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Analytické hodnotenie mono[{3-[4-(2-etoxyetoxy)-
-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl}-terc-butylaménium]fumaratu

Analytical profile of mono[{3-[4-(2-ethoxyethoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxy-

propyl}-tert-butylammonium] fumarate

Ivan Malik ¢ Lenka Mitterova ¢ Fils Andriamainty ¢ Petr Mokry ¢ Milo§ Lukac ¢ Jozef Csollei * Jana GaliSinova

¢ Janka Karlovska

Doslo 25. srpna 2011/ Pfijato 17. fijna 2011

Sihrn

Predmetom publikacie je komplexné spektrilne a fyzi-
kélno-chemické hodnotenie monol{3-[4-(2-etoxyeto-
xy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl }-terc-butylamoni-
um]fumardtu, potencidlneho ultrakratko pdsobiaceho
blokatora f3 -adrenergnych receptorov. Totoznost hod-
notenej zliceniny (pracovne oznacenej ako UPB-2)
bola potvrdena 'H-, *C-NMR a IR spektrami. V ramci
stanovenia zakladnych fyzikalno-chemickych charakte-
ristik bola urcena hodnota teploty topenia, rozpustnost
v spektre rozpustadiel, ¢istota (adsorpéna chromatogra-
fia na tenkej vrstve), povrchova aktivita (nepriama
Traubeho stalagmometrickd metdda), acidobazické
charakteristiky (hodnota pK, stanovend alkalimetrickou
titraciou), hodnoty log & (spektrofotometricky v UV/
/VIS oblasti), ako aj hodnotenie vplyvu kyslého a zasa-
ditého prostredia na stabilitu UPB-2. Dalsimi experi-
mentélne stanovenymi parametrami boli lipohydrofilné
deskriptory uréené pomocou RP-HPLC (log k), shake
flask metddou stanovené hodnoty rozdelovacich koefi-
cientov Pexp (resp. log Pexp) v rdznych rozdelovacich
systémoch. Na zédklade log P, -udajov bola predpove-
dana schopnost UPB-2 prechadzat cez hematoencefa-
lickt bariéru. Pre stanovenie obsahu UPB-2 bola apli-
kovana RP-HPLC (reversed-phase HPLC) metdda
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vnutorného Standardu a UV/VIS spektrofotometria
pri vlnovej dizke 260 nm (vodné prostredie) a 258 nm
(prostredie metanolu).

KIacové slova: f3 -blokatory « analytické hodnotenie
- spektralna a fyzikdlno-chemicka charakteristika « sta-
novenie obsahu

Summary

The present paper aims at a complex spectral and
physicochemical evaluation of monol{3-[4-(2-eth-
oxyethoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl }-tert-butyl-
ammonium] fumarate, the potential ultra-short acting
blocker of 3 -adrenergic receptors. The identity of the
evaluated compound (labelled as UPB-2) was
confirmed by 'H-, ®*C-NMR and IR spectral data as
well. The estimated physicochemical parameters
included melting point data, solubility in various
media, purity checking (adsorption thin-layer
chromatography), surface activity determination (non-
-direct Traube stalagmometric method), acidobasic
characteristics  (pK, value determination by
alkalimetric titration), log € values estimation (spectro-
photometrically in UV/VIS region) and a study of the
influence of acidic and alkaline media towards the
stability of UPB-2. Other experimentally estimated
values were lipohydrophilic descriptors using RP-
-HPLC (log k’) and the log P..s in various
lipohydrophilic media by the shake flask method.
Based on the log Pexp readouts, the ability to permeate
across the brain-blood barrier was predicted. For the
content determination of UBP-2 the RP-HPLC
(reversed-phase HPLC), the method of an internal
standard and UV/VIS spectrophotometry at the
wavelength of 260 nm (aqueous medium) and at
258 nm (methanolic medium) was applied.

Key words: 3 -blockers « analytical evaluation « spectral
and physicochemical properties « content determination
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Uvod

Pouzivanie niektorych antagonistov f-adrenergnych
receptorov (f3-blokatorov, fB) pri liecbe pacientov
s akutnou myokardidlnou ischémiou méZze viest k srdco-
vému zlyhaniu, sinusovej bradykardii, progresivnej
atrioventrikuldrnej blokade alebo k bronchospazmom".
Spominané komplikécie nie su ¢asto pred samotnou tera-
piou s B predpovedatelné, mdzu byt ddosledkom priamej
depresie myokardu a jeho funkcii ako aj Specializova-
nych konduktivnych tkaniv. Zarover relativne dlhé pdso-
benie Standardnych fB znemoziiuje pohotovi eliminaciu
takychto neZiaducich t¢inkov' 2. Preto snaha vyskum-
nych timov smerovala a smeruje k projekcii, priprave
a hodnoteniu takych B, ktoré by sa vyznacovali okam-
Zitym nastupom U¢inku, moZnostou titrovania davky
a relativne kratkou dobou trvania ich posobenia. Esmolol
je hydrofilnym kardioselektivnym antagonistom /3 -adre-
nergnych receptorov (3,/3, = 33) bez vnitornej sympato-
mimetickej aktivity s pol¢asom eliminacie (7 ,,) pribliz-
ne 9 minut. Tento relativne kratky 7', je spdsobeny
hydrolyzou pritomnej esterovej vizby sérovymi a tkani-
vovymi esterdzami*¥. Casovo limitované trvanie a¢inku
esmololu umoziluje pri intravendznej aplikacii rychle tit-
rovanie davky pre dosiahnutie optimdlnej /3-adrenergnej
blokady". Vo vysokych davkach vSak méze spdsobit
priamu kardiodepresiu, hypotenziu a srdcové zlyhanie!
»¥. Este kratsi T, (pribliZzne 4 minity) je prisudzovany
landiololu, vysokoselektivnemu B (3 /3, = 255), ktory
v porovnani s esmololom® vykazuje in vivo devitnasob-
ne Gc¢innejSiu blokddu f-adrenergnych receptorov
a in vitro osemndsobne vysSiu kardioselektivitu. Sti¢asne
ma landiolol aj rychlejsi nastup tc¢inku ako aj eliminaciu
pri miernejSom negativnom inotropnom pdsobeni® .

Cielom predkladanej prace, analytického hodnotenia
monol {3-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypro-
pyl}-terc-butylaménium]fumaratu (pracovne oznacené-
ho ako UPB-2) je rozsirit spektrum poznatkov o (poten-
cialnych) ultrakratko pdsobiacich B z hladiska urenia
ich spektrdlnych a fyzikalno-chemickych parametrov
vyuziteInych nielen v rdmci QSAR $tidii, ale aj spitne
v projekcii novych potencidlnych lieciv ovplyviiujticich
kardiovaskularne funkcie.

