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W obecnych czasach znaczna czg$¢ badan naukowych skupia si¢ na odkrywaniu
I syntezie zwigzkow Dbiologicznie czynnych, badaniu ich dziatania, skutecznosci,
wlasciwosci  fizykochemicznych, toksycznosci dla s$rodowiska oraz potencjalnego
wykorzystania w r6znych dziedzinach zycia.

Zastosowanie roznych modeli matematycznych pozwala ustali¢ jako$ciowe
I ilo$ciowe zalezno$ci pomigdzy strukturg a aktywno$cig nowo zsyntezowanych zwigzkow.
Najczesciej wykorzystywanym deskryptorem molekularnym do przewidywania potencjatu
zwiazku jako biologicznie aktywnego jest lipofilowos¢.

Lipofilowo$¢ pomaga okresli¢ zachowanie si¢ leku w organizmie — przepuszczalnos¢
przez blony biologiczne, zdolnos¢ do interakcji z biatkami czy przechodzenie przez barierg
krew-mozg. Pozwala takze przewidzie¢ profil ADMET, czyli absorpcje, dystrybucje,
metabolizm, wydzielanie oraz toksycznos¢.

Celem pracy bylo wyznaczenie lipofilowosci 20 nowo zsyntezowanych substancji,
tj. oSmiu pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu oraz dwunastu pochodnych
kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego. Wszystkie te zwigzki posiadaja
pierscien tiazolidynowy w swojej strukturze. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia, Ze ta
klasa zwigzkow wykazuje duzg aktywnos¢ biologiczng po podaniu doustnym. Ponadto sa
dostepne w powszechnym lecznictwie w Polsce preparaty zawierajace substancje o zblizonej
budowie chemicznej. Sprawdzono, czy analizowane substancje wykazujg aktywnos¢
biologiczna, co za tym idzie, czy moga by¢ w przysztosci wykorzystane jako nowe leki.

Wyznaczenie lipofilowosci analizowanych substancji przeprowadzono metodami
eksperymentalnymi oraz komputerowymi. W metodzie eksperymentalnej wykorzystano
technike chromatografii cienkowarstwowej w odwroconym uktadzie faz. Jako fazy ruchome
zastosowano mieszaniny dwusktadnikowe sktadajace si¢ z wody oraz modyfikatora
organicznego. W metodzie in-silico uzyto do dziewieciu baz danych i programow
pozwalajacych obliczy¢ warto$¢ logarytmu wspotczynnika podzialu analizowanych
substancji oraz ich innych wiasciwosci fizykochemicznych oraz biologicznych.

Wyniki uzyskane do$wiadczalnie oraz komputerowo poréwnano ze sobg. Analiz¢
statystyczng przeprowadzono w celu okreslenia czy istniala istotna korelacja pomiedzy

warto$ciami Wyznaczonymi i obliczonymi.

Stowa kluczowe: chemia analityczna, chemia medyczna, chemioinformatyka, lipofilowos$¢,
logP, chromatografia cienkowarstwowa, TLC, metody obliczeniowe, in-silico, pochodne

i analogi tiazolidyny.
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1. LIPOFILOWOSC

Czasteczki zwigzkow chemicznych wykazujg rozng aktywnos¢ biologiczng. Jest ona
powigzana z jej wlasciwosciami fizykochemicznymi. Jednym z najwazniejszych
parametréw wykorzystywanym w przewidywaniu aktywnosci biologicznej okreslonej
substancji, a takze jej toksycznosci jest lipofilowo$¢ [1].

Wedtug definicji IUPAC, lipofilowos$¢ to ,,powinowactwo danej czasteczki lub jej
fragmentu do $rodowiska lipofilowego. Jest ona zazwyczaj mierzona poprzez podziat tego
zwigzku pomiedzy fazy w ukladzie dwufazowym ciecz-ciecz lub ciecz-ciato state” [2].
Innymi stowy, jest to miara sktonnosci czasteczek zwigzkdw chemicznych do rozpuszczania
si¢ w rozpuszczalnikach niepolarnych, tluszczach oraz olejach.

