0 Ac-0p | 3-OCH; 238,28 C16H1402
62 0 Ac-0q | 4-OCHs; 238,28 C16H1402
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4.2 Pouzité chemikalie, chromatograficky material, pFistroje,

programové vybaveni, pomuicky

Chemikalie

- 6 vzorku derivata 1,3-difenylprop-2-en-1-onu (KFCHaKL, FaF UK)

- 56 vzorkt derivati 3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu (KFCHaKL,
FaF UK)

- tetrahydrofuran p.a., Balex, Pardubice — Rosice n. Labem, CR

- hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Lachema Neratovice, CR

- methanol p.a., Penta, Praha, CR

- dimethylsulfoxid

- 25% roztok H3PO,

- destilovana voda

Chromatograficky material

- TLC desky RP-18 Fjs4s, 20x20 cm, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko,
§.1.15389.0001
- vyvijeci vany 22X22x7,5 cm

Ptistroje

- analytické digitalni vahy Sartorius Analytic, Sartorius AG, Gottingen, Némecko
- pH metr SCHOTT CG 843, SCHOTT Instruments GmbH, Mainz, Némecko
- detekéni UV lampa Camag pro vinové délky 254 a 366 nm, Camag, Muttenz,

Svycarsko

Programové vybaveni

- program ACD/Log P verze 1.0, Advanced Chemistry Development Inc.,
Toronto, Ontario, Kanada

- program HyperChem verze 7.03, Hypercube Inc., Gainesville, Florida, USA
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- program ChemDraw Ultra 10.0, ChemOffice 2006, CambridgeSoft Corporation,
Cambridge, USA
- Microsoft Office Professional Edition 2003, Microsoft Office Excel 2003,
Microsoft Corporation, USA
- On-line dostupné pocitacové programy:
ALOGPS 2.1, http://146.107.217.178/lab/alogps/start.ntml
http://www.chemaxon.com/demosite/marvin/index.html,
ChemAxon Kft., Budapest’, Mad’arsko

Pomucky

- poloautomaticka pipeta Eppendorf Research 10-100 ul

- poloautomaticka pipeta Finnpipette Thermno-electron corporation 100-1000 pl
- odm¢érna banka 1000 ml

- odmérny valec 100 ml

- pravitko
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4.3 Priprava vzorku, chromatografické podminky, detekce,
zpracovani dat u TLC

Chromatografické podminky byly zvoleny na =zakladé struktury a povahy
analyzovanych latek a podle informaci o uzivanych chromatografickych systémech

ziskanych z literarni reSerse.

Vzhledem k slabé polarnimu charakteru testovanych latek byla zvolena tenkovrstva
chromatografie na obracenych fazich, tedy systém s nepolarni stacionarni fazi a polarni

mobilni fazi.

Vzorky byly pfipraveny rozpusSténim latek v methanolu tak, aby vysledny roztok
mél koncentraci 2 mg/ml. Latky, které nebyly rozpustné v methanolu, byly rozpustény
ve smési methanolu s dimethylsulfoxidem v poméru 2:1 ve stejné koncentraci vzorku.
Roztoky jednotlivych vzorkli pak byly nandSeny na start ve vzdalenosti 1,5 cm od

spodniho okraje desky.

Mobilni faze byla pfipravena smisenim tetrahydrofuranu a pufru v riznych
pomérech. Méteni bylo provedeno pii pH 7,0 mobilni fazi o sloZeni 50, 60, 70, 75 a
80% (v/v) tetrahydrofuranu. Pufr byl pfipraven rozpusténim 1,78 g hydrogen-
fosfore¢nanu sodného dihydratu v destilované vodé a doplnénim na 1000 ml. Uprava na
pozadované pH 7,0 byla provedena na acidimetru postupnym piidavanim 25% roztoku

kyseliny fosforecné.

Vyvijeci vana byla sycena parami 100 ml mobilni faze 30 minut. Poté byly do
vyvijeci vany vlozeny desky S nanesenymi vzorky a vyvijeni probihalo do dosazeni ¢ela
ve vzdalenosti 17 cm od startu. PO vyjmuti z vany byly desky usuSeny a skvrny
jednotlivych vzorkd detekovany. Detekce probihala pod UV lampou pii vinové délce

254 nm na zéklad¢ zhaseni fluorescence indikatoru obsazeného v tenké vrstvé desky.