Experimentalna ¢ast
Spektralna cast
'H- a ®C-NMR spektrometria

PouZité chemikdlie

Deuterovana voda (rozpuistadlo), ako vnutorny Stan-
dard bol pouzity tetradeutero-3-trimetylsilylpropionat
(Fluka AG, Buchs, Svajciarsko; (CH,),SiCD,COONa,
M_=172,27). Pripravili sa roztoky hodnotenej substan-
cie UPB-2 s koncentréciou 2 mg/650 ul D,O.

Pristroje a zariadenia

NMR spektrometer Varian Gemini 2000 (Varian, New
Jersey, USA), magnet Oxford 300 MHz (Oxford, Velka
Britania).

Parametre pri merani 'TH-NMR spektier
Rozsah = 13 — -1 ppm, aktivacny ¢as = 3 s, pocet akvi-
zicii = 32, delay = 1 s, pracovna teplota = 20 °C.

Parametre pri merani >C-NMR spektier

Rozsah = 240 — -20 ppm, aktivaény ¢as = 1,815 s,
pocet akvizicii = 10 000, delay = 1 s, pracovnd teplota =
20 °C.

'H-NMR (300 MHz) § (ppm): 1,24 (t, 3H, CH,CH,, J
= 7,0 Hz); 1,34 (s, 9H, C(CH,),); 2,96-3,02 (m 2H
CH,NH,"C(CH,),); 3,55~ 3,62 (kva, 2H, CH,.CH,,/=17,0
Hz); 3,79 (t, 2H, CH OCH,CH,, J = 47HZ) 4, lS(t 2H,
CH,CH,OAr, J = 438 Hz) 4,25-4,39 (m, 2H,
(OH)CHCHZNH;); 4,40-4,50 (m, 1H, CH(OH)); 6,67
(s, ‘>, fumarat, 1H, CH=CH); 6,90; 6,93 (d, 2H, OArH,
J =38,9 Hz); 6,70-7,20 (broad peak, 3H, (OH), NH,");
7,95; 7,98 (d, 2H, ArHCOO, J = 8,9 Hz).

P"C-NMR (75 MHz) é (ppm): 15,14 (CH,CH,0);
26,10 (NH,*C(CH,),); 45,60 (CH,NH,"); 55 51
(C(CH,),); 65,49 (CH,CH,0); 66,21 (OCH CH(OH));

66,89 (CH CH, OCH CH ,OAr); 67,59 (CH,CH,
OCH,CH OAr) 68, 70 (CH(OH)); 114,27 (2C
OCArC ) 122,12 (1C, ArCCOO); 131,74 (2C,

ArCzCCOO); 136,35 (fumarat, CH=CH); 162,76 (1C,
OArC); 166,03 (COO); 173,11 (fumarét, COO).

IR spektrometria

Pristroje a zariadenia

Spektrometer FT-IR Impact 400D (Nicolet), merané
v tabletich bromidu draselného v koncentricii 2-3 mg
latky/800 mg KBr.

IR ecm: v (C-H): 2972; v(C-H): 2864; w(C=0):
1699; v (C= C) 1607; o(N-H): 1508; &CH,): 1457;
WC-N), ¢ 1353, 1280; v (C-O-C): 1171 (1118);
w(C- O) 1251, 1053; (C H) 767, 660; v IR spektre
nebola nepozorovana vibrdcia V(NH,") predpokladand
pribliZne okolo 2700; &NH,*): 1600-1575 v prekryve;
W(C-OH): skryté v oblasti 1450-1500.

Spektrofotometria v UV/VIS oblasti

Pouzité chemikdlie
Destilovana voda, metanol p.a. (CentralChem, Brati-
slava, SR).

Priprava roztokov
Pripravili sa vodné a metanolové roztoky® Studovanej
latky UPB-2 s ¢ =1 x 10 mol.I"!.

Pristroje a zariadenia

Analytické vahy Chyo JL-180 (Chyo Balance Cor-
poration, Japonsko), UV/VIS spektrofotometer
(8452 A, diode array spectrophotometer, typ Vectra
286/12) s kremennymi kyvetami hriibky 1 cm, osobny
pocita¢, vyhodnocovaci softvér (HP 845 x UV-Visible
System).

Pracovny postup

Absorpcné spektrum UPB-2 sa meralo v destilova-
nej vode ako aj v metanole. Na zdklade Lambert-Bee-
rovho zakona sa vypocitali hodnoty &, resp. log € pre
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vSetky absorpcné maxima v obidvoch zvolenych mé-
diach.

UPB-2, vodné prostredie — UV A__ nm (absorbancia;
log €): 198 (1,29180; 5,11), 260 (0, 88861 4,95). UPB-2,
metanolové prostredie — UV A nm (absorbancia;
log €): 210 (0,87086; 4,94), 258 (0 89619 4,95).

Analyticka cast
Stanovenie teploty topenia
Pristroje a zariadenia

STUART SMP 11 (Lennox Laboratory Suppliers,
Dublin, rsko).

Stanovenie hodnoty R  pomocou adsorpénej
chromatografie na tenkej vrstve

PouZité chemikdlie

Lieh 96 % (Lachema, Brno, CR), benzén p.a.
(Lachema, Brno, CR), dietylamin p.a. (Merck, Schu-
dart, SRN), petroléter p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR),
dietyléter p.a. (CentralChem, Bratislava, SR), aceton
p.a. (Spolchim, Bratislava, SR), propan-1-ol p.a. (Pli-
chem, Darmstadt, SRN), cyklohexdn p.a. (Lach-Ner,
Neratovice, CR), chloroform p.a. (CentralChem, Brati-
slava, SR), toluén p.a. (Lachema, Brno, CR), etylace-
tat p.a. (CentralChem, Bratislava, SR).

Tab. 1. Zakladna charakteristika monof{3-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl}-terc-butylaméniumjfumardtu

(pracovné oznacenie UPB-2)

[0}
O/H/\
H3C\/O\/\O OH 5

- CH3 172 - _OH
HO

Sumirny vzorec (baza) M, (baza) Sumairny vzorec (sol) M, (sol) t,(°C)
C H,NO, 339,43 C,H,NO,, 794,93 150-153
Pracovny postup Materidl, pristroje a zariadenia

Teplota topenia UPB-2 bola stanovena po 24-h suSeni
v exsikatore nad P,O; pri tlaku 10 kPa a laboratorne;j tep-
lote, jej hodnoty st uvedené v tabulke 1.

