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Souhrn

Tato prace se zabyva stanovenim disociacni konstanty a distribu¢niho koeficientu pfi
pH 7,4, coz jsou fyzikalné-chemické farmakologické parametry, které jsou dtlezité pro
odhadnuti chovani latky v biologickém systému. 3-hydroxychinolin-4(1H)-ony (3HQs) jsou
slouceniny s vyznamnou biologickou aktivitou a byly vybrany pro stanoveni distribu¢niho
koeficientu. Distribuéni koeficient lze stanovit pomoci klasické tfepaci metody, ale
nevyhodou je prace s oktanolem, Casova narocnost a tato metoda neni upln¢ vhodna pro latky
nerozpustné ve vod¢. Druhd metoda, kterou se zabyva tato prace, vyuziva vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Vyhodou této metody je, Ze je ¢asové méné narocna,
postacuje malé mnoZzstvi vzorku, ktery mize obsahovat necistoty a lze ji pouzit pro latky
omezen¢ rozpustné ve vodé. Standardy, které byly pouzity, vykazovaly dobrou korelaci mezi
tabelovanymi hodnotami log P a namé&fenymi hodnotami log ky, (R? 0,9895). Nejvyssi
hodnota regresniho koeficientu pro chinolony byla 0,9499. Pro stanoveni disocia¢ni konstanty
(pKa) byly vybrany bézné dostupné farmaceutické standardy. pKa lze stanovit ruznymi
metodami jako je potenciometrie, spektrofotometrie a vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie. V prvnich dvou pfipadech je potieba Cisté latky bez obsahu necistot, které by
mohly zkreslit vysledek. Tyto metody jsou Casové naro¢né a v piipadé potenciometrie je
potieba velké mnozstvi vzorku (jednotky az desitky miligramti). Disocia¢ni konstantu lze
stanovit pomoci HPLC dvéma zpiisoby, bud’ s obsahem organického modifikatoru v mobilni
fazi, coz vyzaduje n€kolik méfeni s riznym obsahem modifikatoru a naslednou extrapolaci na
pouze vodnou fazi. Druha moznost je pouziti pouze vodné faze, diky které se samotné
stanoveni urychli, minimalné tfikrat, oproti prvni moZnosti. V této praci byla pouzita pouze
vodné mobilni faze, kterd jesté v literatufe nebyla popsana. Studované HPLC metody lze
vyuzit pro jednoduchy a rychly odhad farmakologickych parametrti latek, které jsou

ziskavany naptiklad pomoci kombinatoralni chemie.

Klicova slova: distribucni koeficient, disociacni konstanta, high throughput

screening, vodnd mobilni faze



Summary

This thesis deals with determination of dissociation constant and distribution
coefficient in pH 7.4. These are physico—chemical pharmaceutic parameters, very important
for biological system. 3-hydroxyquinolin-4(1H)-ons (3HQs) are compounds with significant
biological activity and they were choosen for determination of distribution coeficient. We can
determinate distribution coeficient by shake flask method. This method is disadvantageous
because we have to work with octanol. The whole process is time consuming and it is not
suitable for compounds insoluble in water. The second method is HPLC. This method is less
time consuming. We need a small amount of sample which can contain impurities. This
method is suitable for compounds insoluble in water. The standards, which were used, had a
good corelation between values log P obtained from literature and values log k,, determinated
by HPLC (R? 0,9895). The highest value for quinolones was 0,9499. The common used
standards were choosen for determination pKa. The dissociation constant we can determinate
by several methods such as potentiometrie, spektrofotometrie and HPLC. In the first two
cases we need a pure compound without impurities. These methods are time consuming and
in case of potentiometrie we need a large amount of sample. We can determinate the
dissociation constant by HPLC by two diffrent ways. Firstly the mobile phase can contain an
organic modifier. Secondly the mobile phase can contain only aquatic phase. In this thesis
was used only aquatic mobile phase which has not been published yet. HPLC methods can be
used for easy and fast prediction of pharmacological parameters of compounds which we can

obtain by combinatorial chemistry.

Key words: distribution coefficient, dissociation constant, high throughput screening,
aquatic mobile phase
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1. Uvod

Fyzikaln¢ - chemické farmakologické parametry jako jsou distribu¢ni koeficient log
D a disocia¢ni konstanta pKa jsou uzite¢nymi parametry pro piiblizeni chovani zkoumané

latky v zivych organismech.

V soucasnosti se pro stanoveni log D pouziva klasicka tfepaci metoda a pro
stanoveni disocia¢ni konstanty potenciometric nebo spektrofotometrie. Nicméné v nékterych
piipadech zminované metody nelze pouzit. Bud’ je to kvili Spatné rozpustnosti vzorku ve
vodé a n-oktanolu nebo je potieba vétsiho mnozstvi vzorku (jednotky az desitky miligramit).
V dnesni dobé¢, ve které jsou kladené vysoké naroky na co nejrychlejsi vyvoj novych
potencialnich 1éCiv je potieba nékolik miligramt na veskeré analyzy. Proto je potieba zvolit
vhodnou pfipadn€ vytvofit novou metodiku, aby spliiovala podminky univerzalnosti,

rychlosti, jednoduchosti - high throughput screening.

Tato prace se zabyva ovéfenim pouzitelnosti kapalinové chromatografie pro
stanoveni uvedenych parametrti, jako vhodné alternativy k jinym klasickym metodam. Byly
také navrzeny modifikace zavedenych postuptl, diky kterym doSlo k zjednoduseni a zrychleni
metod. Metodiky jsou vhodné pro série kandidatl potencialnich 1é¢iv pfipravenych naptiklad

pomoci kombinatoridlni chemie, protoZe nevyzaduje €isté sloueniny a mohou byt v malych

vvvvvv



2. Teoreticka cast

2.1. Distribuéni koeficient
Rozdélovaci P a distribu¢ni D koeficient jsou dilezité farmakokinetické parametry,
které popisuji absorp¢ni, distribucni, metabolické a elimina¢ni (ADME) vlastnosti, stejn¢ jako
farmakodynamicky a toxikologicky profil 1é¢iv. Lipofilni charakter 1é€iv byl uznan jako jeden

z dulezitych faktord ovliviujici rozsah vazby na bilkoviny, metabolismus a absorpci [1, 2].

Rozdélovaci koeficient (P nebo log P) je definovan jako pomér koncentraci
neionizované slouceniny v organické a vodné fazi v rovnovéze. Jako organicka faze pro
méfeni log P se pouziva n-oktanol. Distribu¢ni koeficient (D nebo log D) je definovan jako

celkovy pomér disociované a nedisociované formy v organické a vodné fazi.

Rozdé€lovaci (P) a distribu¢ni (D) koeficient latky HA muze byt vyjadien pomoci
dvou rovnic:

[HALrg e
AL

vodna faze

[HA]org._ féze_'
[HA]vodnéféze + lA_ Jvodnéféze

Rozdélovaci koeficient je nezavisly na pH a poukazuje na rovnovédhu pouze
neionizované slouceniny mezi fazemi. Distribu¢ni koeficient je pH zavisly, protoze stupeii

disociace ve vodné fazi je ovlivnén jak hodnotou pH tak hodnotou pKa dané slouceniny.

Hodnota pH krve je 7,4, proto se pro testovani pouzivd tato hodnota. Optimalni
hodnota log D74 pro oralni absorpci je mezi -0,5 az 2, slouceniny s nizs$i hodnotou nez -0,5
nebo slouceniny s vy$s$i hodnotou nez 2 maji Spatnou oralni absorpci vzhledem k limitované
membranové penetraci (nizka lipofilita) nebo Spatné rozpustnosti ve vodné fazi (nizka

hydrofilita). [3].



2.1.1. Metody stanoveni distribu¢niho koeficientu

1. Trepaci metoda

Pro stanoveni distribu¢niho koeficientu lze pouzit dvé metody, jedna z nich je
klasicka tfepaci metoda (angl. shake flask method). V d¢lici nalevce, piipadné v jiné vhodné
nadobé¢, ktera obsahuje dvé nemisitelné faze oktanol a vodu (nebo pufr) se pfida analyzovana
sloucenina. D¢lici ndlevka se nechava tiepat n¢kolik hodin na tfepacce za laboratorni teploty.
Béhem tiepani dochazi k ustaveni rovnovahy slouceniny mezi vodnou a organickou fazi.
Pomoci UV/VIS spektrofotometrie se zméti hodnota absorbance slouceniny ve vodné fazi

pied a po tfepani a vypocita se hodnota distribu¢niho koeficientu pomoci dané rovnice [4]:

D:AO_Al'Vaq
Al Voct

Ao = hodnota absorbance pied tiepanim
A; = hodnota absorbance po tfepani
Vaq = objem vodné faze

Voct = objem oktanolové faze

Tuto metodu 1ze pouzit pro stanoveni distribucniho koeficientu pro hodnoty od 2 do
4. Nevyhodou této metody je prace s oktanolem, ktery ma silny aromaticky zapach, Casova
naroc¢nost, potieba vyssiho mnoZstvi vzorku a zaroven vzorek by nemél obsahovat necistoty.
Metoda neni pftili§ vhodnd pro slouceniny, které jsou Spatné rozpustné ve vod¢, protoze mize

dojit k vysrazeni ve vodné fazi a tim ke zkresleni hodnoty [5].