Ilosciowo lipofilowo$¢ mozna wyrazi¢ jako wspolczynnik podziatu, ktoéry
najczesciej podaje si¢ w formie logarytmicznej. Jest to stosunek rownowagowych stezen
rozpuszczonej substancji w uktadzie dwufazowym, skladajagcym sie¢ z dwoch
niemieszajacych si¢ rozpuszczalnikow, co przedstawia ponizszy wzor:

CO
logP = — )

w

gdzie:

log P — logarytm wspolczynnika podziatu obojetnej substancji wystgpujacej w formie
niezjonizowanej;

c, — stezenie rOwnowagowe substancji w fazie niepolarnej (organicznej, np. n-oktanol);

¢y — stezenie rOwnowagowe substancji w fazie polarnej (wodnej) [1, 3].

Jezeli substancja ulega jonizacji w fazie wodnej, stosuje si¢ wtedy inny deskryptor
lipofilowosci zwany wspdiczynnikiem dystrybucji. Uwzglednia on wszystkie formy
zwiazku (obojetne 1 zdysocjowane). Wyraza si¢ go jako stosunek sumy stezen wszystkich
form substancji (zdysocjowanej i1 niezdysocjowanej) w kazdej niemieszajacej si¢ fazie —

polarnej (wodnej) oraz niepolarnej (organicznej):

Co (zdys) T 6 (niezdys)
logD = p ps (2)
W (zdys) W (niezdys)

gdzie:
log D — logarytm wspotczynnika dystrybucji substancji ulegajacej jonizacji;

Co (zays) ~ stezenie substancji w formie zdysocjowanej w fazie niepolarne;;

Co (niezdys) — SteZenie substancji w formie niezdysocjowanej w fazie niepolarnej;

11
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Cw (zdys) ~ stezenie substancji w formie zdysocjowanej w fazie polarnej;

Cw (niezdys) ~ stezenie substancji w formie zdysocjowanej w fazie polarnej [4].

Warto$§¢ wspotezynnika dystrybucji zalezy od pH roztworu polarnego (najczgsciej

wodnego), a wigc 0d statej dysocjacji substancji (pKa) (wzory 3 i 4):
1
IOg Diwas = logP + log [W] (3)

log D,45ada = log P + log [W] (4)
gdzie:
log Dyyyas — logarytm wspoiczynnika dystrybucji kwasu ulegajacego jonizacji;
log D,4sada — logarytm wspoétczynnika dystrybucji zasady ulegajacej jonizacji;
pK, — stala dysocjacji substancji;
pH — warto$¢ pH fazy polarne;.

Warto$¢ wspotczynnika podziatu (lub wspotczynnika dystrybucji) pomaga okresli¢
mozliwo$¢ wchtaniania danej substancji, jej przepuszczalno$¢ przez rdézne bariery
biologiczne, przewidywanie interakcji lek-receptor, zdolno$¢ wigzania z biatkami oraz
przenikanie do mézgu lub krwi. Bardzo cz¢sto wykorzystywana jest do przewidywania tzw.
profilu ADMET nowych zwigzkéw chemicznych o potencjalnym, mozliwym dzialaniu
farmakologicznym, czyli ich absorpcji, dystrybucji, metabolizmu, wydzielania
I toksycznos$ci (ang. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, Toxicity). Absorpcja
substancji jest kluczowym parametrem podczas tworzenia nowych lekéw, gdyz pozwala
okresli¢ (wraz z innymi parametrami) czy nowa czasteczka moze sta¢ si¢ nowym
kandydatem klinicznym [5].