Stanovenie rozpustnosti

Pouzité chemikdlie

Destilovana voda, metanol p.a. (CentralChem, Bra-
tislava, SR), liech 96 % (Lachema, Brno, CR), kyseli-
na chlorovodikova s ¢ = 0,1 mol.l""! (CentralChem,
Bratislava, SR), hydroxid sodny s ¢ = 0,1 mol.l"!
(CentralChem, Bratislava, SR), chloroform p.a.
(CentralChem, Bratislava, SR), aceton p.a. (Central
Chem, Bratislava, SR), dietyléter p.a. (CentralChem,
Bratislava, SR), dimetylsulfoxid p.a. (Lachema,
Brno, CR).

Pristroje a zariadenia
Analytické vdhy Chyo JL-180 (Chyo Balance Corpo-
ration, Japonsko).

Pracovny postup

Rozpustnost Studovanej latky UPB-2 bola stanove-
na podla SL 1. Navazok latky predstavoval jednotli-
vo 0,0100 g pre vSetky rozpustadla. Postupne sa hod-
notila jej rozpustnost v destilovanej vode, v metanole,
v liehu 96 %, v kyseline chlorovodikovej s ¢ = 0,1
mol.I"Y, v hydroxide sodnom s ¢ = 0,1 mol.I"}, v chlo-
roforme, v acetdne, v dietyléteri a v dimetylsulfoxide
pri laboratérnej teplote. Objem pridavanych rozpusta-
diel bol adekvatne upraveny vzhladom na zvoleny
navazok.

Silufol® UV, s vrstvou silikagélu s rozmermi 200 X
200 mm (nastrihany na vhodne velké Casti), sklenené
komory s rozmermi 190 x 180 x 80 mm, mikrokapilara
(Hamilton Bonaduz, Svaj¢iarsko), UV-lampa (KRUSS
UV 240, 230VAC, Hamburg, SRN).

Pracovny postup
Na komer¢ne vyrdbané félie Silufol® UV, s vrstvou

silikagélu sa na vyznaceny Start mikrokapildrou nanies-
li 2 ul 1 % metanolovych roztokov hodnotenej zliceni-
ny UPB-2 a kyseliny p-hydroxybenzoovej (p-OHBA)
ako ,Standardu®, vstupnej substancie pri syntéze
UPB-2. Po ukonceni vyvijania sa chromatogramy susili
pri laboratérnej teplote a detegovali sa pod UV-lampou
pri vinovej dizke 254 nm®. Vysledné hodnoty s prie-
merom zo S$iestich paralelnych stanoveni (pozri Cast
Vysledky a diskusia).

SkdSanymi vyvijacimi sistavami boli: S,: petroléter :
dietyléter (@=1:2 ako aj 2 : 1); S,: aceton : petroléter
(p=2:3);S,: aceton : toluén (@ =1 : 2); S,: acetén :
toluén : dletylamm chloroform (¢p=1:2: 0 5:1); 8
petroléter : dietylamin (¢ = 8 : 2 ako aj 8 : 3); S pro-
pan-1-ol : cyklohexan (¢ =1 : 1); §.: etanol : benzen

(9p=10:3); S;: chloroform : dietylamin (p=6:0,1); S,
propédn-1-ol : cyklohexén : dietylamin (¢ =5 :5 : 0,1
ako aj 5 :5: 1); S, aceton : petroléter : dietylamin
(p=8:8:0,1 akoaj8:8:1);S: etanol : benzén : di-

etylamin (¢ =10:3:0,1); §,,: chloroform : cyklohexan
: dietylamin (¢ =6:3: 1); §,,: hexan : etylacetat (¢ =7
: 3). Optimélne hodnoty R, pre UPB-2 a p-OHBA boli
ziskané v ststave S, .
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Stanovenie povrchového napdtia

PouZité chemikdlie
Destilovana voda, metanol p.a. (CentralChem, Brati-
slava, SR).

Pristroje a zariadenia

Analytické vahy Chyo JL-180 (Chyo Balance Corpo-
ration, Japonsko), skleneny Traubeho stalagmometer
(Kavalier, CR).

Pracovny postup

Povrchové napitie UPB-2 bolo stanovené, podobne
ako v praci®, nepriamou stalagmometrickou metédou
pocitania kvapiek. PouZity bol skleneny Traubeho sta-
lagmometer (Kavalier, CR). Pripravil sa roztok UPB-2
s ¢ =1x10? mol.I''. Ako referen¢na kvapalina sa pouZi-
la destilovand voda, ktorej povrchové napitie je
0,07259 N.m™! pri teplote ¢ = 21 °C.

Stanovenie disocia¢nej konStanty

PouZité chemikdlie

Destilovana voda, hydroxid sodny s ¢ = 0,1 mol.l"!
(CentralChem, Bratislava, SR), metanol p.a. (Central
Chem, Bratislava, SR).

Pristroje a zariadenia

Analytické vahy Chyo JL-180 (Chyo Balance Corpo-
ration, Japonsko), automatickd byreta OP 930, digitilny
pH-meter (HANNH Instruments HI 221, SRN), mikropi-
peta, elektromagnetické mieSadlo (Laboratorni pfistroje,
Praha, CR).

Priprava roztokov

Roztok hodnotenej latky UPB-2 bol pripraveny rozpu-
stenim 0,025 g substancie v destilovanej vode na objem
50,0 ml.

Pracovny postup

Disociacna konStanta UPB-2 bola stanovend potencio-
metricky alkalimetrickou titraciou s pouZitim automatic-
kej byrety OP 930 spojenej s digitilnym pH-metrom.
Konstantny pridavok odmerného roztoku hydroxidu sod-
ného s ¢ = 0,1 mol.I"! predstavoval 0,005 ml. Titracia pre-
biehala pri teplote 21 °C. Zaznamenali sa hodnoty pH tit-
rovaného roztoku, resp. roztokov v zavislosti od
pridaného mnoZstva hydroxidu sodného. Po ukoncent tit-
racie sa interpolanym stuptiom podla Hahna zistila
presnd spotreba odmerného roztoku a hodnota pri polo-
vi¢nej spotrebe®. Z priebehu potenciometrickej titracie
sa podla vhodnej polynomickej funkcie v programe Sta-

tistica 8.0 (Stat Soft, Tulsa, USA) pomocou V|, vypoci-
tala disociatnd konStanta. Vyslednd hodnota pK  pre
UPB-2 je v Casti Vysledky a diskusia prezentovana ako
priemer troch paralelnych stanoveni.