2. Vysokoucinnd kapalinova chromatografie

Princip stanoveni distribu¢niho koeficientu pomoci RP-HPLC je, Ze stacionarni faze
kolony je nepolarni (zastupuje ndm to oktanolovou fazi v tfepaci metod¢) a polarni mobilni
fazi, kterou je voda a methanol. Ve vétsiné piipadii nelze pouzit pouze vodnou slozku jako
mobilni fazi, protoze voda ma nizkou elu¢ni silu, proto se k vodné fazi pfidava organicky
modifikator, vétSinou methanol. Protoze se distribucni koeficient stanovuje mezi vodnou a
organickou fazi Vv klasické metodé [5], je potfeba zméfit né€kolik isokratickych méteni
S riznym procentualnim zastoupenim methanolu v mobilni fazi. Nasledné je nutné provést
extrapolaci na pouze vodnou mobilni fazi a z reten¢nich ¢asu pro jednotlivé slozeni mobilni
faze vypocitat kapacitni faktor pro vybrané standardy se znamou hodnotou log P. Vytvoii se
korela¢ni graf mezi namétenyma hodnotami log ky a tabelovanymi hodnotami log P a dana
rovnice regrese se pouzije pro vypocet neznamych hodnot. Vyhodou této metody je nizsi
spotieba vzorku, rychlejsi analyza, slouc¢eniny mohou byt nerozpustné ve vodé a vzorky pro
analyzu mohou obsahovat necistoty. Vysokoucinna kapalinova chromatografie je vhodna pro

stanoveni latek s hodnotou distribu¢niho koeficientu od 0 do 6 [6].
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2.1.2. Derivaty 3-Hydroxychinolin-4(1H)-onu

Jiz od 60. let minulého stoleti jsou chinolony studovany. Tyto latky jsou analoga od
piirodnich latek flavoni (Obrazek 1). Chinolin-4(1H)-ony muzeme rozdélit do Cctyr
zékladnich skupin podle vyvoje. Do prvni generace patfi kyselina nalidixova a kyselina
oxolinova, ob¢ byly antibiotika vyvinuté v 60. a 70. letech. Kyselina pipemidova patii do
druhé generace a slouzila k 1écbé infekci mocového ustroji. Tieti generace 1é¢iv chinoloni
byla vyvinuta na konci 80. let a do této skupiny patii fluorované derivaty. Zavedenim
molekuly fluoru do skeletu chinolonu méla za nasledek zvySeni aktivity a tyto latky se
projevily jako Sirokospektrdlni antibiotika, kterd se vyuzivala k 1écb€ dychacich cest,
prostatitidy a kapavky. Do Ctvrté generace patii Trovafloxacin a Sparfloxacin, ktery se
vyuziva vyhradné jako rezervni antibiotikum. Mezi nezadouci ucinky zminovanych 1é¢iv patii

nevolnost, zvraceni, bolesti v kloubech a muize dojit k poskozeni kloubni chrupavky u

O
@ﬁ

N

H

Flavon chinolin-4(1H)-on

rostoucich jedincii [7, 8].

Obrazek 1 struktura flavonu a chinolin-4(1H)-onu

Dalsi vyvoj v syntéze chinolonl nastal zavedenim hydroxyskupiny do polohy tfi a
vznikly 3-hydroxychonolin-4(1H)-ony (3HQ), které jsou odvozeny od pfirodnich latek

flavonolti u nichz je prokazéana vysoka biologicka aktivita (Obrazek 2)[7, 8].

o)

OH
|
N

H

Flavonol 3-hydroxychinolin-4(1H)-on

Obrizek 2 Struktura flavonolu a 3HQ
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V roce 1986 byla poprvé zminéna biologicka aktivita derivati chinolont, 3-hydroxy-
graveolin, ktery byl izolovan z nadzemni Casti routy chalebské (lat. Ruta Chalapensis). 3-
hydroxychinolony (3HQ) jsou n€kolik let syntetizovany na katedie organické chemie. Tyto
slouceniny se vyznacuji svoji Sirokou biologickou aktivitou jakou je protirakovinny,
protizanétlivy, diureticky, antivirovy ucinek, a jsou tedy vhodnymi potencidlnimi kandidaty
pro nova léciva [9]. V této praci bylo testovano deset strukturné odliSnych derivati 3HQ,

které byly pfipraveny na katedfe organické chemie skupinou pana prof. Hradila (Obrazek 3).

Obrazek 3 Struktury derivata 3HQ
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2.2. Disociaéni konstanta

Hodnota disociacni konstanty (pKa) je dillezitym parametrem, ktery indikuje stupen
disociace molekul v roztoku pii riznych hodnotich pH. Mnoho fyzikalné-chemickych a
biologickych vlastnosti, pfirodnich i syntetickych sloucenin, se fidi vzajemnym plsobenim
kyselych a bazickych skupin. V takovych slou¢eninach popisuje pKa mnoho metabolickych
aspektii naptiklad dopravu pfes membrany. Léciva jsou obecné slabé kyseliny a zasady, které
se v zavislosti na pH prostiedi, mohou vyskytovat disociované nebo nedisociované formé.
Je-li latka disociovana tzn., ze je polarnéjsi (hydrofilni) 1ze ji rozpustit ve vod¢. Zatimco latky
nedisociované, jsou vice nepolarnéjsi (lipofilni) a maji niz$i rozpustnost ve vodé, ale snadnéji
prostupuji lipidickymi membranami v biologickém prostiedi. Pii ordlnim podani 1é¢ivo mize
postupovat z ust do zaludku, do tenkého stieva a nasledn¢ do tlustého stieva. V zaludku je
lipofilné;si charakter a bude se absorbovat v Zaludku. Zatimco hodnota pH v tlustém stfeve je
8 tzn., ze zasadité latky nebudou disociovany a budou absorbovany v tlustém stieveé. Podle
hodnoty pKa lze urcit, v jaké ¢asti zazivaciho traktu bude 1é¢ivo absorbovano. Lécivo je
z 50% disociovano, jestli je hodnota pKa rovno pH. Cim vice jsou 1é¢iva disociovana tim lépe
se rozpoustéji ve vode€ a v krevnim fecisti. Proto studium disociacni konstanty je vyznamné

piedevsim pro biologii, farmacii, 1¢kafstvi a dalsi védecké obory [10 - 12].

Kyseliny a zasady mizeme definovat pomoci Bronstedtovy teorie, ktera fika, ze
kyselina je latka, které je schopna odstépit vodikovy kationt a zasada je latka, kterd je schopna
piiymout vodikovy kationt. Jestli se latka bude disociovat, urcuje disociacni konstanta pKa.
Henderson-Hasselbalchova rovnice popisuje vztah mezi pH a disocia¢ni konstantou a také

pomér mezi disociovanou a nedisociovanou ¢asti [11].

AH & A=+ HY B+ H* & BH*
_ LaH) _ (5]
pKa = pH + log([A_]) pKa —pH+log( ] )

13



2.2.1. Metody stanoveni disociac¢ni konstanty

Disocia¢ni konstantu miizeme stanovit n¢kolika metodami. Mezi nejcastéj$i metody,
které se v dneSni dobé pouzivaji je spektrofotometrie, potenciometrie nebo kapalinova
chromatografie. Potenciometrie je metoda, ktera vyzaduje v&tsi mnozstvi vzorku, které se
muze pohybovat v jednotkach nebo 1 dokonce v desitkach miligramii. Zatimco pro stanoveni
disocia¢ni konstanty pomoci kapalinové chromatografie nam staci desetiny nebo setiny

miligramu [13-16].

1. Spektrofotometrie

Spektrofotometrické stanoveni disociacni konstanty lze pouzit tehdy, jestli
sloucenina absorbuje zafeni v UV/VIS oblasti. Podstatou spektrofotometrického stanoveni je,
Ze protonovana a neprotonovana forma absorbuji pifi rznych vinovych délkach. Je potieba
zmé&fit absorpéni spektra obou forem a poté je zméfit v jednotlivych hodnotach pH pufru.
Isosbesticky bod je hodnota vinové délky, pti které je hodnota absorbance nezavisla na vinové
délce (Obrazek 4). Zavislost absorbance, pii vlnové délce, kdy dochazi k nejvétsi zméné
absorbance na pH (v tomto pfipadné¢ 4 = 425 a 600 nm), protonované nebo neprotonovné
formy je sigmoidni kiivka a v bodu inflexe miZzeme odecist hodnotu pKa (pH = pKa) [13,
14]. Nevyhodou této metody je, Ze studovana slou¢enina nesmi obsahovat necistoty, které by

mohly zkreslit méfeni. Vyhodou je, Ze tato metoda je pomérné jednoducha a relativné rychla.