Najczesciej, wraz ze wzrostem lipofilowosci, ro$nie aktywnos$¢ biologiczna zwiazku.
Spowodowane jest to wzrastajgcym powinowactwem substancji 1 jej przepuszczalnoscia
przez blony biologiczne. Leki o wysokiej lipofilowosci majg wigksze powinowactwo
do biatek osocza, dlatego tez ich transport przez bariere krew-mozg jest latwiejszy.
Jednoczes$nie zbyt wysoka lipofilowos$¢ wptywa niekorzystnie na absorpcje leku po podaniu
doustnym oraz rosnie jego tendencja do bioakumulacji. Podczas projektowania lekow nalezy
dazy¢ do wyboru substancji o optymalnych wlasciwosciach hydrofilowo-hydrofobowych,
co w praktyce przektada si¢ na ich posrednie wartosci wspotczynnika podziatu [6].

Lipofilowo$¢ jest szeroko wykorzystywana podczas projektowania nowych struktur
potencjalnych substancji o dzialaniu leczniczym, analizie farmakokinetyki oraz do

optymalizacji juz wykorzystywanych zwigzkéw w celu uzyskania lepszych parametrow [4].

12



CZESC TEORETYCZNA

2. DOSWIADCZALNE METODY WYZNACZANIA
LIPOFILOWOSCI

Wyznaczanie lipofilowosci jest rutynowym i bardzo waznym zadaniem przed jakim
stoja chemicy medyczni. Moze by¢ oznaczona metodami doswiadczalnymi lub
komputerowo [7]. Na Rysunku 2 (str. 14) pokazano podzial technik analitycznych
wykorzystywanych do okres$lania lipofilowosci.

Doswiadczalne metody wyznaczania lipofilowo$ci mozna podzieli¢ na:

e bezposrednie;
e posrednie [8].

W metodach bezposrednich wspotczynnik podziatu otrzymuje si¢ ze stosunku stezen
zwigzku bedacego w rownowadze pomig¢dzy fazg organiczng i wodng. W metodach
posrednich wspotczynnik podziatu jest wyznaczany na podstawie korelacji. Jezeli mowa jest
0 chromatografii cieczowej, to jest to zalezno$¢ migdzy wspotczynnikiem retencji
analizowanej substancji w odwroconym uktadzie faz a jego wspotczynnikiem podziatu.
Techniki chromatograficzne odgrywaja istotng role zar6wno w bezposrednim, jak

I posrednim wyznaczaniu lipofilowosci, co wida¢ na ponizszym rysunku.

L

Metody e Metody o
bezposrednie posrednie
Techniki Techniki
chromatograficzne chromatograficzne
shuza do ustalenia & - stuza do wyznaczenia
stezenia substancji wspotczynnika

w obu fazach retencji

/
\

Rysunek 1. Wykorzystanie r6znych odmian chromatografii cieczowej do wyznaczania lipofilowosci
substancji
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DOSWIADCZALNE WYZNACZANIE LIPOFILOWOSCI

|

Techniki ekstrakcyjne

Techniki separacyjne [ Techniki elektroanalityczne ]

Klasyczna metoda

| 4
L] Woltamperometria
ekstrakcyjna

Techniki chromatograficzne [ Techniki elektromigracyjne ] cykliczna

Metoda powolnego
mieszania

p
: ( . L] Miareczkowanie
Chromatografia | Elektrokinetyczna potencjometryczne
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Mikroekstrakcja z
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Wysokosprawna
chromatografia cieczowa

—  Elektroforeza kapilarna ]

Ekstrakcja oparta na
dializie

Ekstrakcja na
nanosorbentach

MLC

Rysunek 2. Podziat do§wiadczalnych technik wyznaczania lipofilowosci
(na niebiesko zaznaczono techniki oméwione w pracy)
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2.1. Klasyczna metoda ekstrakcyjna

W klasycznej metodzie ekstrakcyjnej, tzw. ,shake-flask”, wykorzystuje sie¢
dwufazowy uktad cieczy — n-oktanol (faza hydrofobowa) i wode¢ (faza hydrofilowa).
Procedura polega na rozpuszczeniu probki, wytrzasaniu jej do momentu osiggniecia
roéwnowagi i pomiarze stezenia analizowanego zwiazku w kazdej fazie uktadu [9, 10].