Stanovenie logaritmu reten¢ného faktora k’
z RP-HPLC

PouZité chemikdlie

Dusitan sodny s ¢ = 0,1 mol.I'!, metanol p.a. (Central
Chem, Bratislava, SR), natriumacetat (Lachema, Brno,
CR) na tipravu mobilnej fazy.

Pristroje a zariadenia

Chromatograf s vysokotlakovou pumpou Delta Chrom
SDS 030, (Watrex, SR), slu¢kovy davkovac s 20-ul sluc-
kou (Watrex, SR), koléna s nepolarnou chemicky viaza-
nou fazou Separon SGX C g 7 m, 250 x 4 mm (Lache-
ma, Brno, CR), prietokovy UV-detektor Delta Chrom
UVD 200 (Watrex, SR).

Pracovny postup

Hodnota reten¢ného faktora k’ (v literatiire uvadzany
aj ako kapacitny faktor k) bola stanovena podla prace!”
na kvapalinovom chromatografe s vysokotlakovou pum-
pou, so slu¢kovym davkovacom, nepolarnou chemicky
viazanou fazou a prietokovym UV-detektorom. Pre $tu-
dovanu latku UPB-2 a ,Standard” p-OHBA boli pouzité
dve mobilné fazy s rozdielnym percentudlnym zastipe-
nim metanolu, t.j. 90 % a 95 % (pripravené z metanolu
p. a. a destilovanej vody).

Chromatografické podmienky

A. Mobilna fiza — 90% metanol upraveny vodnym
roztokom natriumacetatu; prietokova rychlost -
0,6 ml.min"'; tlak — 7,9 MPa; vlnova dizka — 260 nm; pra-
covnad teplota — 21-22 °C.

B. Mobilna faza — 95% metanol upraveny vodnym
roztokom natriumacetatu; prietokova rychlost -
0,6 ml.min"'; tlak — 5,9 MPa; vlnova dizka — 260 nm; pra-
covna teplota — 21-22 °C.

Mitvy Cas kolony (7)) sa stanovil roztokom dusitanu
sodného s ¢ = 0,1 mol.I'!, ktory mal v pouZitom systéme
nulovi retenciu. Hodnota(-y) log £’ boli vypocitané zo
vztahu: log k’ = log [(t, —,) / t,], kde ¢, je retencny Cas
roztoku dusitanu sodného s ¢ = 0,1 mol.I" a 7, je retenc-
ny Cas roztoku vzorky!'?.

Roztoky UPB-2 boli pripravené rozpustenim 0,005 g
latky v metanole a upravené na objem 25,0 ml. Po
odvzdusSneni mobilnej fazy bol chromatograficky systém
premyvany priblizne 20 mintt. Prvé dva nastreky bol
roztok dusitanu sodného, potom sa aplikovali roztoky

Tab. 2. Hodnota retencéného faktora k’ (log k’) studovanej substancie UPB-2 ziskaného z RP-HPLC v prostredi 90 % a 95 %

metanolu
Mobilna faza Kk’ log k&’
1" 1L 111 Priemer L 1L 1I1. Priemer
90 % metanol 0,94 0,94 0,94 0,94 -0,027 -0,027 -0,027 -0,027
95 % metanol 1,09 1,09 1,09 1,09 0,037 0,037 0,037 0,037

“Cislo merania
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hodnotenej latky (20 pl). Kazda vzorka bola aplikovand
trikrat'”, pre vypocet sa pouZila priemerna hodnota 7.
Ziskané hodnoty si uvedené v tabulke 2.

Stanovenie rozdelovacieho koeficientu a vypocet
niektorych molekulovych deskriptorov

PouZité chemikdlie

Oktan-1-ol p.a. (Merck, Schudardt, SRN), heptan p.a.
(Mikrochem, Bratislava, SR), cyklohexdn p.a. (Lach-Ner,
Neratovice, CR), roztok kyseliny citrénovej s ¢ =0,1 mol.I'!
(Chemapol, Praha, CR), hydrogenfosfore¢nan disodny p.a.
s ¢ =0,2 mol.l! (Lachema, Brno, CR).

Pristroje a zariadenia

Analytické vahy Chyo JL-180 (Chyo Balance Corpo-
ration, Japonsko), mechanicka trepacka (Laboratérni pii-
stroje, Praha, CR), UV/VIS spektrofotometer (pozri
UV/VIS spektrofotometriu).

Priprava roztokov

Tlmivy roztok s hodnotou pH = 7,2 sa pripravil zmie-
Sanim 20,8 ml roztoku kyseliny citrénovej a 195,2 ml
roztoku hydrogenfosfore¢nanu disodného, a potom sa
hodnota pH upravila na 7,4. Zakladny roztok skuSanej
latky UPB-2 sa pripravil navaZenim 0,100 g zliceniny,
jej prenesenim do 50-ml odmernej banky a rozpustenim
v 30-40 ml tlmivého roztoku® '9. Po ochladeni sa banka
tymto roztokom doplnila na objem 50 ml.

Pracovny postup

Rozdelovaci koeficient P_ = Studovanej zliceniny
UPB-2 bol stanoveny experimentdlne klasickou shake
flask metddou jej vytrepanim medzi dve nemieSatelné
fazy tak, ako sa postupovalo aj v publikaciach® '%. Lipo-
filni fazu reprezentoval postupne oktan-1-ol, heptan,
cyklohexan a ako vodna faza bol pouzity tlmivy fosfo-
recnanovy roztok (TFR) s hodnotou pH = 7,4. U analy-
zovanej substancie UPB-2 sa vykonali v kazdom delia-
com systéme tri paralelné stanovenia.

Vypocet niektorych molekulovych deskriptorov

Hodnota polarneho povrchu molekuly (PSA) a poctu
akceptorov vodikov (n_ ) pre UPB-2 (forma bazy) bola
generovand programom ChemBioDraw Ultra 11 (Cam-
bridgeSoft Corporation, Cambridge, USA);
PSA =77,02;n__ =6.

acc

Stabilita Studovanej substancie UPB-2

Posobenie kyslého prostredia
(kyselina chlorovodikova s ¢ = 0,1 mol.l)

PouZité chemikdlie

Metanol p.a. (CentralChem, Bratislava, SR), lieh 96 %
p.a. (Lachema, Brno, CR), benzén p.a. (Lachema, Brno,
CR), dietylamin p.a. (Merck, Schudart, SRN).