Kazdé meéteni pii daném sloZzeni mobilni faze bylo provedeno dvakrat.
K vyhodnoceni se zaznamenavala vzdalenost zacatku skvrny od startu, vzdalenost
konce skvrny od startu a vzdalenost cile od startu pro kazdou skvrnu. Z téchto hodnot
byl vypocten stied skvrny a hodnota retencniho faktoru Rg. Z primérnych hodnot R

byly podle vzorce (2) vypocteny hodnoty Ry, které byly dale pouzity k vypoctu hodnot
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Rmw. Tyto byly ziskany linearni extrapolaci hodnot Ry do 0% organické faze, resp.
100% vodné faze.

Hodnoty Rmw byly pouzity k srovnani vlivu jednotlivych substituentti na lipofilitu a
k porovnani s hodnotami log P ziskanymi z pocitacovych programi. Hodnoty Ry, Rmw

a log P jsou uvedeny v tabulkach uvedenych v kapitole 5.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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Cilem této diplomové prace bylo ziskat hodnoty Ryw prostiednictvim hodnot Ry
vypocitanych z experimentalné ziskanych hodnot. Hodnoty Ryw pak byly pouzity ke

srovnani prispévki jednotlivych substituenti k lipofilit¢ molekuly.

Také byly pocitaCovymi programy vypocitany teoretické hodnoty log P pro dané
molekuly. Byla posouzena korelace mezi t¢émito hodnotami a experimentaln¢ ziskanymi

hodnotami Ryw.

Namétené hodnoty a vysledky porovnani jsou popsany v nasledujicich kapitolach.
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5.1 Hodnoty Ry a Ryw

V tabulce 5 jsou uvedeny hodnoty Ry a hodnoty Ryw. Hodnoty Ry byly ziskany
vypoétem z prumérnych hodnot Rg ziskanych z méfeni, hodnoty Ruw pak linearni

extrapolaci do 0% organické, resp. 100% vodné faze z hodnot Ry.

V tabulce jsou uvedeny hodnoty Ry pro jednotlivé koncentrace tetrahydrofuranu
vV mobilni fazi. Koncentrace jsou 50, 60, 70, 75 a 80%(v/v). Koncentrace 75%(v/v) byla
zvolena jako nédhrada za 90%(v/v), nebot pfi takto vysokém zastoupeni
tetrahydrofuranu v mobilni fazi doSlo k rozmyti skvrn a nebylo mozné odeéteni
relevantnich hodnot. Koncentraci nizs§i nez 50%(v/v) nebylo mozno zvolit, nebot’

skvrny by zistaly na startu.

Tabulka 5 Hodnoty Ry ziskané p¥i rizném procentualnim sloZeni mobilni faze a

Rmw ziskané linearni regresi

" Rw chalkonu a jejich pyrazinovych analogt
Cislo Oznaceni Mnozstvi tetrahydrofuranu v mobilni fazi [%(v/v)] Ruw
vzorku vzorku
50 60 70 75 80
1 CH - 0a 0,2408 0,0632 -0,1130 -0,2487 -0,3475 1,2338
2 CH - Ob 0,5416 0,3232 0,0831 -0,0559 -0,2073 1,7960
3 CH - Oc 0,3337 0,1414 -0,0657 -0,2118 -0,3391 1,4693
4 CH - 0d 0,3020 0,1172 -0,0714 -0,2091 -0,3446 1,3822
5 CH - Oe 0,4554 0,2429 0,0376 -0,1085 -0,2426 1,6193
6 CH - Of 0,4965 0,2509 0,0453 -0,1037 -0,2554 1,7284
7 CH - 0i 0,6674 0,3856 0,1323 -0,0368 -0,1863 2,0829
8 CH - Qj 0,6353 0,3632 0,1205 -0,0446 -0,2107 2,0300
9 CH - 0m 0,7426 0,4388 0,1815 0,0152 -0,1503 2,2073
10 CH - 0On 0,3400 0,1385 -0,0586 -0,1915 -0,3489 1,4769
11 CH - 0o 0,4813 0,2508 0,0589 -0,0918 -0,2323 1,6547
12 CH - Op 0,5589 0,3047 0,0896 -0,0679 -0,2192 1,8379
13 CH - Oq 0,5208 0,2652 0,0637 -0,0860 -0,2234 1,7383
14 CH- 1la 0,7866 0,4202 0,1542 -0,0409 -0,2118 2,4086
15 CH - 1b 1,1519 0,6471 0,3181 0,1198 -0,0751 3,1097
16 CH - 1c 0,8728 0,4582 0,1739 -0,0494 -0,2024 2,6244
17 CH-1d 0,8342 0,4617 0,1409 -0,0462 -0,2001 2,5440
18 CH- le 1,0289 0,5812 0,2130 0,0512 -0,1152 2,8941
19 CH - 1f 1,0594 0,5840 0,2314 0,0328 -0,1405 3,0066
20 CH - 1i 1,2885 0,7308 0,3262 0,1146 -0,0801 3,4987
21 CH-1j 1,2594 0,6581 0,2785 0,0838 -0,1048 3,4237
22 CH-1m 1,3908 0,7378 0,3561 0,1450 -0,0383 3,6462
23 CH- 1n 0,8431 0,4586 0,1447 -0,0366 -0,2137 2,5703
24 CH - 2a 0,6786 0,3743 0,1146 -0,0678 -0,2389 2,1890
25 CH - 2c 0,7505 0,4184 0,1326 -0,0624 -0,2358 2,3787
26 CH - 2d 0,6960 0,3923 0,1083 -0,0809 -0,2465 2,2653
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Ry chalkonu a jejich pyrazinovych analogt