Glowng zaleta metody ekstrakcyjnej jest to, ze jest metodg bezposrednig
wyznaczania wspotczynnika podziatu [11]. Jednakze posiada tez kilka wad. Jedna z nich jest
koniecznos$¢ utrzymywania staltych warunkow eksperymentalnych, gdyz r6zne warunki daja
zwykle rozne warto$ci logP dla tego samego zwigzku [12]. Jest to metoda bardzo
czasochtonna, poniewaz uklad musi osiggng¢ stan roéwnowagi. Czas potrzebny
do osiagnigcia st¢zenia rownowagowego jest bardzo rozny (wacha si¢ od 1 godz. do nawet
24 godz.), a szybkos¢ podziatu substancji pomi¢dzy dwie fazy moze by¢ rézna w zalezno$ci
od logP rozpuszczalnika i intensywnosci wytrzasania [13]. Zuzywa si¢ duze ilo$ci
rozpuszczalnika organicznego na pojedynczy zwigzek. Nie jest to odpowiednia metoda
do wyznaczania wspoélczynnika podziatu dla zwigzkoéw nietrwatych, powierzchniowo-
czynnych oraz stabo rozpuszczalnych [13, 14].

W metodzie ,,shake-flask™ trudno$¢ moze stanowi¢ oddzielenie, po przeprowadzone;j
ekstrakcji, fazy organicznej od wodnej, bez zanieczyszczenia fazy polarnej ze wzgledu
na wysoka lepkos¢ n-oktanolu. Niedokladne oddzielenie dwoch faz moze wplynac
na wyznaczenie wspolczynnikow podziatu. Roznica w wynikach moze by¢ tym wigksza,
im bardziej lipofilowy jest analizowany zwigzek. Znane sa rézne modyfikacje niwelujace
w pewnym stopniu wady uktadu n-oktanol-woda. Mozna wykorzystywaé alternatywne
uktady dwufazowe, np. chloroform—woda, ciekly alkan-woda lub dipelargonat glikolu
propylenowego—woda. Zastosowanie innych rozpuszczalnikow organicznych ma réwniez
na celu nasladowanie r6znych fizjologicznych barier komorkowych [15].

Wada klasycznej metody ekstrakcyjnej jest ograniczona ilo$¢ analiz, ktorag mozna
przeprowadzi¢ za pomocg jednego =zestawu sprzetu laboratoryjnego. Zwiekszenie
wydajnosci pomiardow przy jednoczesnym zmniejszeniu ilosci uzywanych odczynnikéw
chemicznych mozna osiagna¢ poprzez zastosowanie 96-dotkowych ptytek. W tej odmianie
metody ekstrakcyjnej wyznacza si¢ wspoOlczynnik podzialu substancji pomiedzy faza
polimerowg a fazg wodng. Faza polimerowa jest przygotowywana w mikroptytkach. Badany
zwigzek dodaje si¢ do fazy polimerowej przygotowanej w mikroptytce, a po inkubacji

W wytrzasarce, oznacza si¢ jej ilo§¢ w supernatancie [16].
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2.1.1. Metoda powolnego mieszania

Metoda powolnego mieszania (ang. Slow-Stirring Method) jest odmiang klasycznej
metody ekstrakcyjnej, w ktorej faza n-oktanolowa i wodna sa powolnie mieszane a nie
wytrzasane [17]. Zamiana wytrzgsania na mieszanie moze zapobiec tworzeniu si¢ emulsji.
Wartos$ci uzyskane klasyczng metodg ekstrakcyjng i metodg powolnego mieszania sg bardzo
podobne dla substancji o warto$ci logP mniejszej niz 4,5; mogg si¢ jednak rozni¢ dla
zwigzkéw o wyzszym logarytmie wspoétczynnika podziatu, co mozna wytlumaczy¢
tworzeniem si¢ emulsji oktanolowych w metodzie ,,shake-flask” [18]. Znaczaca wada tej
techniki jest to, ze wymaga ona dtugiego mieszania — czas ten wynosi nawet do 2-3 dni,

az uktad osiggnie stan rownowagi [17].