Pracovny postup

Pripravilo sa 5 ml 1 % metanolového(-ych) rozto-
ku(-ov) UPB-2 a ,Standardu®“ p-OHBA, z ktorych sa
odobral 1 ml, pridal sa 1 ml kyseliny chlorovodikove;j

s ¢ = 0,1 mol.I"". Po 5 min sa roztoky hodnotili chroma-
tograficky na TLC. Na f6liu Silufol UV ., sa 1,5 cm od
spodného okraja nanieslo 5 ul roztokov UPB-2
a p-OHBA. Po vyvinuti vo vyvijacej sustave S|, sa chro-
matogram vysu$il a detegoval pod UV-lampou pri
254 nm. Ziskané hodnoty R, (priemer troch paralelnych
stanoveni) st uvedené v diskusnej Casti.

Pésobenie zasaditého prostredia
(hydroxid sodny s ¢ = 0,1 mol.I'")

Pracovny postup

Rovnako ako pri hodnoteni stability v kyslom prostre-
di, ale namiesto kyseliny chlorovodikovej s ¢ = 0,1 mol.l"!
sa pouZil hydroxid sodny s rovnakou koncentraciou. Zis-
kané hodnoty R, (priemer troch paralelnych stanoveni) st
uvedené v diskusnej Casti.

Posobenie UV/VIS Ziarenia

Pracovny postup

Pripravil sa vodny a metanolovy roztok UPB-2
sc=1x10% mol.lI'". V priebehu 1 h sa v 5-min interva-
loch sledovali (pripadné) posuny vo vlnovych dizkach
absorpcnych maxim ako aj (pripadné) zmeny v absor-
bancidch pri jednotlivych absorpénych maximéach
v obidvoch zvolenych prostrediach.

Stanovenie obsahu UPB-2
Stanovenie obsahu UPB-2 v UV/VIS oblasti spektra

Pristroje a zariadenia
Pozri UV/VIS spektrofotometriu.

Pracovny postup

Pripravil sa 0,002% roztok, resp. roztoky UPB-2 vo
vode ako aj v metanole, ktorych spektrum sa zazname-
nalo v oblasti 190-400 nm proti ¢istému rozpustadlu. Zo
zasobného roztoku (0,002 %) UPB-2 sa jednotlivo odpi-
petovalo 2, 4, 6, 8 a 10 ml do piatich 10-ml odmernych
baniek. VSetky odmerné banky sa doplnili po znacku
vodou, resp. metanolom a zaznamenala sa hodnota
absorbancie (A) takto pripravenych roztokov®. Z name-
ranych hodndt A sa zostrojila kalibra¢na krivka; vo vod-
nom prostredi pri vinovej dizke A, = 260 nm, v meta-
nolovom prostredi pri A = 258 nm. Hodnoty

max

koncentrécii, A a log A sd uvedené v tabulke 3.

Tab. 3. Parametre potrebné na zostrojenie kalibracnej krivky
pre stanovenie obsahu UPB-2 vo vodnom (4, = 260 nm)

a v metanolovom (A, = 258 nm) prostredi pomocou UV/VIS
spektrofotometrie

¢ (mol.I'") Voda Metanol
A log A A log A
5,032 x 10  0,17863 -0,74805 0,22121 -0,65520
1,006 x 105 0,35753 -0,44669 0,42111 -0,37560
1,510 x 10°  0,52896 -0,27658 0,66821 -0,17509
2,013 x10°  0,72459 -0,13991 0,88243 -0,05432
2,516 x 10°  0,89706 -0,04718 1,09780 0,04052

—
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Vyhodnotenie vysledkov

Obsah UPB-2 sa stanovil z funkcie priamky (y =a x +
b). Po zostrojeni kalibra¢nej krivky a Statistickom
vyhodnoteni jednotlivé symboly znamenali: y =
A (absorbancia), b = a (isek na osi y), a = a, (smernica
priamky), x = c. Z tychto vztahov vyplyva, Ze koncentra-
cia sa vypocita podla vztahu: ¢ = (A —a)) / a,. V ziska-
nych regresnych rovniciach hodnota F je F-testom na
testovanie Statistickych hypotéz (Statistickd indukcia)
a n znamena pocet pripadov.

Stanovenie obsahu UPB-2 RP-HPLC metédou
vnuatorného Standardu

PouZité chemikdlie

Metanol UV (Lachema, Brno, CR), natriumacetat
taveny Cisty (Spolana, Neratovice, CR), vnitorny Stan-
dard — p-OHBA.

Pristroje a zariadenia
Pozri stanovenie retencného faktora k* pomocou RP-
-HPLC.

Chromatografické podmienky

Mobilna faza — 90% metanol upraveny roztokom nét-
riumacetatu; prietokova rychlost — 0,6 ml.min’;
tlak — 7,7 MPa; vlnova dizka — 248 nm; pracovna teplo-
ta—21 °C.

Pracovny postup

Pripravil sa zasobny roztok UPB-2 navaZenim mnoZ-
stva 0,020 g substancie, ktoré sa kvantitativne prenieslo
do 25-ml odmernej banky a rozpustilo sa v metanole.
Z tohto roztoku sa odpipetovalo do piatich 25-ml odmer-
nych baniek postupne po 1, 2, 3, 4 a 6 ml, pridalo sa 5 ml
vnutorného Standardu (pripraveného navazenim 0,010 g
p-OHBA, ktoré sa kvantitativne prenieslo do 25-ml
odmernej banky a doplnilo sa po znacku metanolom)
a doplnilo sa metanolom po znacku'?. Pomocou dévko-
vacieho ventilu sa z takto pripravenych roztokov na kol6-
nu nanasal objem 20 ml.

Vyhodnotenie vysledkov

Z pamiiti pocitaca bol vyvolany zdznam analyzy vzor-
ky, integrovali a opisali sa plochy zodpovedajice analy-
zovanej latke (P)) a jej vnutornému Standardu (P,).
Vysledky analyz'? sa vypocitali z pomeru ploch pikov
P /P, (tab. 4).