2.0
1.8 /’K\\‘
1 / A\ pH=10.85
1.6+ / \ pH=9.81
] —— pH=9.0
! '4'_ / \ pH=7.7
1.2 Isosbesticky bod /] M\ N\ pH=7.08
- [/ / \\ pH=6.5
2 1.0 ; pH=5.4
= ] N pH=4.37
0.8 A \ pH=3.05
1 ),2—/“’\ ~ \ pH=23
06—- 53/'—\} TN
0.4-_ \\\ -
0.2+
0.0+

T N I 2 1 ] T 44 T L T 4 T L T L 1
350 400 450 500 550 600 650 700 750
A (nm)
Obrazek 4 Absorpéni spektra pro rizné hodnoty pH pievzato [10]
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2. Potenciometrie

Potenciometrické stanoveni je dal§i metoda pro stanoveni disociacni konstanty. M¢fi
se zavislost pridaného titracniho ¢inidla na zméné¢ pH a hodnota pH v inflexnim bodé¢
odpovidd hodnoté disociacni konstanty. Lze postupovat dvéma zplsoby. Jestli je latka
dostate¢né rozpustna ve vodé, je tato metoda celkem jednoduché a rychla, ale nevyhodou je,
ze velmi malo latek je rozpustnych ve vodé¢ a pfi tomto stanoveni je potfeba vEétSi mnozstvi
latky (jednotky az desitky miligramit) [15]. Jestli je latka Spatn€ rozpustna ve vodé, mizeme
pouzit organické smési pro zvySeni rozpustnosti, ale tato metoda vyzaduje minimalné tfi
meéfeni s riznym procentualnim zastoupeni organické Céasti a vody ve smési a naslednou
extrapolaci pouze na Cistou vodu. Coz samoziejm¢ velmi casové prodluzuje samotné
stanoveni. V literatufe je popsano nékolik postupt. Lze pouzit smés methanol — voda
Vv procentualnim zastoupenim methanolu od 30 do 60 % v/v [15] nebo je také popsana metoda
s vyuzitim smési MDM — voda (MDM — methanol, dioxan, acetonitril) [16]. Tato smé&s
rozpoustédel pomaha zvysit rozpustnost latek nez samotny methanol s vodou. V obou
ptipadech je potieba provést nékolik méteni v rizném procentudlnim zastoupeni organické
rozpoustédlo — voda a nasledné provést extrapolaci na cistou vodu pomoci Yasuda-

Sheldovského vztahu, ktery vyjadiuje vztah pKa a sloZeni rozpoustédla [15, 16].

3. Vysokoucinnad kapalinova chromatografie

Stejné jako u potenciometrie miizeme také u HPLC pouzit dvé metody, Ize bud’ pouZzit
pouze vodnou mobilni fazi. Zde jsme limitovani typem kolony a lipofilitou latek. Mzeme
pouzit pouze kolony, které jsou vhodné pouze pro vodnou fézi a jejich pH stabilita je co
analyzy musi dojit k jejich eluci pomoci vodné mobilni faze, ktera ma malou elucni silu.

V tomto ptipad€ nemusime pouZit extrapolaci a celkova analyza je minimalné tfikrat rychlejsi
[17]. Druha moznost, které je v literatufe popsana je vyuzit organicky modifikator (vétsinou
methanol) pro zvySeni elu¢ni sily. V tomto pfipadé mizeme analyzovat latky, které jsou
lipofilnéjsi, ale opét je potieba provést n€kolik méteni a extrapolovat na vodnou fazi, coZ ndm
prodluzuje celkovou dobu stanoveni pKa minimalné tiikrat oproti prvni metody, kde je
pouzita pouze vodna faze [18]. Vyhodou vysokotc¢inné kapalinové chromatografie je, ze

vvvvv

a mohou obsahovat necistoty.
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2.2.2. Standardy pro stanoveni disociac¢ni konstanty

Pro stanoveni disociacni konstanty byly vybrany bézné dostupné standardy

s tabelovanymi hodnotami pKa a log P, které jsou bé&zné€ pouzivané ve farmaceutickém

primyslu. Byly vybrany slouceniny, aby pokryly co nejsirS$i rozsah.

pohybuji v rozmezi od -2,26 az do +2,26, hodnoty pKa jsou od kyselé

bazickou oblast (11,24). Studované slouc¢eniny muzete vidét na Obrazku 5.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Chemikalie

Derivaty chinolonu 1-10 (>98%, piipraveno na Katedfe organické chemie), voda
(Milli-Q RG, Millipore, Intertech, Bedford, MA, USA), methanol (HPLC - gradient grade,
Sigma — Aldrich, Steinheim, Némecko), pufr MOPS (>99,5%, Sigma — Aldrich, Steinheim,
Némecko), kyselina mravenéi (p. a., Lach-ner, Neratovice, Ceskd Republika). Oktanol
(HPLC), anisol, acetofenon, benzylalkohol, brombenzen, ethylbenzoat a trichloethylen (p. a.,
Sigma — Aldrich, Steinheim, Némecko). Standardni roztoky pufri pro kalibraci pH-metru
(Hamilton Duracal buffers, pH 4.01 + 0.01 and 7.00 £ 0.01). Pro pfipravu Britton-
Robinsonova pufru byla pouzita kyselina fosfore¢na (p. a.), kyselina octova (p. a.) a kyselina
borita (p. a.) viechny (Lach-ner, Neratovice, Ceska Republika). Diethylamin (p. a.), tyrosin
(99%), tryptofan (pro biochemii), sulfaguanidin (98%), tetracyclin (88%), paracetamol (98%),
kyselina gallova (p. a.), kyselina ftalova (p. a.), sulfamethoxazol (99,5%), sulfathiazole
(99%), nikotin (99%), pindolol (98%), kyselina benzoova (p. a.), kyselina skoticova (98%),
kyselina salicylova (p. a.), kyselina tereftalova (98%) byly zakoupeny od (Sigma — Aldrich,

Steinheim, Némecko).

3.2. Pristrojové vybaveni
Vsechna chromatografickd méfeni byla provadéna na vysokoucinném kapalinovém
chromatografu Alliance (Waters, MA, USA) s kvartérni pumpou, autosamplerem a PDA

detektorem. Data byla vyhodnocena pomoci softwaru Empower (verze 3).

Pro méteni pH byl pouzit pH metr (XS Instrument, Capri, Italy) se sklenénou
kombinovanou elektrodou SENTEK P11 (SENTEK, Braintree, Britanie).
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3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Priprava pracovnich roztoki a vzorki

Byly ptipraveny zasobni roztoky derivati 3HQs v methanolu o koncentraci 1 mg/ml,
z téchto zasobnich roztokl byly ptipraveny vzorky v 50/50 methanol/voda o koncentraci 0,2
mg/ml a prefiltrovany pfes stiikackovy filtr. Stejnym postupem byly pfipraveny vzorky
standardl pro stanoveni disociacni konstanty, ale kone¢na koncentrace pouzivanych roztoka

byla 0,1 mg/ml ve vodé.

Pro ptipravu mobilni faze, pro stanoveni distribu¢niho koeficientu, byl pouzit
methanol s 0,25 % v/v oktanolem a voda sycena oktanolem. Byl pouzit pufr, 20 mM MOPS
(pH =7,4) avoda s 0,1 % v/v kyseliny mravenci (pH = 3,0).

Byly pouzity dva pufry pro stanoveni disociacni konstanty. Kysely pufr byl Britton-
Robinsontiv o koncentraci 0,01 mol/l (pH = 2,2) a zasadity pufr 0,1 % v/v diethylaminu ve
vodé (pH =11,3).