v(z:(l)srllfu Ovz;:ﬁ(im Mnozstvi tetrahydrofuranu v mobilni fazi [%(v/v)] Ruw
50 60 70 75 80
27 CH - 2e 0,9136 0,5144 0,2247 0,0219 -0,1542 2,6476
28 CH - 2f 0,9737 0,5113 0,2259 0,0169 -0,1732 2,8027
29 CH-2i 1,2728 0,6714 0,3269 0,1059 -0,0934 3,4282
30 CH - 2j 1,1974 0,6323 0,2833 0,0797 -0,1268 3,2946
31 CH -2m 1,2926 0,7130 0,3606 0,1326 -0,0601 3,4455
32 CH-2n 0,7695 0,4192 0,1658 -0,0380 -0,2472 2,4130
33 CH - 3c 0,7995 0,4771 0,1521 -0,0385 -0,2001 2,4772
34 CH - 3d 0,7662 0,4342 0,1264 -0,0686 -0,2234 2,4177
35 CH - 3e 0,9419 0,5788 0,2411 0,0315 -0,1173 2,7164
36 CH - 3f 0,9853 0,6114 0,2426 0,0280 -0,1272 2,8584
37 CH-3i 1,2163 0,7567 0,3263 0,1099 -0,0676 3,3557
38 CH - 3j 1,1641 0,7165 0,3136 0,0887 -0,0844 3,2411
39 CH -3m 1,2859 0,7974 0,3511 0,1265 -0,0283 3,4804
40 CH - 3n 0,8101 0,4942 0,1587 -0,0404 -0,1868 2,5004
41 CH - 4c 0,6581 0,3867 0,0935 -0,1050 -0,2387 2,1871
42 CH - 4d 0,6207 0,3573 0,0848 -0,1146 -0,2443 2,0920
43 CH - 4e 0,7925 0,4925 0,1817 -0,0114 -0,1429 2,3792
44 CH - 4f 0,8283 0,4874 0,1815 -0,0378 -0,1979 2,5423
45 CH - 4i 1,0609 0,6608 0,2768 0,0661 -0,0901 2,9908
46 CH - 4j 1,0075 0,6252 0,2526 0,0517 -0,1111 2,8809
47 CH - 4m 1,1221 0,6993 0,3100 0,0897 -0,0664 3,1093
48 CH - 4n 0,6699 0,3885 0,0875 -0,0947 -0,2151 2,1770
49 CH - 10a 0,5950 0,3377 0,0709 -0,1044 -0,2339 1,9977
50 CH - 10c 0,6759 0,3707 0,0757 -0,1044 -0,2219 2,1897
51 CH - 10d 0,6323 0,3498 0,0742 -0,1210 -0,2370 2,1063
52 CH - 10f 0,8366 0,4909 0,1638 -0,0274 -0,1743 2,5280
53 CH - 10i 1,0428 0,6425 0,2644 0,0324 -0,1076 2,9823
54 CH - 10j 1,0078 0,6424 0,2426 0,0294 -0,1340 2,9461
55 CH - 10m 1,1281 0,6488 0,2975 0,0625 -0,0941 3,1291
56 CH - 10n 0,6598 0,3562 0,0876 -0,1155 -0,2437 2,1750
57 Ac - Oc 0,5465 0,2993 0,0245 -0,1502 -0,3180 2,0035
58 Ac - 0d 0,5185 0,2734 -0,0010 -0,2007 -0,3172 1,9560
59 Ac - On 0,5602 0,3044 0,0255 -0,1683 -0,3200 2,0539
60 Ac - 00 0,6972 0,4162 0,1251 -0,0720 -0,2032 2,2266
61 Ac - Op 0,7699 0,4721 0,1644 -0,0425 -0,1716 2,3722
62 Ac - Oq 0,7168 0,4325 0,1393 -0,0851 -0,1993 2,2879
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5.2 Hodnoceni viivu substituentud na lipofilitu

Z teoretickych udaju vyplyva, Ze existuje pfima zavislost mezi Ryw a lipofilitou.