2.1.2. Metoda mikroekstrakcji ciecz-ciecz z wykorzystaniem worteksu

Metoda pozwalajgca zwickszy¢ ilos¢ pomiaréw jest mikroekstrakcja ciecz-ciecz
z wykorzystaniem worteksu (ang. Vortex Liquid-Liquid Microextraction Method
(VALLME)) w pofaczeniu z chromatografia cieczowg. W metodzie VALLME,
mikroobjetosci n-oktanolu sg dyspergowane w fazie wodnej przy uzyciu worteksu [13].
Takie dzialanie pozwala na uzyskanie wielu mikrokropelek alkoholu w wodzie, co prowadzi
do uzyskania emulsji. Ma to na celu zwiekszenie powierzchni kontaktu miedzyfazowego,
W zwigzku z czym czas potrzebny do uzyskania stanu réwnowagi ulega znacznemu
skroceniu (stezenie rownowagowe zostaje osiggnigte po okoto 2 minutach). Poniewaz
utworzona emulsja jest nietrwala, analizowany zwigzek moze zostat tatwo oddzielony
od drugiej fazy poprzez zwykte wirowanie [19]. Interesujagca faza jest nast¢pnie zbierana
zapomocg mikrostrzykawki, a stezenie Substancji jest oznaczane z wykorzystaniem
chromatografii cieczowej [13].

Metoda ta idealnie wpisuje si¢ w aktualnie panujacy w chemii analitycznej trend
miniaturyzacji. Gtéwnymi zaletami VALLME sa niezawodnos¢, prostota, niski koszt oraz
minimalne zuzycie rozpuszczalnikow i probek [13] dzigki czemu jest przyjazna dla
srodowiska. Wada tej metody jest konieczno$¢ stosowania rozpuszczalnika organicznego
0 malej gestosci jako fazy niepolarnej. Z praktycznego punktu widzenia tylko n-oktanol
nadaje si¢ do zastosowania w VALLME, poniewaz jako jedyny moze przywrdci¢

poczatkowy ksztatt pojedynczej kropli po wirowaniu [20].
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2.1.3. Inne metody oparte na ekstrakcji

W literaturze mozna znalez¢ kilka innych cickawych metod opartych na ekstrakcji,
przyktadowo:

e Metody oparte na dializie — w metodach tych wykorzystuje si¢ worki dializacyjne
wypetnione roztworem badanej substancji rozpuszczonej w n-oktanolu nasyconym
wodg lub buforem. Nastepnie worek dializacyjny jest zanurzany w fazie polarnej
nasyconej n-oktanolem. W celu skrocenia czasu potrzebnego do podziatu substancji
pomiedzy dwie fazy stosuje si¢ ultradzwigki. Po ustaleniu si¢ roéwnowagi, fazy
sg fatwo rozdzielane i analizowane technikg chromatografii cieczowej [21].

e Metody oparte na nanoabsorbentach — do wyznaczania logP mozna wykorzystac
nanoczastki o wlasciwos$ciach absorbujacych. W metodach tych stosuje si¢ porowate
nanoczastki magnetyczne otoczone krzemionka, ktore sa wstepnie pokryte znang
iloscig n-oktanolu. Nanoczastki te sa pozniej dyspergowane w fazie polarnej
zawierajacej badang substancje. Niewielki rozmiar kropel fazy organicznej oraz
wydajne mieszanie dzieki wykorzystaniu nanoczastek zwigksza powierzchnig
kontaktu miedzyfazowego pomiedzy dwoma fazami, co znacznie skraca czas
analizy. Wiasciwo$ci magnetyczne nanoczastek pozwalaja na tatwe rozdzielenie
fazy polarnej i niepolarnej. Wartosci logP wyznacza si¢ poprzez pomiar st¢zenia

analizowanego zwiazku w fazie wodnej przed i po podziale [22, 23].