Vysledky a diskusia

V predchéadzajicej publikacii'? bola komplexne hod-
notend zlicenina s potencidlnym ultrakratkym antago-
nistickym pdsobenim na f-adrenergné receptory s pra-
covnym oznacenim UPB-1, v ktorej Struktire bola
bazickd cast tvorend izopropylamoéniovou skupinou.
Podobne ako UPB-1 aj UPB-2, chemicky mono[{3-[4-
-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl }-terc-
-butylaménium]fumarét, ktorej vypracovanie analytické-
ho profilu je predmetom tejto publikécie, bola priprave-
n4 na Ustavé chemickych 1é¢iv FaF VFU v Brne. Jedn4
sa o bielu krystalickd latku, ktorej chemicka Struktura,

Tab. 4. Parametre potrebné na zostrojenie kalibracnej krivky
pre stanovenie obsahu UPB-2 pomocou RP-HPLC

(‘1711]) (mocl.l") (UPII;I-Z)** (p-ngBA)** PP,

I 40255%10° 24120939 65960096  0,365690
2 80510x 105 46105067  6607,1205  0,697809
3 12077x 10 6937,9024 66010513 1,051030
4 16102x10% 90968383 66120330 1375800
6 24153x 10 125687334  6687.8938 1879326

“Objem pridaného zakladného roztoku UPB-2 (0,0200 g/25 ml)
“Plocha prisluinych pikov formovanych UPB-2 (P,) a p-OHBA (P,)

sumarny vzorec (bazicka forma ako aj forma soli), M,
ainterval teploty topenia su prezentované v tabulke 1. Pri
syntéze UPB-2 bola pouZitd ako vstupna reagencia kyse-
lina p-hydroxybenzoova (p-OHBA), ktorej niektoré
experimentalne stanovené fyzikalno-chemické paramet-
re boli uz sumarizované v praci'? a ktora bola aj v tomto
pripade vyuzita pri orientacnom hodnoteni Cistoty latky
UPB-2 pomocou adsorpénej chromatografie na tenkej
vrstve, pri stabilitnych skiSkach ako aj pri stanoveni jej
obsahu s vyuzitim RP-HPLC.

TotoZnost hodnotenej zliceniny UPB-2 bola potvrde-
na prisluSnymi spektralnymi metédami. V 'H- a BC-
-NMR spektre boli identifikované signaly, ktoré prisli-
chali alkylovym fragmentom, resp. jednotlivym atémov
vodika a uhlika v lipofilnej ako aj v bazickej oblasti
molekuly. V 'H-NMR spektre boli v intervale 6,70 az
7,20 ppm pozorované signdly troch proténov, u ktorych
mozno predpokladat, Ze zodpovedaji signdlom proténu
OH-skupiny v spojovacom 2-hydroxypropéan-1,3-diylo-
vom refazci a proténom NH,*-skupiny. V 'H- a "“C-
-NMR-vystupoch boli identifikované a priradené signaly
proténov a atémov uhlika tvoriacich aromaticky skelet
molekuly ako aj prislu$ny fumaratovy anion.

Analyza IR spektier potvrdila pritomnost terc-butylo-
vého substituenta, lipofilného aromatického jadra ako aj
karboxylu. Pas IR spektra valen¢nej vibracie (C=0)-sku-
piny pri 1699 cm™! sa moZe pri UPB-2 vyuzit pre kvanti-
tativne hodnotenie, pri UPB-1 bol tento pas pozorovany
pri 1704 cm™.

UPB-2 je pomerne hydrofilnou zli¢eninou; je lahko
rozpustna v kyseline chlorovodikovej s ¢ = 0,1 mol.l",
v hydroxide sodnom s ¢ = 0,1 mol.I"! a v dimetylsulfoxi-
de, dobre rozpustna v destilovanej vode, mierne rozpust-
na v metanole a v liehu 96 %, taZko rozpustna v chloro-
forme a velmi tazko rozpustna v aceténe a v dietyléteri.
Mierne zvySenie lipofility hodnotenej Struktiry UPB-2
v porovnani s UPB-1, t.j. zdmena izopropylu (UPB-1) za
terciarny butyl (UPB-2), vSak sposobilo, Ze UPB-2 je
relativne fazsie rozpustna v niektorych zvolenych roz-
pustadlach ako UPB-1.

Na orienta¢né hodnotenie cistoty UPB-2 bola okrem
RP-HPLC pouzitd adsorpénd chromatografia na tenkej
vrstve. Sucasne s UPB-2 bola chromatograficky hodno-
tend aj p-OHBA. Z mnohych vyskdSanych dvoj- a troj-
zlozkovych vyvijacich sustav bola ako najvhodnejsia
vyhodnotena sustava §,,: etanol : benzén : dietylamin
(p=10:3:0,1). V systéme §,, nastalo jednoznacné

—



Farmacie 1-2-012 nova

21.2.2012 9:33 str. 50

50

Dot

Ces. slov. Farm. 2012; 61, 44-52

oddelenie ohrani¢enych Skvin prislichajicich UPB-2
(Rf'z 0,34) a p-OHBA (R, = 0,58), pricom na prisluSnom
»stlpci® UPB-2 neboli pozorované iné Skvrny. V identic-
kej vyvijacej sustave a pri rovnakych laboratérnych pod-
mienkach bola pre UPB-1'" stanovend niZ8ia hodnota R,
(0,29).

Povrchové napitie bolo Studované nepriamou Traube-
ho stalagmometrickou metdédou pocitania kvapiek.
Nérast lipofility spdsobil, ze UPB-2 (y=0,06867 N.m™)
je mierne povrchovoaktivnejSou zliceninou ako UPB-1
(y=0,06954 N.m") pri zachovani rovnakych experimen-
talnych podmienok.

Na stadium acidobazickych vlastnosti bola pouzita
metdda alkalimetrickej titracie (roztok hydroxidu sodné-
ho s ¢ = 0,1 mol.I'") pri potenciometrickej indikacii bodu
ekvivalencie. Studovana zli¢enina UPB-2 mala mierne
kysly charakter, o Com svedCi stanovena hodnota pK, =
5,56. Zamena izopropylu za terciarny butyl znamenala
pokles hodnoty pK — pre UPB-1 bola v prici'" experi-
mentélne ur¢end hodnota pK, = 5,71.

Pri stadiu spektier v UV/VIS oblasti vykazovala
UPB-2 dve absorp¢né maximd. Vo vodnom roztoku su to
maximd pri A, =198 nma A, =260 nm, v prostredi
metanolu nastal mierny posun — absorp¢né maxima boli
zistenépri A, =210nma A, =258 nm. Modifikicia
bézickej Casti molekuly nemala vplyv na posun jednotli-
vych absorpénych maxim, kedZe identické hodnoty boli
indikované aj pre UPB-1'V.

Pri latke UPB-2 bola charakterizovana aj jej lipofilita
prostrednictvom urcenia retencnych faktorov k’, resp.
log k’ v ststavach s rozdielnym percentudlnym zastipe-
nim metanolu ako sicastou mobilnej fazy a rozdelova-
cich koeficientov v troch rozdielnych rozdelovacich
systémoch.