Cim vy33i je hodnota Ryw, tim vice je latka lipofilni.

Vliv substituentd na lipofilitu byl posuzovan z experimentalné ziskanych vysledka
prostiednictvim hodnot Ryw. U pyrazinovych analogu chalkonti bylo hodnoceni vlivu

provedeno u obou substituentu.

U derivata 1,3-difenylprop-2-en-1-onu (oznaceni Ac-0) byl hodnocen vliv dvou
moznych substituentll vdzanych na jadie. Z métfeni vyplynulo, ze latky substituované
methoxyskupinou byly lipofiln€jsi nez latky substituované hydroxylovou skupinou.
Zaroven se u obou typu substituentll ukazala jako nejvice lipofilni substituce v poloze

tii, resp. meta-poloze.

U derivata 3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-1-onu byl hodnocen vliv substituentu
R:1 a Rz. V obou ptipadech se hodnotil vliv vzdy pouze jednoho substituentu. Vysledky

byly hodnoceny v sérii (hodnoceni Ry) nebo v fadé (hodnoceni Rj).

Pii sledovani vlivu substituentu R; na lipofilitu byly vzaty hodnoty Ruw a
vzestupné srovnany v kazdé tad€ zvlast. Substituenty byly vyhodnocovany pouze
v fadach, u kterych byly mezi vzorky zastoupeny vSechny typy substituentu Ry, tedy v
fadach c, d, f, i, j, m a n. U vSech fad byl jako nejmén¢ lipofilni shledan derivat v némz
Ri1 = H, a nejvice lipofilni derivat, v némz R; = terc-butyl. V ptipad¢é substituentd
propylu a isopropylu nebylo mozné podle vysledki jednozna¢né vyhodnotit, ktery vice
prispiva k lipofilit¢ molekuly. Celkové potadi jednotlivych substituentli, fazeno
vzestupné, bylo nasledujici: H < propyl = isopropyl < isobutyl < butyl < terc-butyl. To
odpovida razeni sérii: 0 - 4,10 -2 -3 - 1.

Srovnani ovlivnéni lipofility substituentem R, bylo provedeno u nasledujicich
substituentt: 2-OH, 3-OH, 4-OH, 2-NO;, 3-NO;, 4-NO,;, 4-Cl, 4-N(CHs);
a (3-OCHg, 4-OH). Bylo tedy hodnoceno celkem 8 fad substituentd: a, ¢, d, e, f, i, j, m
an. Rady b, 0, p a q nemohly byt zhodnoceny pro nedostatek ziskanych udaji.
Porovnavany byly vzorky vzdy v sérii. Podle vysledkti nejméné pfispivaji K lipofilité

methoxyskupina v poloze 3 a hydroxylova skupina v poloze 4, jsou-li navazany na téze
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molekule zaroven. Nejvice naopak lipofilitu zvySuje chlor navazany v poloze 4.
Vysledné potadi substituentl od nejméné k nejvice lipofilizujicim je néasledujici:
(3-OCHj,

4-OH) < 4-OH < 2-OH < 3 -OH < 4-N(CHj3); < 2-NO; < 3-NO; < 4-NO, < 4-Cl.

Odpovidajici fazeni fad: a—d—c-n—e-f—i—j—m.
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5.3 Hodnoty log P

Hodnoty log P byly ziskany z pocitacovych programi, které jsou k tomuto ucelu

pouzivany. Tyto hodnoty jsou uvedeny Vv tabulkach 6 a 7. V tabulce 6 jsou uvedeny

hodnoty log P ziskané z komer¢nich pocitacovych programu, v tabulce 7 hodnoty

Z on-line bezplatné dostupnych programi.

Jednotlivé hodnoty ziskané z rtiznych programt se lisi, nebot” vyuzivaji rtzné

metody vypoctu log P (viz kap. 2.5). Bylo zjisténo, ze vétSina programt pouzitych

Vv této diplomové praci nedéla rozdily v hodnoté log P v piipadé stejného substituentu,

ktery je pouze navazan V jiné poloze.

Hodnoty log P jsou vypocitany pro nedisociovanou molekulu.