2.2. Metody chromatograficzne

Metody chromatograficzne sa wykorzystywane do oznaczania lipofilowosci od lat
70. XX wieku [24]. Ze wzglegdu na ich wiele zalet i stosunkowo niewiele ograniczen, sg one
obecnie najpopularniejszymi eksperymentalnymi metodami posrednimi shuzgcymi

do szacowania wartosci logP.

2.2.1. Metoda HPLC

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwréconym uktadzie faz jest bardzo
czgsto stosowang posrednia metoda doswiadczalnego okre$lania lipofilowosci,
a standardowa procedura wyznaczania warto$ci logP jest oficjalnie zalecana przez OECD
[10]. Szerokie zastosowanie RP-HPLC wynika z dostepno$ci dobrze scharakteryzowanych

faz stacjonarnych oraz wszechobecno$cig zautomatyzowanych systemow do chromatografii.
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RP-HPLC jest posredniag metoda wyznaczania lipofilowosci, poniewaz nie uzyskuje
si¢ bezposrednio warto§ci wspotczynnika podziatu analizowanego zwiazku, ale wartosé
deskryptora lipofilowosci, ktory jest skorelowany z logP. Deskryptor ten jest wyprowadzany
z zalozenia, ze substancje sg zatrzymywane W kolumnie proporcjonalnie do ich
wspotczynnika podziatu pomigdzy faza niewodna i wodna, przy czym zwiazki hydrofilowe
sa eluowane z kolumny jako pierwsze, a lipofilowe jako ostatnie; i jest wyrazany przez
wspotczynnik retencji kK [7]. Znajac czas retencji (tr) zwigzku mozna w prosty sposob

obliczy¢ wspotczynnik K zgodnie z ponizszym rownaniem [14]:

t, —t
logk = log( . - 0) ®)
0

gdzie t, jest martwym czasem retencji. Glownymi czynnikami wptywajacymi na czas
retencji sg rodzaj, dtugos¢ i srednica kolumny oraz sktad i szybkos$¢ przeptywajacej przez
nig fazy ruchomej. Przy uzyciu réznych dtugosci kolumn lub zmieniajac sktad eluentu
mozna ,regulowac” czas retencji analitow, ktore nie sg zatrzymywane, albo zbyt pézno
sa eluowane z kolumny [25].

W odpowiednich warunkach, przy przeptywie izokratycznym, mozna otrzymac logP
badanej substancji poprzez obliczenie jej wspotczynnika retencji, a nastgpnie podstawienie

warto$ci K do rownania Collandera:

logP =a-logk+b (6)
gdzie a i b sa wspotczynnikami regresji liniowej wyznaczonymi doswiadczalnie
z wykorzystaniem zwigzkow wzorcowych. Warto$¢ wspotczynnika k dla danej substancji
rozpuszczonej i fazy stacjonarnej zalezy od sktadu fazy ruchomej [25]. W celu uzyskania
wartosci wspotczynnika podziatu nalezy zastosowac czysty eluent wodny (log k), poniewaz
nie ma na niego wpltyw modyfikator organiczny i odzwierciedla on zachowanie podzialu
substancji, ktore wystapitoby stosujac metode ekstrakcyjng [26]. Ze wzgledu na fakt,
ze W wigkszosci przypadkéw nie mozna wykorzystaé jako fazy ruchomej czystej wody,
log ky, otrzymuje si¢ przez ekstrapolacje do 100% wody [8, 27]. Rownanie Snydera-

Soczewinskiego jest najpopularniejszym sposobem oszacowania log k,, [28]:

logk =logk,, — S¢ (7)
gdzie ¢ jest utlamkiem objgtosSciowym modyfikatora organicznego fazy ruchomej.

Obliczenie log k,, przeprowadza si¢ przez wyznaczenie kilku wartosci log k dla réznych

18



CZESC TEORETYCZNA

utamkow objetosciowych rozpuszczalnika w fazach ruchomych, a nastgpnie ekstrapolacje
do 100% eluentu jaki stanowitaby czysta woda [8].