3.3.2. Chromatograficka separace

1. Stanoveni log P pomoci HPLC

Mobilni faze pro stanoveni distribu¢niho koeficientu obsahovala vodnou ¢ast 20 mM
pufr MOPS (pH = 7,4) nebo vodu s 0,1 % v/v kyseliny mravené¢i ve vodé a organickou ¢ast
methanol s 0,25 % v/v oktanolu. Bylo pouzito Sest analytickych kolon, jejichz parametry jsou
sumarizované v Tabulce 1. Separa¢ni podminky jsou shrnuty v Tabulce 2. Distribu¢ni
koeficienty byly stanoveny nasledujicim zplisobem: ze sady isokratickych métenich pfti
rizném obsahu methanolu v mobilni fazi (kazdé méteni bylo 3x opakovano a RSD byla mensi
jak 5%), byly stanoveny hodnoty useku na ose y zavislosti log k — procentualni zastoupeni
methanolu (log ky) pro jednotlivé standardy (anisol, acetofenon, benzylalkohol, brombenzen,
ethylbenzoat, trichlorethylen). log ky je odhadem kapacitniho faktoru pro zcela vodnou
mobilni fazi. Stejnym zptusobem byly urCeny hodnoty log k, pro jednotlivé chinolony.
Hodnoty distribu¢niho koeficientu pro 3HQ byly zjistény pomoci korelace mezi namétenymi

hodnotami log ky, a tabelovanymi hodnotami log P pro standardy.
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Tabulka 1 Pouzité kolony a jejich parametry

Kolona Vyrobce Délka ID Velikost Priitok Obsah uhliku
(mm) (mm) ¢astic (um) (mil/min) (%)
xBridge C18 Waters 50 3,0 3,5 1,0 18
Triart C18 YMC 50 3,0 5,0 1,0 20
Kinetex C18 Phenomenex 50 3,0 2,6 0,2 12
Cortecs C18+ Waters 50 3,0 2,7 0,5 5,7
xSelect HSS T3 Waters 50 3,0 2,5 0,4 11
xSelect phenyl- Waters 50 2,1 2,5 0,2 14

hexyl

Tabulka 2 Obsah methanolu v mobilni fazi pro jednotlivé slouceniny a kolony (obsah methanolu byl

ménén po 5%)

Kolona xBridge Triart Kinetex Cortecs+ C18  xSelect HSS xSelect
C18 C18 C18 T3 phenyl-hexyl
Sloucenina % MeOH % MeOH % MeOH % MeOH % MeOH % MeOH
Anisol 35-60 35-60 40 - 65 45-170 55-75 40-60
Acetofenon 40 — 65 35-60 40— 65 45-70 55—75 40 - 60
Benzylalkohol 35-60 35-60 40 -65 45-70 55-75 40 -60
Brombenzen 40-65 40 — 65 40 — 65 45-70 5575 40 - 60
Ethylbenzoat 40 - 65 35-60 40 - 65 45-70 55-75 40-60
Trichlorethylen 40-65 40 — 60 40 — 65 45-70 5575 40 - 60
1 35-60 35-60 40 -65 45-70 50 - 75 40-60
2 35-60 35-60 40— 65 45-70 50 - 75 40 - 60
3 35-60 35-60 40 - 65 45-70 5075 40-60
4 35-60 35-60 40— 65 45-70 50 - 75 40 - 60
5 15-35 15-35 25-50 45-70 5075 40 - 60
6 35-60 35-60 40 - 65 45-70 50 - 75 40 -60
7 35-60 45 - 65 50 - 80 45-70 50 -75 40-60
8 35-60 35-60 40 - 65 45-70 50 - 75 40 -60
9 35-60 35-60 40 -65 45-70 50 -75 40-60
10 60 — 80 60 — 80 60 — 85 55 —80 55 —80 40 -60
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2. Stanoveni pKa pomoci HPLC

Disocia¢ni konstanta byla stanovena pomoci kolony YMC Triart C18 (YMC Co.,
Kyoto, Japonsko) o dvou riznych délkach pro polarni 50 mm a vice lipofilné&;jsi latky 20 mm,
I.D. 2.0 mm, velikost ¢astic 5 um. Separace byla provedena pomoci isokratické eluce o
pratoku 1 mil/min pro 20 mm kolonu a 0,5 mil/min pro 50 mm kolonu. Teplota kolony byla
25 °C a objem nastiiku 5 ul. Mobilni fdze A byl Britton-Robinsoniiv pufr a mobilni faze B
byl diethylamin 0,1 % v/v ve vod¢. Pomoci nastaveni sméSovaciho ventilu v HPLC cerpadle
byly nastaveny jednotlivé poméry mezi kyselym a zasaditym pufrem a vysledné pH bylo
zméfeno pomoci pH-metru. Miseni pufri bylo nastaveno, aby se pokryla cela skala pH od 2,2

do 11,3 (Tabulka 3). Kazda analyza byla tfikrat opakovana.

Tabulka 3 Obsah Britton-Robinsonova pufru v mobilni fazi bez a s 5 % MeOH v mobilni fazi a vysledné
pH

Eluent A (%) pH mobilni faze pH mobilni faze s 5 % Relativni zména (%)
MeOH
100 2.50 2.52 0.79
60 3.54 3.57 0.83
50 4.10 4.15 1.20
45 4.47 451 0.89
40 4.92 5.07 2.96
35 5.94 6.01 1.16
30 6.61 6.66 0.75
275 7.10 7.14 0.56
25 7.82 7.75 -0.90
22.5 8.70 8.58 -1.40
20 9.31 9.2 -1.20
15 9.84 9.72 -1.23
10 10.47 10.4 -0.67
0 10.77 10.7 -0.65
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3.3.3. Stanoveni distribuéniho koeficientu pomoci tfepaci metody

Protoze nebyly publikovany hodnoty distribu¢nich koeficientli vySe zminiovanych
derivath chinolonu, byly stanoveny pomoci standardni tfepaci metody, aby se tyto hodnoty
mohly porovnat s daty naméfenymi pomoci HPLC. Do plastovych zkumavek o objemu 15 ml
byl piidan 9,8 ml 0,01 M fosfatového pufru pH = 7,4, 200 ul zasobniho roztoku chinolonu
v dimethylsulfoxidu o koncentraci 1 mg/ml a 1 ml oktanolu. Smés se michala na michacce po
dobu ¢tyt hodin. Poté se zkumavka vlozila do centrifugy a pti 2500 rpm se nechala
centrifugovat 15 minut, aby se dostatecné od sebe odd¢lila organicka a vodna vrstva. Vodna
faze pied a po ekvilibraci byla analyzovana pomoci UV/VIS spektrometru a pomoci Rovnice
1 byl vypocitan distribuéni koeficient. Kazdé méteni bylo tfikrat opakovano a RSD byla

mensi nez 5 %.

D= AO _Al _Vvodné
Al Vokt.

(Rovnice 1)

Ao = absorbance pied ekvilibraci
A; = absorbance po ekvilibraci
V\odna = objem vodné vaze

Vokt. = objem oktanolové faze
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4. Vysledky a diskuze

4.1. Spektrofotometrické stanoveni distribuéniho koeficientu

Jak jiz bylo zminéno vySe, v literatufe nebyly publikovany hodnoty distribu¢nich
koeficienti studovanych chinoloni. Proto byla pouzita klasicka tfepaci metoda jako
standardni. Bohuzel béhem dalSich analyz chinolontl, které jsou nerozpustné ve vodé¢, bylo
zjisténo, ze dochazi k ¢astetnému vysrazeni vzorku béhem ttepani (Obrazek 6 b). Coz muze
mit za nasledek zkresleni naméfenych hodnot distribu¢nich koeficientll. Vysrazeni vzorkl
béhem ttepani bylo pozorovano u dalSich skupin chinolonii. Lze tedy usoudit, Ze extrémni
polarni povahy pouzitych rozpoustédel (voda a oktanol) nejsou zcela vhodné pro stanoveni
distribu¢nich koeficientd chinolont, ve kterych dochézi k Spatné rozpustnosti a naslednému

vysrazeni, coZ mize mit za nasledek zkresleni méteni.

Tiepaci metoda je zdlouhava, nevhodna pro latky, které nejsou rozpustné ve vode.
Pro stanoveni je potieba Cisté latky bez obsahu necistot, které také mohou zkreslit vysledek

meéfeni.

(A) (B)

Obrazek 6 Zkumavka s vodnou a oktanolovou fazi. A) chinolon, ktery je omezené rozpustny ve
vodé — nevysraZzeny B) chinolon, ktery je nerozpustny ve vodé - vysraZeny
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4.2. Chromatografické stanoveni distribuéniho koeficientu

4.2.1. Korelace mezi log kw a log P pro standardy

Bézné dostupné a levné latky jako jsou anisol, acetofenon, brombenzen,
benzylalkohol, ethylbenzoat a trichlorethylen byly vybrany jako standardy. Hodnoty log P
standardd pro korelaci mezi log ki, a log P byly ptevzaty z literatury [19] (hodnoty log P pro
anisol 2.1, acetofenon 1.7, benzylalkohol 1.1, brombenzen 3.0, ethylbenzoat 2.6 a
trichlorethylen 2.4). Standardy byly vybrany, aby pokryly rozsah hodnot log P od 1 do 3,
protoze slouceniny vtomto rozsahu jsou vhodnymi kandidaty potencialnich 1é¢iv. Bylo
pouzito Sest standardii pro jednoduchost a rychlost analyz. Obecné je znamo, ze se chinolony
Spatné separuji na reverznich fazich a dochédzi ke zna¢nému rozmyvani a chvostovani piku.
Jak bylo popsano V literatute [20, 21] niz$i pH napomaha lepsi separaci na koloné a piky jsou
uzsi a vykazuji lepsi symetrii. Proto v této praci byly pouzity dva pufry o rizném pH. Jeden
z nich byla voda okyselena kyselinou mravenéi 0,1% v/v o pH = 3 a druhy byl 20 mM pufr
MOPS pH = 7,4, ktery svou hodnotou pH simuloval fyziologické pH. V Tabulce 4 jsou
uvedeny hodnoty smérnice S, useku ky, a linearni regrese zavislosti k - % MeOH, ktera byla
linearni a hodnota regresniho koeficientu R? > 0,99 byla pro témé&F viechny pouzité standardy

a kolony.