Tabulka 6 Hodnoty log P vypo¢tené komerénimi pocita¢ovymi programy

Cislo | Oznaceni R1 R2 ChemDraw | ACD/Log P | HyperChem
vzorku vzorku
1 CH - 0a H 3-OCHjs, 4-OH 0,82 2,12 2,309
2 CH-0b H H 1,33 2,35 2,846
3 CH - Oc H 2-OH 0,94 1,61 2,562
4 CH - 0d H 4-OH 0,94 2,36 2,562
5 CH - Oe H 4-N(CHs), 1,62 2,45 3,110
6 CH - Of H 2-NO, 1,32 2,08 2,800
7 CH - 0i H 4-NO, 1,32 2,08 2,800
8 CH - 0j H 3-NO, 1,32 2,08 2,800
9 CH - 0m H 4-Cl 1,89 2,94 3,364
10 CH-0n H 3-OH 0,94 2,26 2,562
11 CH - 00 H 2-OCH; 1,21 2,35 2,593
12 CH-0p H 3-OCHj, 1,21 2,32 2,593
13 CH - Oq H 4-OCHj, 1,21 2,29 2,593
14 CH-1a | terc-butyl 3-OCHjs, 4-OH 2,95 3,81 3,870
15 CH - 1b | terc-butyl H 3,46 4,03 4,407
16 CH - 1c | terc-butyl 2-OH 3,07 3,30 4,123
17 CH-1d | terc-butyl 4-OH 3,07 4,05 4,123
18 CH-1e | terc-butyl 4-N(CHs), 3,75 4,14 4,672
19 CH - 1f | terc-butyl 2-NO, 3,43 3,76 4,361
20 CH - 1i terc-butyl 4-NO, 3,43 3,76 4,361
21 CH - 1j terc-butyl 3-NO, 3,43 3,76 4,361
22 CH-1m | terc-butyl 4-Cl 4,02 4,63 4,925
23 CH - 1n | terc-butyl 3-OH 3,07 3,95 4,123
24 CH - 2a isobutyl 3-OCHj, 4-OH 2,76 3,99 3,689
25 CH - 2c isobutyl 2-OH 2,88 3,48 3,942
26 CH-2d isobutyl 4-OH 2,88 4,23 3,942
27 CH-2e | isobutyl 4-N(CHa), 3,56 4,32 4,490
28 CH - 2f isobutyl 2-NO, 3,08 3,95 4,180

46




Cislo | Oznaceni R1 R2 ChemDraw | ACD/Log P | HyperChem
vzorku vzorku
29 CH - 2i isobutyl 4-NO, 3,08 3,95 4,180
30 CH - 2j isobutyl 3-NO, 3,08 3,95 4,180
31 CH - 2m isobutyl 4-Cl 3,83 4,81 4,744
32 CH-2n isobutyl 3-OH 2,88 4,13 3,942
33 CH - 3c butyl 2-OH 2,97 3,66 4,007
34 CH - 3d butyl 4-OH 2,97 4,41 4,007
35 CH - 3e butyl 4-N(CHj3), 3,64 4,51 4,556
36 CH - 3f butyl 2-NO, 3,34 4,13 4,245
37 CH - 3i butyl 4-NO, 3,34 4,13 4,245
38 CH - 3j butyl 3-NO, 3,34 4,13 4,245
39 CH - 3m butyl 4-Cl 3,92 4,99 4,810
40 CH - 3n butyl 3-OH 2,97 4,31 4,007
41 CH - 4c propyl 2-OH 2,55 3,13 3,611
42 CH-4d propyl 4-OH 2,55 3,88 3,611
43 CH - 4e propyl 4-N(CHy), 3,23 3,98 4,160
44 CH - 4f propyl 2-NO, 2,88 3,60 3,849
45 CH - 4i propyl 4-NO, 2,88 3,60 3,849
46 CH - 4j propyl 3-NO, 2,88 3,60 3,849
47 CH-4m propyl 4-Cl 3,50 4,46 4,413
48 CH-4n propyl 3-OH 2,55 3,78 3,611
49 CH - 10a | isopropyl 3-OCHjs, 4-OH 2,41 3,46 3,365
50 CH - 10c | isopropyl 2-OH 2,53 2,95 3,618
51 CH - 10d | isopropyl 4-OH 2,53 3,70 3,618
52 CH - 10f | isopropyl 2-NO, 2,63 3,41 3,856
53 CH - 10i | isopropyl 4-NO, 2,63 3,41 3,856
54 CH - 10j | isopropyl 3-NO, 2,63 3,41 3,856
55 CH -10m | isopropyl 4-Cl 3,48 4,28 4,420
56 CH-10n | isopropyl 3-OH 2,53 3,60 3,618
57 Ac - Oc H 2-OH 3,20 3,28 3,392
58 Ac - 0d H 4-OH 3,20 4,03 3,392
59 Ac - 0n H 3-OH 3,20 3,93 3,392
60 Ac - 00 H 2-OCH; 3,46 4,02 3,423
61 Ac - 0p H 3-OCHjs 3,46 3,99 3,423
62 Ac - 0q H 4-OCHjs 3,46 3,96 3,423
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Tabulka 7 Hodnoty log P vypoctené on-line dostupnymi pocita¢ovymi programy