Rozdielna miera lipofility UPB-2 a UPB-1' sa odzr-
kadlila v hodnotéach log k&’ v oboch systémoch (tab. 2);
v 90 % metanole boli zistené takéto retencné charakte-
ristiky: log &’ ., , ==0,071; log k&’ ,, , = =0,027; v 95 %
metanole boli ziskané tieto udaje: log k’ . , = 0,015;
log &’ 1., = 0,037. Pre porovnanie st uvadzané aj stano-
vené hodnoty log k’ prislichajice p-OHBA: -2,153
(v 90 % metanole) a —2,643 (v 95 % metanole).

Hodnoty log P, pre UPB-2 boli urcené klasickou
shake flask metédou; pre urenie koncentracie latky vo
vodnej faze sa vyuzila UV/VIS spektrofotometria.
V zvolenych rozdelovacich sistaviach bol pozorovany
minimdlny rozdiel v stanovenych hodnotich log P,
V rozdelovacom systéme oktdn-1-ol/TFR predstavoval
log Pexp hodnotu 1,92 (pre UPB-1 to bola hodnota 1,70);
v sustave heptan/TFR bola hodnota log P, = 2,00 (pre
UPB-1 predstavoval tento parameter hodnotu 1,66)
a v systéme cyklohexan/TFR log P..= 2,03 (pre UPB-1
to bolo 1,62). Ako dokumentuju tieto vysledky, Struktur-
ny rozdiel medzi UPB-2 a UPB-I sa pomerne vyrazne
odzrkadlil aj v hodnotich rozdelovacich koeficientov
uréenych vo vSetkych troch systémoch.

Neziaduce ucinky B spojené so stimuldciou CNS su
zname dlhodobo — beZne je pozorovand letargia, Utlm,
unava, menej Casto sa vyskytuju vaznejsie stavy spojené
s uzivanim B, ako napriklad depresie, Zivé sny, haluci-
nécie, delirium, paranoidné psychézy alebo schizofré-
nia'?. Schopnost SB pasivne prechddzat cez hematoen-

cefalicku bariéru (blood-brain barrier, BBB) je determi-
novand, okrem inych faktorov, mierou ich lipofility.
Relativna afinita B proti krvnému rieciStu a mozgové-
mu tkanivu je vyjadritelnd vztahom:

log BB =log (ﬁ—)
Ckrv

kde parametre Croroe @ Cp, , predstavuji rovnovazne
koncentrécie lie¢iva v mozgu a v krvi™. Distribticiu lie-
¢iva do nepolarnych oblasti mozgu odzrkadluje hodnota
log P, stanovena pre systém cyklohexan/TFR
(log P ), zatial ¢o hodnota log P, stanovend v rozde-
lovacej sustave oktan-1-ol/TFR (log P, ,) Vyjadruje viz-
bu na proteiny v periférnom krvnom rie¢isti'?. Zlaceni-
na ma tym hydrofilnejsi charakter, ¢im je jej hodnota
log P op o (t]. rozdiel medzi log P, alog P ) pozi-
tivnej 51a to znamena, Ze ochotne]s1e tvori vodikové viz-
by, v mensej miere prenikd do nepolarnych oblasti moz-
gu a je v organizme distribuovana prednostne do krvi.
Hodnota logP_ =~ = =-0,11 pre UPB-2 teda indikuje, Ze
u nej existuje urcity predpoklad permedcie cez hemato-
encefalicku bariéru prave do nepolarnych oblasti mozgu.

Pre predikciu schopnosti UPB-2 prechadzat cez BBB
bolo zvolenych niekolko modelov a schém. V Youngo-
vom modeli'® vyjadreného vztahom:

logBB = 0,889-0,485 x logPeX o

hodnota log BB pre UPB-2 predstavovala 0,942, ¢o by
znamenalo jej preferen¢nu interakciu s mozgovym tkani-
vom. Hlavnou nevyhodou Youngovej schémy je pomer-
ne limitovany pocet zlicenin ako aj ich vyber v pdvod-
nom training subore, preto sa Vv ramci tejto prace
aplikovali aj iné mozZnosti predikcie prechodu UPB-2 cez
BBB.

Podla Kaliszana'® pre koreldciu log P, a logBB
plati vztah, v ktorom bola ako aditivna veli¢ina imple-
mentovana aj M : logBB = 0,833 + 0,272 X logP,
0,00112 x M ;

podla tohto modelu je hodnota logBB latky UPB-2
-1,008.

Hodnota poldrneho povrchu molekuly (polar surface
area, PSA), je zakomponovana aj v modeloch Keldera!”
charakterizovaného vztahom: logBB = 1,330 — 0,032 X
PSA (logBB pre UPB-2 je —1,135) a Clarka'® definova-
ného rovnicou: logBB = 0,550 — 0,016 x PSA (logBB pre
UPB-2 je —0,682).

Pri aplikovani Panovej'” schémy: logBB = 0,064 +
0,200 x logP_ ' —0,010 x PSA bola hodnota logBB pre
latku UPB-2 —0 322.

Podla Abrahamovho a Weathersbyho modelu predik-
cie?® logBB plati nasledovny vztah: logBB = 0,119 +
0,350 x logPeXp — 0,00502 x M. Po dosadeni prislus-
nych parametrov bola hodnota logBB v tomto pripade
-3,200.

Feher?" navrhol model, v ktorom zohladnil aj schop-
nost latky vytvérat vizby vodikovym mostikom: logBB =
0,4275 - 0,0017 x PSA + 0,1092 x logP — 0,3873 x n__,
v ktorom logP = logPCXp , an_ bol pocet akceptorov
vodikov v molekule vo vodnom prostredi (pre bazicku
formu UPB-2 je to Sest akceptorov). Vypocitand hodno-
ta log BB pre UPB-2 bola —1,818.

exp o-c

—
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Podla Crucianiho et al.?? je lie¢ivo schopné prestupo-
vat hematoencefalickou bariérou vtedy, ak je jeho hod-
nota logBB vyssia ako —0,300. V pripade, ak nadobtida
spominany parameter mensiu hodnotu ako -0,300,
potom liecivo nie je schopné vstupovat do mozgového
tkaniva. Na zaklade ziskanych udajov z jednotlivych pre-
diktorovych modelov mozno predpokladat, Ze hodnotena
zlucenina UPB-2 bude s vysokou pravdepodobnostou
preferovat vidzbu na proteiny krvného riecista pred pre-
chodom cez hematoencefalickd bariéru (okrem vystupu
z Youngovej schémy predikcie) podobne ako jej izopro-
pylovy anal6g, UPB-1'".