Tabulka 4 Hodnoty smérnice S, iseku k,, a regresniho koeficientu R? pro standardy

Anisol Acetofenon Benzylalkohol Brombenzen Ethylbenzoat Trichlorethylen

xBridge C18 pH = 3.0

S -0.0233 0.0209 -0.0141 -0.0342 -0.0300 -0.0299
log kw 1.6804 1.1243 0.5127 2.7423 2.2409 2.3495
R? 0.9950 0.9922 0.9537 0.9989 0.9975 0.9981
xBridge C18 pH = 7.4
S -0.0238 -0.0209 -0.0167 -0.0302 -0.0301 -0.0299
log kw 1.6965 1.1074 0.6545 2.8185 2.2368 2.3400
R’ 0.9972 0.9916 0.9844 0.9944 0.9972 0.9981
Triart C18 pH = 3.0
S -0.0262 -0.0227 -0.0162 -0.0360 -0.0326 -0.0321
log kw 2.0505 1.4338 0.7733 3.0339 2.5927 2.6551
R? 0.9983 0.9985 0.9863 0.9992 0.9990 0.9993
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Triart Cl18 pH=7,4

S -0.0261 -0.0210 -0.0162 -0.0339 -0.0315 -0.0324
log kw 2.0525 1.3440 0.7803 3.4680 2.5434 2.6701
R? 0.9982 0.9962 0.9885 0.9999 0.9984 0.9991
Kinetex C18 pH = 3.0
S -0.0270 -0.0220 -0.0196 -0.0355 -0.0316 -0.0310
log kw 1.8198 1.1595 0.7466 2.7429 2.885 2.3296
R? 0.9998 0.9994 0.9982 0.9999 0.9996 0.9998
Kinetex C18 pH=7.4
S -0.0270 -0.0226 -0.0216 -0.0364 -0.0331 -0.0316
log kw 1.8100 1.1821 0.8401 2.7867 2.3576 2.3629
R? 0.9981 0.9978 0.9881 0.9997 0.9970 0.9989
Cortecs C18+ pH = 3.0
S -0.0281 -0.0253 -0.0246 -0.0364 -0.0333 -0.0326
log kw 1.8522 1.2932 0.8428 2.7921 2.3778 2.3977
R? 0.9977 0.9925 0.9736 0.9974 0.9983 0.9985
Cortecs C18+pH =74
S -0.0263 -0.0255 -0.0183 -0.0348 -0.0319 -0.0314
log kw 1.7873 1.1740 0.5574 2.7277 2.3339 2.3571
R? 0.9951 0.9918 0.9646 0.9983 0.9977 0.9982
HSS T3 pH=3.0
S -0.0267 -0.0221 -0.0320 -0.0179 -0.0317 -0.0351
log kw 1.8933 1.2536 2.4267 0.7407 2.4707 2.8167
R? 0.9958 0.9880 0.9978 0.9996 0.9982 0.9985
HSS T3pH =7.4
S -0.0270 -0.0234 -0.0325 -0.0213 -0.0319 -0.0353
log kw 1.8957 1.3083 2.4370 0.9504 2.4565 2.7953
R? 0.9924 0.9761 0.9838 0.9767 0.9970 0.9973
xSelect phenly-hexyl pH = 3.0
S -0.0304 -0.0242 -0.0178 -0.0374 -0.0337 -0.0289
log kw 1.7921 1.1506 0.4972 2.5806 2.1921 1.9737
R? 0.9965 0.9920 0.9782 0.9920 0.9963 0.9881
xSelect phenyl-hexyl pH = 7,4
S -0.0277 -0.0227 -0.0184 -0.0380 -0.0337 -0.0351
log kw 1.6228 1.0596 0.5057 2.5931 2.1783 2.2625
R? 0.9994 0.9956 0.9877 0.9999 0.9993 0.9978

Jak muzete vidét v Tabulce 5 korelace mezi log ky a log P pro standardy byla témér

linedrni. Nejvyssi hodnota regresniho koeficientu byla dosazena na kolon¢ xSelect phenyl-
hexyl (0,9895) a xBridge (0,9776) pii pH = 3. Z Tabulky 5 je také ziejmé, ze zména pH méla

zanedbatelny vliv na korelaci mezi log ky log P.
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Tabulka 5 Korelace mezi log kw a log P pro standardy p¥i pH 3,0 a 7,4

Column pH 3.0 R’ pH 7.4 R’

XBridge C18 log P = 0.8546 log k,, + 0.6745 0.9776 log P = 0.8756 log k,, + 0.5993  0.9690
Triart C18 log P = 0.9259 log k,, + 0.3521  0.9490 log P = 0.9232 log k,, + 0.3772  0.9506
Kinetex C18 log P = 0.9360 log k,, + 0.4628 0.9701 log P = 0.9563 log k,, + 0.3935 0.9622
Cortecs C18+ log P = 0.9010 log k,, + 0.4148 0.9749 log P = 0.8139 log k,, + 0.6670 0.9756
HSS T3 log P = 0.9339 log k,, + 0.5375 0.9692 log P = 0.9185 log k,, + 0.3370  0.9627

XSelect Phenyl-Hexyl log P = 0.8910 log k,, + 0.6381 0.9895 log P = 0.8355 log k,, + 0.7266 0.9687

4.2.2. Zavislost log k - % MeOH pro chinolony

Rovnice linearni regrese zavislosti log k — % MeOH, stejné jako hodnota regresniho
koeficientu R? pro studované slougeniny 1 - 10 a pouZité kolony jsou shrnuty v Tabulce 6. Na
Obrazku 7 mlzete vidét ilustrativni chromatogramy derivatu 1 pfi rizném obsahu methanolu
v mobilni fazi. Ve vétSin€ piipadu byl regresni koeficient R? > 0,99. Nizsi hodnoty R? byly
pozorovany pro slouc¢eniny 1 (Kinetex pH = 7,4), 3 (xBridge pH =3,0 a 7,4), 5 (xBridge pH =
3,0, Kinetex pH = 3,0 a 7,4) a 8 (Kinetex pH = 7,4). Zhodnot uvedenych v Tabulce 6
vyplyvé, 7e nejvhodngjsi kolona byla YMC Triart C18 R? > 0,99. Na druhou stranu, kolona
xSelect phenyl-hexyl nebyla vhodna pro separaci chinoloni, Derivaty 7 a 10 vykazovaly
Spatné chromatografické chovani, chinolony se nerovnomérné eluovaly z kolony a nebylo
mozné je vyhodnotit. V Obrazku 8 je znazornéna zavislost log k na procentualnim zastoupeni
methanolu v mobilni fazi. Pro pH = 3,0 (nahoie) a pH = 7,4 (dole) pro kolonu Triart C18. Jak
muzete vidét na zavislostech, zména pH méla zdanlivé vétsi vliv neZ u standardd. Zvlasté
hodnoty log ky, coz ptedstavuje 100 % vodni faze, se u nékterych derivatu liily pfi rizném
pH. Derivat 5 méfen na koloné Kinetex C18 mél pti pH = 3 hodnotu log k,, rovnu 0,6228 a pfi
pH = 7,4 byla hodnota log ky rovna 1,1424. Rozdil mezi hodnotami naméfenych pti pH 3,0 a
7,4, alesponi pro kolonu Triart C18 je patrny z Obrazku 8. Ale obecné Ize fici, Ze zmé&na pH
neméla zasadni vliv na hodnoty distribu¢nich koeficientli. Mozné vysvétleni mize spocivat
v acidobazickych vlastnostech studovanych derivatd. Lze tedy ocekavat, ze derivaty
chinolont se nevyskytuji v disociované formé pii pH = 3,0 ani pfi pH = 7,4 a proto se jejich
retencni Casy vyrazné neméni. Jak jiz bylo zminéno vyse, v literatue [20 21] pfi niz§im pH
dochazi k lepsi separaci chinolond, tvar piku je vice symetricky a piky jsou uzsi. BohuZzel

Vv tomto piipadé neméla zména pH vliv na separaci a celkovou analyzu. Pro potvrzeni

25



ptedpokladu, ze nedochazi k disociaci derivati chinolond v kyselém a neutralnim prostiedi,

byla stanovena disociacni konstanta pro derivat 1 pomoci UV/VIS spektrometrie [22].