Cislo | Oznaceni = = ALOGPS 2.1 : <1 ChemAxon
vzorku | vzorku l0gP | logp | AB/10gP | COSMOFrag lo”;'P Kowwin | | ©o
1 CH-0a | 1,87 | 1,62 | 153 1,86 168 | 095 | 1,43 | 1,162
2 CH-0b | 185 1,73 | 2,30 2,31 234 | 160 | 1,92 | 1,699
3 CH-Oc |1,75| 1,81 | 1,68 2,04 211 | 112 | 151 | 1,415
4 CH-od | 1,76 | 1,54 | 1,68 1,65 187 | 112 | 151 | 1,415
5 CH-0e |208]| 2,16 | 2,58 3,29 245 | 1,78 [ 213 | 1,964
6 CH-Of |1,73| 093 | 2,09 2,10 208 | 142 | 181 | 1,653
7 CH-0 | 1,72 | 1,04 | 2,09 2,12 230 | 142 | 181 | 1,653
8 CH-0 |1,72| 098 | 2,09 2,23 228 | 142 | 181 | 1,653
9 CH-Om | 237 | 221 | 287 2,71 302 | 225 | 254 2217
10 | CH-on | 1,76 | 1,37 | 1,68 1,72 184 | 112 | 151 | 1,415
11 | CH-00 | 1,86 | 1,97 | 226 2,95 217 | 169 | 1,83 | 1,447
12 | CH-0p | 1,86 | 2,01 | 226 2,63 2,38 | 169 | 1,83 | 1,447
13 | CH-0q | 1,88 | 2,08 | 2,26 2,58 240 | 169 | 1,83 | 1,447
14 | CH-1a | 364 331 | 315 4,13 363 | 2,86 | 249 | 3,189
15 | CH-1b | 355 3,00 | 3,92 4,56 429 | 351 | 298| 3726
16 | CH-1c | 357 | 2,92 | 330 4,32 4,05 | 3,03 |257| 3441
17 | CH-1d | 358 2,94 | 330 3,92 3,81 | 303 | 257 | 3441
18 | CH-1e | 433 3,40 | 4,20 5,54 439 | 369 |319| 3990
19 CH-1f | 371 2,69 | 371 4,34 402 | 333 |287| 3679
20 CH-1i |372| 278 | 371 4,36 425 | 333 | 287 | 3679
21 CH-1j |371| 268 | 371 4,46 422 | 333 |287| 3679
22 | CH-1m | 413 | 2,84 | 4,49 4,99 497 | 416 | 360 | 4,244
23 | CH-1n | 357 | 231 | 3,30 3,99 379 | 303 | 257 | 3441
24 | CH-2a | 344 | 328 | 316 4,19 322 | 290 |307]| 2688
25 | CH-2c | 330 321 | 331 4,38 3,64 | 307 |316| 2941
26 | CH-2d | 332 303 | 331 3,98 340 | 307 |316| 2941
27 | CH-2e | 412|368 | 421 5,60 399 | 373 |377| 3,489
28 CH-2f |366]| 273 | 372 4,41 362 | 337 |345| 3179
29 CH-2i |370| 283 | 372 4,42 384 | 337 |345| 3179
30 CH-2j 368|274 | 372 4,53 382 | 337 |345| 3,179
31 | CH-2m | 332 343 | 450 5,05 456 | 420 | 418 | 3,743
32 | CH-2n | 332 249 | 331 4,06 338 | 307 |316| 2941
33 | CH-3c |348| 360 | 354 4,59 306 | 315 |322| 3,006
34 | CH-3d | 348 315 | 354 4,18 372 | 315 |322| 3,006
35 | CH-3e | 407 | 381 | 4,44 5,81 430 | 3,80 | 383 | 3555
36 CH-3f |350]| 2,80 | 395 4,61 303 | 344 |[352| 3,244
37 CH-3i |368| 291 | 3,95 4,62 416 | 344 | 352 | 3,244
38 CH-3j | 357|282 | 3,95 4,73 414 | 344 |352| 3,244
39 | CH-3m | 4,08 | 3,75 | 473 5,26 488 | 427 | 425| 3,809
40 | CH-3n |349] 266 | 354 4,26 370 | 315 |322| 3,006
41 | CH-4c |308] 295 | 3,06 3,92 340 | 265 | 2,65 | 2,610
42 | CH-4d |312] 271 | 3,06 3,52 316 | 2,65 | 2,65 | 2,610
43 | CH-4e |363] 3,38 | 396 5,15 374 | 331 | 326 | 3159
44 CH-4f |303]| 2,35 | 347 3,95 337 | 295 | 295| 2848
45 CH-4i |310| 247 | 347 3,96 360 | 295 | 295 | 2,848
46 CH-4j |312| 237 | 347 4,07 358 | 295 | 295 | 2,848
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Cislo