W klasycznej metodzie wyznaczania logP za pomocg RP-HPLC analize
przeprowadza si¢ wykorzystujac przeptyw izokratyczny. Dla substancji o duzych
wartos$ciach wspotczynnika retencji oznaczenie moze by¢ trudne ze wzglgdu na mozliwos¢
powstawania poszerzonych pasm. W takich przypadkach istnieje mozliwo$¢ zastosowania
elucji gradientowej, lecz wigze si¢ to z bardziej ztozong obrobka matematyczng wynikow;
jednoczesnie takie rozwigzanie pomaga skroci¢ czas analizy [29]. Jezeli w chromatografii
cieczowej wykorzystuje si¢ gradient, indeks lipofilowosci jest wyrazany przez inny parametr
chromatograficzny, tzw. chromatograficzny indeks hydrofobowosci (CHI). CHI odpowiada
procentowi rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej koniecznego do osiagnigcia
réwnego podziatu analitu pomiedzy fazg stacjonarng i ruchomg. Wartosci CHI otrzymuje
si¢ poprzez pomiar czasOw retencji w trybie gradientowym (tg), a nastgpnie wprowadzenie

tych danych do roéwnania [8]:

CHI=a-t;+b (8)
gdzie a i b s3 wspotczynnikami regresji liniowej (nachylenia i punktem przecigcia z osig Y)
wyznaczonymi do§wiadczalnie z wykorzystaniem wzorcow.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa posiada kilka kluczowych zalet
wzgledem tradycyjnej metody ekstrakcyjnej. Mozna do nich zaliczy¢ m.in. skrocenie czasu
analizy 1 wigksza odtwarzalno$¢ wynikoéw, poniewaz wymagane jest tylko okreslenie
czasOW retencji, a czasy retencji sa nie zalezg od st¢zenia czy tez ilo$ci wstrzykiwanego
zwigzku. Dodatkowg zaletg jest rOwniez uzycie zdecydowanie mniejszych ilosci probek oraz
rozpuszczalnikow do analizy [8, 10].

Istnieje kilka odmian wysokosprawnej chromatografii cieczowej ktore moga byc¢
wykorzystane do wyznaczania lipofilowosci zwiazkow. Najwazniejsze z nich oméwiono

W nastgpnych rozdziatach.

2.2.1.1. Chromatografia przeciwpradowa

W przeciwienstwie do klasycznej techniki chromatografii kolumnowej w ktorej
wykorzystuje si¢ ciekla fazg ruchomg 1 stala faze¢ stacjonarng, chromatografia
przeciwpradowa (CCC) (ang. Counter-current chromatography) opiera si¢ na zastosowaniu
dwoch niemieszajacych si¢ ze sobg rozpuszczalnikow, z czego jeden z nich jest faza

ruchoma, natomiast drugi petni rolg ciektej fazy stacjonarnej, ktéra jest zatrzymywana dzigki
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zastosowaniu pola grawitacyjnego lub sily odsrodkowej. Wspotczynnik podziatu wyznacza
si¢ bioragc pod uwage objetos¢ retencyjng substancji oraz objgtos¢ fazy stacjonarnej
i ruchomej [30].

Zaletami tej techniki jest wykorzystanie matych ilosci probek oraz niewrazliwosé
na zanieczyszczenia. Ma ona jednak ma zastosowanie jedynie dla zwigzkow, ktorych logP

jest mniejsze niz ok. 4,3 [30].

2.2.1.2. Chromatografia immobilizowanych liposoméw

W chromatografii immobilizowanych liposoméw (ILC) (ang. Immobilized Liposome
Chromatography) fazy stacjonarne sa przygotowywane poprzez immobilizacje liposomoéw
do zelu krzemionkowego dzigki oddziatywaniom kowalencyjnym, hydrofobowym
lub elektrostatycznym [12, 31]. W porownaniu do chromatografii IAM, ILC sa jeszcze
lepszymi ,,odpowiednikami” bton biologicznych, poniewaz liposomy majg strukture
dwuwarstwowa i posiadaja zakrzywienia, ktore naturalnie wystepuja w podwojnej warstwie
lipidowej btony. Ponadto, sktad lipidowy mozna dostosowa¢ do nasladowania
specyficznych barier biologicznych. Pomimo swojego ogromnego potencjatu, zastosowanie
chromatografii immobilizowanych liposomow jest ograniczone ze wzgledu na malg

stabilnos¢ liposomow [31].