Tabulka 6 Hodnoty smérnice S, iseku kw a regresniho koeficientu R? pro chinolony 1 — 10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
xBridge C18 pH = 3.0
S -0.0208  -0.0259 -0.0290 -0.0296  -0.0190 -0.0275  -0.0352 -0.0352 -0,0243 -0.0490
logkw  1.6582 1.4687 1.7523 1.7851 0.4930 1.3883 2.5357 2.1647 1.3338 3.9205
R’ 0.9989 0.9996 0.9798 0.9982 0.9702 0.9999 0.9992 0.9993 0.9994 0.9999
xBridge C18 pH =7.4
S -0.0243  -0.0254 -0.0279 -0.0255  -0.0229 -0.0272  -0.0352 -0.0352 -0.0242 -0.0471
log kw  1.4682 1.4541 1.7158 1.4518 0.5886 1.3788 2.5327 2.1123 1.3309 3.7929
R? 0.9904 0.9956 0.9795 0.9998 0.9931 0.9956 0.9993 0.9989 0.9975 0.9997
Triart C18 pH = 3.0
S -0.0285 -0.0275 -0.0269 -0.0294 -0.0188 -0.0271 -0.0382 -0.0370  -0.0254 -0.0516
log kw 1.9383 1.8195 1.8969 1.9157 0.6228 1.6509 2.9821 2.5000 1.6431 4.3062
R? 0.9985 0.9950 0.9987 0.9993 0.9961 0.9987 0.9992 0.9986 0.9977 0.9997
Triart C18 pH=7,4
S -0.0286 -0.0274 -0.0273 -0.0281 -0.0257 -0,0277 -0,0394 -0,0365 -0,0261 -0,0506
log kw 1.9333 1.8193 1.9242 1.8446 1.1424 1.6849 3.0501 2.4822 1.6786 4.2312
R? 0.9976 0.9981 0.9987 0.9910 0.9981 0.9989 0.9994 0.9992 0.9976 0.9994
Kinetex C18 pH = 3.0
S -0.0299 -0.0288 -0.0292 -0.0296 -0.0278 -0.0290 -0.0396 -0.0415 -0.0284 -0.0495
log kw 1.8260 1.7151 1.8631 1.7581 0.9320 1.5938 2.8926 2.5695 1.6344 3.9760
R? 0.9920 0.9982 0.9999 0.9982 0.9621 0.9983 0.9995 0.9997 0.9995 0.9993
Kinetex C18 pH =7.4
S -0.0358 -0.0290 -0.0281 -0.0290 -0.0208 -0.0292 -0.0394 -0.0467 -0.0272 -0.0497
log kw 2.1701 1.7222 1.7912 1.7278 0.5839 1.6077 2.6595 2.8596 1.5684 3.9871
R? 0.9741 0.9981 0.9916 0.9999 0.9678 0.9998 0.9997 0.9872 0.9997 0.9994
Cortecs C18+ pH =3.0
S -0.0317 -0.0315 -0.0293 -0.0305 -0.0267 -0.0320 -0.0388 -0.0450  -0.0301 -0.0529
log kw 1.8158 1.7141 1.7760 1.6578 0.5436 1.5515 2.7580 2.5674 1.5657 4.1554
R? 0.9765 0.9902 0.9955 0.9942 0.9191 0.9888 0.9956 0.9923 0.9921 0.9994
Cortecs C18+ pH =7,4
S -0.0282 -0.0273 -0.0256 -0.0261 -0.0144 -0.0257 -0.0380 -0.0397 -0.0259 -0.0531
log kw 1.6563 1.5410 1.6377 1.4520 0.1024 1.1566 2.7467 2.2583 1.4033 4.2149
R? 0.9959 0.9940 0.9893 0.9971 0.9029 0.9960 0.9988 0.9964 0.9931 0.9978
HSS T3 pH=3.0
S -0.0320 -0.0314 -0.0301 -0.0270 -0.0202 -0.0271 -0.0363 -0.0379 -0.0282 -0.0491
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log kw 2.0668 1.9641 2.0457 1.6661 0.6240 1.5444 2.7904 2.4264 1.7223 4.1110
R? 0.9761 0.9935 0.9959 0.9937 0.9168 0.9824 0.9980 0.9972 0.9945 0.9994
HSS T3 pH = 7.4
S -0.0291 -0.0282 -0.0273 -0.0273 -0.0166 -0.0277 -0.0372 -0.0390 -0.0270 -0.0526
log kw 1.8472 1.7289 1.8353 1.6655 0.4731 1.5457 2.8009 2.4307 1.6111 4.2818
R? 0.9938 0.9946 0.9951 0.9918 0.9779 0.9964 0.9958 0.9937 0.9960 0.9963
xSelect phenyl-hexyl pH = 3.0
S -0.0330 -0.0341 -0.0337 -0.0365 -0.0242 -0.0346 - -0.0494 -0.0314 -0.0520
log kw 2.1002 2.0104 2.1624 2.1295 0.7496 2.0090 = 3.4228 1.7748 2.5307
R? 0.9927 0.9944 0.9773 0.9968 0.9647 0.9990 - 0.9998 0.9982 0.9999
xSelect phenyl-hexyl pH = 7,4
S -0.0302 - -0.0281 -0.0302 -0.0160 -0.0281 - -0.0399 -0.0275 -
log kw 1.9391 - 1.8472 1.7765 0.2870 1.6292 - 2.6218 1.5546 -
R? 0.9959 - 0.9939 0.9973 0.9955 0.9856 - 0.9947 0.9923 -
0.4
— 0.3 4
=
<
3
2 0.2 4
[J]
k=
c
2
204 1
o
o
0.0

Retenéni ¢as (min)

Obrazek 7 Ilustrativni chromatogramy pro derivat 1 s riznym obsahem methanolu v mobilni fazi (YMC

Triart C18 se zvySujici se retenci 60, 55, 50, 45, 40 a 35 % MeOH)
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Obrazek 8 Srovnani chromatogramu v zavislosti log k na obsahu methanolu v mobilni fazi p¥i dvou
pH 3,0 a 7,4. pH = 3 (nahoi‘e), pH = 7,4 (dole) pro kolonu Triart C18. (1 modra, 2 okrova, 3 tm. hnéda, 4 ¢erna, 5
fialova, 6 Cervena, 7 Zlut4, 8 sv. Zelena, 9 tyrkysova, 10 rizova)
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V obréazku 9 1ze vidét disocia¢ni kiivku, ze které 1ze stanovit hodnotu pKa 10,25 pro
derivat 1. K disociaci zékladnich chinolonti dochéazi az v siln¢ alkalickém prostfedi. Timto
experimentem byl potvrzen piedpoklad ohledné acidobazického chovani derivatt chinolond

V kyselém a neutralnim prostredi.

0.8 +

06 4

Total absorbance difference

02 L

0.0

Obrazek 9 Zavislost absorbance na zméné pH pro derivat 1

4.2.3. Korelace mezi standardni tfrepaci metodou a HPLC metodou.

Distribuéni koeficienty byly stanoveny pomoci korelace mezi log ky a log P pro
standardy pro ur¢ité hodnoty pH a kolony. V Tabulce 8 mutzete vidét hodnoty distribu¢nich
koeficienti naméfeny pomoci klasické tfepaci metody a HPLC metody. Distribu¢ni
koeficienty stanovené pomoci HPLC byly relativné v dobré shodé s hodnotami distribu¢nich
koeficientii stanovenych pomoci tfepaci metody. Nejvyssi hodnoty R? korelace mezi log P a
log ki pro derivéty chinolonu byly nalezeny pro pH = 7,4 u kolon Triart C18 (R? 0,9436) a
Cortecs C18+ (R? 0,9756). Na Obrazku 10 lze vidét téméF shodné zéavislosti mezi hodnotami
distribucnich koeficientl ziskanych pomoci HPLC metody a klasické tftepaci metody pro dvé
rizné pH. Z namétenych dat je zfejmé, ze hodnota pH méla maly vliv na korelaci mezi tiepaci
a HPLC metodou. V Tabulce 7 mizeme také vidét, Ze nejlepsi hodnoty regresniho koeficientu
jsou pro kolonu Triart C18 a Cortecs C18+. Tyto hodnoty jsou srovnatelné s hodnotami jiz
publikovény dive pro riizné sady slougeniny (R? 0,9490; R? 0,9370 nebo R? 0,9430) [23]. Na
kolon¢ xSelect phenyl-hexyl probihala Spatnd separace derivati chinolonu. Béhem analyzy
dochazelo k Spatné separaci chinolond, Spatny a Siroky tvar pikd, které nebylo mozné
vyhodnotit. 1 kdyz korelace pro standardy byla velmi dobra, bohuzel tato kolona byla

nepouzitelnd pro chinolony.
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Tabulka 7 Korelace mezi log P a log k, pro chinolony vpH=3,0apH=7,4

Kolona pH =3.0 R’ pH=7.4 R’