Oznaceni

ALOGPS 2.1

vzorku | vzorku |03P |OIQP AB/logP | COSMOFrag IOTJIP Kowwin Io>g<P ChemAxon
47 CH-4m | 359 | 3,36 4,25 4,60 4,32 3,78 3,68 3,413
48 CH-4n (3,11 | 2,26 3,06 3,60 3,14 2,65 2,65 2,610
49 CH-10a | 3,06 | 2,77 2,68 3,74 2,96 2,41 2,29 2,524
50 CH-10c | 2,99 | 2,71 2,83 3,93 3,38 2,58 2,37 2,776
51 CH-10d | 3,02 | 2,56 2,83 3,53 3,14 2,58 2,37 2,776
52 CH-10f | 3,23 | 2,21 3,24 3,95 3,35 2,88 2,67 3,014
53 CH-10i | 3,18 | 2,33 3,24 3,96 3,58 2,88 2,67 3,014
54 CH-10j | 3,15 | 2,23 3,24 4,07 3,56 2,88 2,67 3,014
55 CH-10m | 3,29 | 3,12 4,02 4,60 4,30 3,71 3,40 3,579
56 CH-10n | 3,00 | 2,10 2,83 3,61 3,12 2,58 2,37 2,776
57 Ac-0c | 3,80 3,14 3,09 3,57 3,57 3,18 3,44 3,640
58 Ac-0d |3,79| 341 3,09 3,33 3,33 3,18 3,44 3,640
59 Ac-0n |[3,80] 3,21 3,09 3,29 3,31 3,18 3,44 3,640
60 Ac-0o0 [350]| 3,85 3,67 4,48 3,64 3,74 3,76 3,671
61 Ac-0p |3,53] 3,89 3,67 4,18 3,84 3,74 3,76 3,671
62 Ac-0gq | 3,54 | 3,96 3,67 4,25 3,87 3,74 3,76 3,671

49




5.4 Vzajemna korelace Ryw alog P

Dalsim ukolem této diplomové prace bylo posoudit vzajemnou korelaci dvou
lipofilitnich parametri - Ryw a log P. Korelace mezi Ryw a log P byla zhodnocena pro
kazdy program zvlast metodou linearni regrese, kterd méla prokazat linearni zévislost

mezi Ryw a log P. Obecny tvar rovnice regresni pfimky:
y=Kk-Xx+q

Korelace byla zhodnocena pouze pro 56 derivati 3-fenyl-1-pyrazin-2-ylprop-2-en-
1-onu, nebot’ pro posouzeni derivati 1,3-difenylprop-2-en-1-onu nebyl k dispozici

dostate¢né velky pocet latek k posouzeni.

V tabulce 8 jsou zaznamenany parametry linearni regrese pro jednotliva srovnani.
Parametr n predstavuje velikost skupiny prvki, v tomto ptipadé pocet vzorkli. Smérnice
k a absolutni ¢len q jsou parametry linearni rovnice. Korela¢ni koeficient R vyjadiuje
miru linearity. Parametr Sy je rezidualni odchylka, F urcuje statistickou miru rozptylu

dvou vybranych soubord.
Obecné plati, Ze ¢im je R blize hodnot¢ jedna, tim je zavislost linearné;si.

Tabulka 8 Parametry korelace hodnot Ryw a log P podle jednotlivych programii

n k o} R Srez F

ChemDraw 56 1,256 + 0,094 (-0,49)+£ 0,24 | 0,877 | 0,427 179
ACD/LogP 56 1,03 £ 0,11 0,95+ 0,29 0,775 | 0,520 | 81,4
HyperChem 56 0,977 £ 0,068 1,33+ 0,17 0,891 | 0,308 208
ALOGP 56 | 0,985 % 0,100 0,63+ 0,26 0,802 | 0,454 | 97,4

— IALOGP 56 0,66 + 0,12 0,93+0,31 0,596 | 0,553 | 29,8
8 AB/log P 56 1,135 £ 0,081 0,40 £ 0,21 0,884 | 0,371 194
% COSMOFRAG 56 1,32+0,14 0,58 + 0,35 0,796 | 0,622 | 93,2
9 miLOGP 56 1,196 £ 0,073 0,44 + 0,19 0,913 | 0,332 270
< KOWWIN 56 1,222 + 0,088 (-0,26) £ 0,23 | 0,885 | 0,399 194
XLOGP 56 | 0,944 £ 0,088 0,42 £ 0,23 0,824 | 0,402 114
ChemAxon 56 1,122 + 0,083 0+£0,21 0,878 | 0,378 182