Podla hodnoty log P on (rozdiel medzi hodnotami
log P~ v systéme oktan-1-ol/TFR a v rozdelovacej
sustave heptan/TFR) pre latku UPB-2 (-0,08) moZno
usudzovat, Ze ti je eSte slabSim donorom proténu ako
UPB-1 (0,04).

Kyslé ako aj zdsadité prostredie spdsobilo nestabilitu
latky UPB-2, pri chromatografickom hodnoteni (adsorpc-
na TLC) sa na chromatograme(-och) v ,linii*“ UPB-2
okrem jej ,,vlastnej* Skvrny objavili v oboch prostrediach
aj ohranic¢ené Skvrny prislichajice jednak p-OHBA (kto-
rd bola sti¢asne nanaSana na chromatogram ako referenc-
na substancia), ako aj dal$§im ,Stiepnym‘ produktom
vznikajticim pri rozklade UPB-2 — zli¢enindm s pracov-
nym oznaCenim X a X,. V kyslom prostredi boli ur¢ené
z chromatogramov tieto R, hodnoty: 0,35 (pre latku
UPB-2), 0,68 (p-OHBA), 0,48 (X)) a 0,80 (X,); hodnoty R,
spominanych latok pri posobeni zasaditého média boli
len nepatrne nizsie: 0,33 (UPB-2), 0,65 (p-OHBA), 0,45
(X,) 0,78 (X,). Pravdepodobne nastalo vplyvom prislus-
ného prostredia parcidlne Stiepenie molekuly UPB-2 v jej
esterovej Casti alebo v alkoxylovom zoskupeni v lipofil-
nom fragmente. Rovnako tomu bolo aj pri hodnoteni sta-
bility latky UPB-1 v publikécii'V.

UV/VIS Ziarenie nemalo v priebehu 1 h negativny
vplyv na stabilitu vodného a metanolového roztoku
UPB-2; nedoslo k zmene hodndt absorbancii pri kon-
krétnych absorpénych maximach a ani k ich posunu.
Identicky zéver'? bol formulovany aj pri hodnoteni latky
UPB-1.

Na ,,metodicki pripravu® pre (moZné) stanovenie
obsahu UPB-2 v konkrétnej liekovej forme alebo v telo-
vych tekutinich moZno vyuzit spektralne (UV/VIS
spektrofotometriu) alebo aj chromatografické (RP-
-HPLC) met6dy. Zlucenina UPB-2 bola stanovend spek-
trofotometricky pri vinovej dizke druhého absorpéného
maxima, t.j. pri A, =260 nm (pre vodné prostredie),
resp. pri A, = 258 nm (pre prostredie metanolu). Na
zdklade ziskanych udajov bola zostrojend kalibra¢na
krivka, vysledkom stanovenia vo vodnom prostredi bolo
formulovanie rovnice linedrnej regresie v tvare: y =
35844(+405)x — 0,0038(+0,0061); R* = 0,999; F = 7831;
n =5 (tab. 3); resp. pre stanovenie obsahu v metanolo-
vom prostredi: y = 44003(x715)x — 0,0061(x0,0119);
R?>=0,999; F = 3783; n = 5 (tab. 3). V tychto rovniciach
parameter y predstavoval absorbanciu, x vyjadroval kon-
centraciu stanovovanej latky v mol.I"".

Vhodnou mobilnou fazou pre analyzu UPB-2 pomo-
cou vysokoucinnej chromatografie s obriatenym systé-
mom faz sa ukazal metanol 90 %. Pre stanovenie obsahu
UPB-2 pomocou RP-HPLC (tab. 4) mala formulovana

regresnd rovnica nasledujuci tvar: y = 7571(x347)x +
0,0986(+0,0571); R? = 0,992; F = 477; n = 5; parameter
y znamenal pomer ploch pikov Studovanej latky UPB-2
a vnutorného Standardu (p-OHBA), x vyjadroval kon-
centraciu stanovovanej latky v mol.1".

V dal$ich stidiach sa bude pozornost venovat spekt-
ralnym identifikaCnym charakteristikim a stanoveniu
niektorych fyzikalno-chemickych konsStant Struktiirne
podobnych zlicenin, v ktorych molekule bude, v porov-
nani s UPB-2, variabilne substituovana lipofilnd Cast
molekuly. VSetky experimentdlne ziskané tdaje budi
v buducnosti sldzit ako zdrojovy subor informécii pre
komplexné hodnotenie vztahov medzi chemickou Struk-
tirou a biologickou aktivitou.
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Recenzované dielo je prvou castou projektovanej
dvojdielnej ucebnice farmakognoézie pre Studentov far-
maceutickej fakulty. Cielom tohto prvého zvizku je zov-
Seobecnit v ostatnom c¢ase nazhromazdené poznatky,
ktoré evidujeme v oblasti vzniku primarnych a sekundar-
nych metabolitov a prirodnych latok.
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Obsah ucebnice je rozdeleny logicky a podla zasad
raciondlnej pedagogiky. Po v uvode strucne vysvetleno
poslani uéebnice a pouzitych skratiek sa autori tézovite
zaoberaju histériou fytoterapie a farmakognézie. V dal-
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Sej Casti potom popisuji zaklady farmakognostickej ter-
minolégie a sytém klasifikacie zltcenin.

Jadro ucebnice tvoria kapitoly o biogenéze vzniku
sacharidov, terpénov, polyketidov, Sikimatov, alkaloidov,
xantinovych derivatoch, kapsaicinoidov, betalainov, kya-
nogénnych glykozidov, glukozinolétov, cystein-S-oxidov
a tiosulfinatov. Vznik tychto typov zli¢enin popisuji
strucne slovne a nazornymi biochemickymi schémami,
v ktorych st najddlezitejSie medziprodukty, funkéné
skupiny a enzymi aj odliSené farebne. Tato kombinacia
umozni $tudentovi lepSie a hlbSie pochopit Studovani
matériu. Cennou devizou ucebnice je obsirny zoznam
pouZitej literatiry pokrokov v tejto oblasti za posledné
obdobie.

ZovSeobeciiujic obsah recenzovanej ucebnice mozno
konStatovat, Ze jej napli tvori vynikajici teoreticky
zaklad pre Stuidium modernej dynamicky vyvijajicej sa
farmakognézie.

J. CiZmdrik
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