XBridge C18 log D = 0.9514k,, + 0.2474 0.8536 log D = 1.0528k, — 0.0646 0.8639
Triart C18 log D =1.0787k, —0.0399 0.9193 log D =1.1262k, —0.1839 0.9436
Kinetex C18 log D = 1.0863k,, + 0.0488 0.9044 log D =1.1720k, — 0.1463 0.9077
Cortecs C18+ log D = 1.1939%,,— 0.3647 0.9271 log D =1.2243k, —0.5017 0.9499
HSS T3 log D = 1.1434k,,— 0.4133 0.5810 log D =1.2301k, —0.4492 0.9033
XSelect CSH Phenyl-Hexyl log D = 0.5443k,, + 1.3592 0.3960 log D = 1.0810k,, + 0.0585 0.7813

log D,y c

45

40 4

35

3.0 4

25 4

204

1.0 15 20 25

log D, ,

3.0

T
35 40

Obrazek 10 Korelace mezi log Dy 4 (pomoci tfepaci metody) a log D stanoveny pomoci HPLC pro kolonu
Cortecs C18+ (¢erna pH = 3,0, modra pH = 7,4)
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Tabulka 7 Srovnani distribuénich koeficienti naméfenych pomoci tiepaci metody a HPLC metody

Cmpd. Tiepaci xBridge xBridge Triart Triart Kinetex Kinetex Cortecs Cortecs HSST3 HSST3 XSelect XSelect
metoda pH3.0 pH74 pH3.0 pH74 pH3.0 pH7.4 pH3.0 pH74 pH3.0 pH74 pH30 pH74

1 2.30 2.06 1.86 2.03 2.01 2.13 2.40 2.05 2.02 2.26 2.03 2.51 2.35
2 2.00 1.91 1.85 1.94 1.93 2.03 2.00 1.96 1.92 2,18 1.92 2.43 -

3 2.00 2.13 2.06 2.00 2.00 2.16 2.06 2.01 2.00 2.24 2.02 2.56 2.27
4 2.02 2.14 1.84 2.01 1.94 2.07 2.01 191 1.85 1.93 1.87 2.54 221
5 1.02 2.13 1.15 1.00 1.46 1.35 1.00 0.90 0.75 1.06 0.77 131 0.97
6 151 1.84 1.79 1.81 1.83 1.93 1.90 1.81 1.69 1.83 2.02 2.43 2.09
7 2.69 2.76 2.72 2.85 2.77 3.06 2.83 2.90 2.90 2.86 291 - -

8 2.36 2.46 2.38 2.47 2.37 2.78 3.00 2.73 251 2.56 2.57 3.69 2.92
9 2.13 1.80 1.75 1.80 1.83 1.96 1.87 1.83 1.81 1.97 1.82 2.22 2.02
10 3.67 3.86 3.73 3.89 3.59 4.01 4.00 4.16 4.10 3.97 4.27 2.89 -




4.3. Stanoveni disociaéni konstanty pomoci kapalinové

chromatografie

4.3.1. Vodna mobilni faze

Bylo testovano 15 dobie zndmych farmaceutickych standardi o rtzné chemické
struktufe a ruznych acidobazickych vlastnostech. Ziskané hodnoty pKa byly porovnany
s literaturou [24, 25]. Divodem pro meéfeni retenénich dat vyhradné ve vodné mobilni fazi,
bylo zjednoduseni a urychleni métfeni. Klasicky postup stanoveni pKa pomoci HPLC spociva
Vv méteni zavislosti kapacitniho faktoru na pH pro rizné obsahy methanolu v mobilni fazi a
naslednou extrapolaci pro plné vodnou fazi se ziska hodnota pKa ve vodé¢ [26, 27]. Metoda
s vodnou mobilni fazi, umoziuje stanovit disocia¢ni konstantu pouze pfi pouziti zmény pH
mobilni faze. Z toho vyplyva, ze neni potfeba pouzit extrapolaci na pln¢ vodnou fazi a
stanoveni disociacni konstanty je minimalné tfikrat rychlejsi. Jako eluent A byl pouzit
Britton-Robinsontv pufr (0,01 M kyselina boritad, 0,01 M kyselina fosfore¢na a 0,01 M
kyselina octova). Diethylamin (0,1 % v/v ve vodé) byl pouzit jako eleunt B. pH v rozsahu 2,2
az 11,3 bylo upraveno pomoci eluentti A a B ve sméSovaci HPLC a vysledné pH bylo méteno
pomoci pH-metru na vystupu z detektoru. Puvodni slozeni Britton-Robinsonova pufru o
koncentraci 0,04 mol/l bylo sniZeno na 0,01 mol/l, aby se zabranilo pfipadnému zanéSeni
HPLC systému. Jako zasaditd ¢ast mobilni faze byl pivodné pouzivan 0,01 M NaOH, ale
protoze pii pouziti roztoku hydroxidu bylo pozorovano ucpavani systému, byl roztok
hydroxidu nahrazen tékavéjSi slouceninu diethylaminem. Po této Upravé mobilni faze
nedochazelo k problémim sucpavanim systému. Ale pifi snizeni koncentrace Britton-
Robinsonova pufru doslo ke zvySeni jeho pH z 1,8 na 2,2. Pomoci takto modifikovanych
pufri bylo mozné stanovit hodnoty disociac¢nich konstant vybranych latek v rozmezi od 2,2
do 11,3. Pti piipravé pufrii nebylo vzdy mozné piesné¢ namichat stejnou koncentraci, aby
vysledna skala pH byla stejnd. Vzdy pfi ptipravé novych pufri bylo potieba znovu premérit
cely rozsah pH v HPLC, aby se zajistilo co nejptesnéjsi méteni. V Tabulce 9 a 10 muzete
vidét rozdil pH mezi vodou fazi a fazi s obsahem 5 % methanolu a také ¢asovou stalost pH.
pH bylo méteno na zacatku ptipravy po 2 a 4 hodinach v celém rozsahu pH a bylo dokéazéno,
ze pufry jsou stabilni béhem meéfeni a hodnota RSD je ve vétsing piipadt pod 1 % (Tabulka
10). Byla pouzita kolona YMC Triart C18 o dvou délkach 20 mm a 50 mm. Tato kolona

umoznuje provadét analyzy v Sirokém rozsahu pH (1 — 12) a lze ji pouzit ve 100 % vodném



prostiedi. Rychlost pritoku 1 mil/min umoznila eluovat latky v piijatelnych casech. Nejvyssi

reten¢ni ¢as méla kyselina skotficova 21 min pii nejnizsi hodnoté pH.

Tabulka 8 Obsah Britton-Robinsonova pufru bez a s pfidavkem methanolu v mobilni fazi

Eluent A (%)

Mobilni faze pH

pH mobilni faze s 5 %

Relativni zména

MeOH (%)

100 2.50 2.52 0.79
60 3.54 3.57 0.83

50 4.10 4.15 1.20

45 4.47 451 0.89
40 4.92 5.07 2.96
35 5.94 6.01 1.16

30 6.61 6.66 0.75

275 7.10 7.14 0.56
25 7.82 7.75 -0.90

225 8.70 8.58 -1.40
20 9.31 9.2 -1.20

15 9.84 9.72 -1.23

10 10.47 10.4 -0.67

0 10.77 10.7 -0.65

Tabulka 9 Casova stabilita pufrii v rizném pH

Vyhradné vodnna mobilni faze

Mobilni faze obsahujici 5% v/v MeOH

Eluent A
(%0)
100

60
50
45
40
35
325
30
27.5
25
22.5
20
15
10
0

0

2.14
2.95
3.98
4.37
4.83
5.78
6.53
6.98
71.57
8.49
9.11
9.65
10.39
10.71
11.26

cas (h)

2

2.16
297
3.97
4.36
481
5.82
6.58
6.98
7.53
8.44
9.05
9.58
10.27
10.54
11.22

4

244
2.87
3.69
4.18
4.63
5.64
6.48
6.91
7.50
8.40
9.01
9.50
10.14
10.43
11.16

RSD (%)

6.10
1.47
3.46
2.03
1.89
1.34
0.63
0.47
0.38
0.44
0.45
0.64
0.99
1.09
0.37

0

2.36
3.00
3.94
4.39
4.87
5.76
6.45
6.89
7.27
7.68
8.33
8.97
9.76
10.12
10.95

2

2.30
3.00
SHSES
4.43
4.87
5.81
6.47
6.91
7.27
7.71
8.36
8.92
9.67
10.05
10.90

cas (h)

4

2.32
2.96
3.99
4.44
4.93
5.88
6.49
6.94
7.30
7.71
8.33
8.88
9.58
9.94
10.82

RSD (%)

1.07
0.63
0.66
0.49
0.58
0.85
0.25
0.30
0.19
0.18
0.17
0.41
0.76
0.74
0.49
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4.3.2. Vypocet disociacni konstanty

Hodnoty kapacitnich faktord Kops byly vyneseny do grafu v zavislosti na pH a
hodnoty byly prolozeny kiivkami podle Rovnice 1 pro kyseliny a Rovnice 2 pro zasady
k ziskani hodnot pKa (MS Excel Resitel, verze 14). kpa ks a ka', Kan' jsou retenéni faktory

nenabitych a nabitych forem kyselin a zasad.

kHA-I-kA—'lOpH_pKa

kObS = 1+10pH—pKa (l)
. Ka—pH
k _ kp+kpg,+-10P%47P (2)
obs 1+10PKa—-pH

Na Obrazku 9a jsou zndzornéné ilustrativni chromatogramy pro riizné pH a také

proloZeni kiivky zavislosti Kops na pH mobilni faze pro kyselinu skoficovou (Obrazek 9b).