Spolehlivost zavislosti X na y byla ve vsech ptipadech 99,9%. Hodnoty koeficientu

korelace se pohybuji vrozmezi 0,775 — 0,913. Pouze u programu IALOGP byla

hodnota korela¢niho koeficientu 0,596.
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Z vysledku vyplyva, ze program IALOGP neni pro vypocet lipofilitnich parametra
u této série latek vyhovujici. Jako nejlépe korelujici se ukazaly hodnoty z programu
miLOGP a HyperChem. Je mozné stanovit nasledujici celkové porfadi: miLOGP —
HyperChem — KOWWIN — AB/log P — ChemAxon — ChemDraw — XLOGP — ALOGP
— COSMOFRAG — ACD/Log P — IALOGP.

Vyse zminéné hodnoty ukazuji, ze hodnoty log P vypocitané pocitacovymi
programy velmi dobfe koreluji s hodnotami Ry ziskanymi experimentalné. Také je
patrné, ze hodnoty z volné dostupnych programi koreluji stejn¢ dobie jako hodnoty
z komerénich programii. Nelze tedy fici, Ze komer¢ni programy jsou lepsi nez volné
pristupné a naopak. Také nelze rozhodnout jaky ptistup softwaru k vypoctu je vhodné;si
(viz kapitola 2.5). HyperChem a miLOGP, které se ukazaly jako nejlepsi, sice vyuzivaji
fragmentalni pfistup, ale stejné tak i IALOGP, ktery se ukazal jako naprosto
nevyhovujici. Zalezi tedy na kazdém programu jak rozsahlé databaze vyuziva. Cim
rozsahlej$i databaze hodnot, tim tésn¢j$i by méla byt korelace teoretickych hodnot

S experimentalnimi.
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6. ZAVER
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V této diplomové praci byla provedena literarni reserSe zaméiena na vyhledani
informaci o vyuziti RP-TLC ve studiich lipofility a 0 uzivanych experimentalnich
podminkach. Bylo zji§téno, Ze nejCastéji uzivanou stacionarni fazi je silikagel
s kovalentn¢ véazanymi alifatickymi uhlovodikovymi fetézci o délce 18 uhlikii. Mezi
mobilnimi fazemi prevladda smés methanolu, acetonu nebo acetonitrilu s vodou,

ptipadné s pufrem.

Dale byla provedena studie lipofility 62 latek metodou RP-TLC. Byly ziskany
hodnoty Ryw.

Lipofilitni parametr Ryw byl vyuzit ke zhodnoceni vlivu jednotlivych substituentt
na lipofilitu molekuly. U derivatd chalkon se ukazalo, Ze lipofilitu vice zvySuje
hydroxylova skupina nez methoxyskupina. Substituce v meta-poloze méla na lipofilitu
Vramci testovanych substituentl nejvétsi vliv. U derivath pyrazinovych analogh
chalkonti byly zhodnoceny dva zpusoby substituce: v piipadé substituce na fenolovém
jadre lipofilitu nejvice zvysoval v poloze 4 navazany chlor; vyznamné ji zvySovala také
nitroskupina. Ze substituentii na pyrazinovém jadfe se ukézal jako nejvice lipofilizujici

terc-butyl, nejméné pak vodik.

Dale byly u pyrazinovych analogti chalkonii srovnany experimentalni hodnoty Ruw
s teoretickymi hodnotami log P ziskanymi prostfednictvim pocitaCovych programu
ChemDraw, ACD/log P, HyperChem, ChemAXxon a ze souboru programi ALOGPS 2.1.

Bylo posouzeno, zda hodnoty Ruw a log P vykazuji linearni korelaci.

Metodou line4rni regrese bylo zjisténo, Ze vSechny pouzité programy vykazuji
linearni korelaci logP a Rmw. Jako nejvyhodnéjsi ke studiu lipofility téchto
analyzovanych latek se ukazaly on-line volné dostupny program miLOGP, ktery je
soucasti ALOGPS 2.1, a komer¢ni program HyperChem. Jako nevhodny se ukazal
program IALOGP, ktery je také soucasti ALOGPS 2.1 a ktery vykazoval korela¢ni
koeficient pouze 0,596.

Vzhledem Kk ziskanym vysledkim korelace experimentalnich a pocitacovym
programem vypocitanych hodnot nelze urcit, zda jsou lepsi komeréni programy nebo
on-line volné dostupné programy. Korela¢ni koeficienty se pohybovaly v rozmezi 0,775

az 0,913 a jako lépe 1 hiife korelujici se ukdzaly volné dostupné i1 placené programy.
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