160
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o :
_/\q 20 4 °
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Retention time (min) pH

Obrazek 8 (A) Ilustrativni chromatogramy pro ruzné pH a (B) zavislost kapacitniho faktoru na
pH mobilni faze pro kyselinu skoficovou

Chromatograficky stanovené hodnoty disocia¢nich konstant v porovnani
s referen¢nimi hodnotami pievzatymi z literatury jsou uvedeny v Tabulce 11. V Tabulce 11
jsou uvedeny také hodnoty log P z diivodu demonstrace pouzitelnosti této metody V relativné
Sirokém rozmezi lipofility Obecné 1ze fici, Ze byla ziskdna dobrd shoda mezi naméfenymi a
referenénimi hodnotami pKa pro kyselé slouceniny nebo slouceniny, které nesou kyselou
skupinu. Na Obrazku 10 je ukazana korelace mezi hodnotami pKa prevzatymi z literatury a

naméefenymi hodnotami pKa pomoci HPLC. Velmi dobré shody mély slouceniny tyrosin,
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tryptofan, kyselina gallova, pindolol, kyselina skoficovd a kyselina salicylovd. Hodnota
regresniho koeficientu R? byla 0,9673. Nicméng, nékteré naméfené hodnoty pKa pomoci
HPLC nebyly totozné s referen¢nimi hodnotami pro paracetamol, kyselinu ftalovou a
tereftalovou. Tento fakt naznacuje, ze chromatografické chovani ionogennich analytii nemuize
byt vysvétleno pouze solvofobni teorii [28-30], ktera piedpoklada, ze vyS$i retenci ma
neutralni forma analytu na nepoladrni stacionarni fazi ve srovnani s iontovou formou stejné
slou¢eniny. Musime brat také v ivahu interakce specifickych mist s analytem na povrchu

stacionarni faze [31].

Tabulka 10 Chromatograficky stanoveny hodnoty pKa (HPLC) a hodnoty pKa prevzaté z literatury (lit.)

Slou¢enina log P pKaa(lit.) pKao(lit.) pKa(HPLC)® pKa(HPLC)"
Tyrosin® -2.26 2.24° 9.04° 2.30 (£0.02) 10.37 (£0.02)
Tryptofan® -1.10 2.38° 9.34° 2.77 (£0.01) 8.68 (£0.01)
Sulfaguanidin -0.38 - 11.24% - 11.58 (£0.03)
Tetracyclin® -0.56 3.32" 7.78" 3.63 (£0.01) 8.05 (£0.01)
Paracetamol 0.46 9.58** - 10.23 (£0.03) -
Kyselina gallova 0.70 4.40" - 4.45 (£0.02) -
Kyselina ftalova 0.70 2.94° 5.43" 3.62 (£0.01) 6.26 (£0.02)
Sulfamethoxazol 0.79 1.83" 5.57" - 5.18 (£0.01)
Sulfathiazol 0.88 - 7.20° - 7.21 (£0.01)
Nikotin 1.17 3.12 8.02° 3.85 (+0.02) 8.21 (£0.02)
Pindolol® 1.75 9.16" - 9.03 (£0.01) -
Kyselina banzoova 1.87 4.20° - 4.11 (£0.03) -
kyselina tereftalova  2.00 3.54° 4.34° 3.94 (+£0.02) 4.33 (£0.01)
Kyselina skoFicova 2.13 4.44° - 4.88 (£0.01) -
Kyselina salicylova 2.26 2,97+ - 2.99 (+0.01) -

# mobilni phase s 5% MeOH viv
® kolona o délce 50 mm

10

pK, (HPLC)

Obrazek 9 Korelace mezi hodnotami pKa z literatury a ziskany stanovenim
pomoci HPLC
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4.3.3. Pufr s 5 % methanolu

Vzhledem k vysokym retenénim ¢astm, nékterych testovanych analytt (pindolol,
tetracyclin) pouze ve vodné mobilni fazi, byl zkouman u¢inek methanolu (5 % v/v) v mobilni
fazi na stanoveni pKa. Z Tabulky 9, kde jsou porovnany hodnoty pH pufru bez a s5 %
pfidavkem methanolu, muazete vidét, ze relativni zména je zanedbatelnd. Nejveétsi relativni
zmeéna byla pozorovana v mirné kyselych oblastech pH (pro pH 5 byla relativni zména 2,96
%). Na zakladé¢ studii extrapolace Yasuda-Shedlovsky pro smés methanol — voda [28, 29], Ize
ocekavat, ze ptidavek 5 % methanolu do mobilni faze vyznamné neovlivni hodnoty pKa
analytt. I kdyZ hodnota log P tetracyclinu je -0,55 a byla o¢ekavana nizka retence, nicméné
retenéni Cas tetracyclinu byl 30 minut pouze v kyselé oblasti pH. Pindolol nebyl eluovan
Z kolony béhem jedné hodiny v alkalickém prostiedi. A protoze tyto hodnoty nejsou
pouzitelné pro high-throughput analyzu, byl pfidan 5 % methanol do mobilni faze. Pfidanim
methanolu do mobilni faze se snizila retence studovanych latek. Jak lze vidét v Tabulce 11

hodnoty disociac¢nich konstant jsou v dobré shod¢ s referen¢nimi hodnotami.
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5. Zaver

V této praci bylo studovano stanoveni distribucniho koeficientii derivati chinolonu
pomoci HPLC. Bylo pouzito nékolik chromatografickych kolon zreverzni fazi CI18.
Vzhledem k tomu, ze chinolony maji Spatné separacni vlastnosti, byla pouzita kysela a
neutralni mobilni faze. Bylo popsdno v literatufe, ze chinolony se obecné lépe separuji
v kysel¢ oblasti pH, avSak kysel¢é pH nemélo zasadni vliv na separaci ani na samotné
stanoveni distribuéniho koeficientu. Jako standardy byly pouzity latky snadno cenové
dostupné. Nejlepsi linearita (R® 0,9895) korelace mezi log ky a log P pro standardy bylo
dosazeno na koloné xSelect phenyl-hexyl. Bohuzel stacionarni faze phenyl-hexyl se projevila
jako nevhodna pro separaci chinoloni. Nejvyssi linearitu (R? 0,9499) mezi log D74 a log
DupLc bylo dosazeno pro kolonu Cortecs C18+ pii pH = 7,4. Popsanad metoda nabizi rychly
odhad hodnot distribu¢nich koeficientli pro slou¢eniny, které jsou Spatné rozpustné ve vod¢, u

kterych muze dojit k jejich vysrazeni béhem klasické tiepaci metody a zkreslit vysledky.

Navrzena HPLC metoda za pouZiti vyhradné nebo témét vodné mobilni faze, nabizi
rychlé stanoveni disociacni konstanty, pro slouceniny v celkem Sirokém rozsahu hodnot
lipofility (log P od -2,26 do +2,26). Hodnota disocia¢nich konstant pro jednodussi latky muze
byt stanovena pomoci pouhych osmi métenich. Navrzena metoda nevyzaduje extrapolaci, coz
znaéné urychluje cely postup. Metodika je vhodnd pro velké série kandidatd 1éciv
produkovanymi napt. pomoci kombinatoralni chemie, protoze nevyzaduje potiebu jejich

vvvvvv

mnozstvi.
Vysledky v této praci byly publikovany v odbornych ¢asopisech:

Volna, T., Motyka, K., Hlava¢, J.: Potential of High-Performance Liquid Chromatography
for Distribution Coefficient Determination of 3-Hydroxyquinolin-4(1H)-one Derivatives.
Chromatographia, 79, 1153 — 1163, (2016).

Volna, T., Motyka, K., Hlava¢, J.: RP-HPLC determination of dissociation constant using
solely agueous mobile phase. J. Pharm. Biomed. Anal., 134, 143 - 148, (2017).
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6. Seznam pouzitych zkratek

3HQs
HPLC

pKa

RP —HPLC
MDM

RSD

3-hydroxychinolin-4(1H)-ony

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Disociacni konstanta

Reverzni faze — vysokoucinna kapalinova chromatografie
Methanol, dioxan, acetonitril — smés

Relativni smérodatna odchylka
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