2.2.1.3. Chromatografia z unieruchomiong sztuczna membrana

Chromatografia z unieruchomiong sztuczng membrang (IAM) (ang. Immobilized
Artificial Membrane Chromatography) lepiej nasladuje specyficzne interakcje, jakie moga
zachodzi¢ pomigdzy rozpuszczalnikami lub lekami a dwuwarstwg fosfolipidowa btony
komorkowej. Fazy stacjonarne w 1AM sg przygotowywane przez wigzanie kowalencyjnie
fosfolipidow do fragmentéw zelu krzemionkowego. Wbudowany fosfolipid moze mieé
tancuch pojedynczy lub podwdjny, jednakze ten drugi jest w stanie lepiej symulowac
membrany biologiczne. Obecnie coraz czesciej wykorzystuje si¢ do modyfikacji kolumn
fosfatydylocholing [32, 33].

Dzigki podobienstwu fazy stacjonarnej do blon biologicznych, logarytm
wspotczynnika podziatu otrzymany za pomoca chromatografii z unieruchomiong sztuczng
membrang lepiej obrazuje podzial, jakiemu ulegaja substancje w uktadach biologicznych,
poniewaz mechanizm retencji uwzglednia zarowno oddziatywania hydrofobowe jak

i polarno-jonowe [14, 33].
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Chromatografi¢ IAM z powodzeniem wykorzystano do wyznaczenia wlasciwosci
farmakokinetycznych, takich jak przenikanie przez komorki [34], wchtanianie jelitowe [35]
czy badania fosfolipidozy wywotywanej specyficznymi lekami [36].

Na Rysunku 3. widoczny jest schemat interakcji zachodzacych pomigdzy analitem

a ,,srodowiskiem” panujacym w kolumnie chromatograficzne;j.

/N'}
Fosfatydylocholina 30

O:
Pl

()
—
I\
\/\/lé\_li—.!:)
\/g@r

mm
=

= T e of : x
z\ = \

-~ /
\Dgl 070507 o\ c:(\ G%-o\ D\ al CI
\S'/ s P s

Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie interakcji zachodzacych pomigdzy rozpuszczonymi analitami
a otoczeniem w kolumnie chromatograficznej w chromatografii z unieruchomiong sztuczng membrang

2.2.1.4. Micelarna chromatografia cieczowa

Micelarna chromatografia cieczowa (MLC) (ang. Micellar Liquid Chromatography)
jest odmiang chromatografii, w ktorej do fazy ruchomej dodaje si¢ srodek powierzchniowo
czynny 0 stgzeniu wyzszym niz krytyczne stezenie micelizacji, co prowadzi do powstania
miceli. Poniewaz surfaktanty maja charakter amfifilowy, micelarna faza ruchoma
przypomina fosfolipidowa struktur¢ blon biologicznych, natomiast faza stacjonarna
upodabnia si¢ do hydrofobowych tancuchow fosfolipidow (poprzez tancuchy weglowe Cyg)
oraz do polarnych gtowek fosfolipidow (dzieki zaadsorbowanym monomerom s$rodka
powierzchniowo czynnego). Podczas elucji, substancja rozpuszczona moze oddzialywaé
Z rdzeniem micelarnym, powierzchnig micelarng, polarng gléwka surfaktantu zwigzanego

z fazg stacjonarng oraz tancuchami alkilowymi zwigzanymi z fazg stacjonarng [37].
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Te odmiang chromatografii wykorzystano z powodzeniem do przewidywania kilku
parametrow farmakokinetycznych, takich jak np. wchtanianie doustne u ludzi [38, 39],
przepuszczalno$¢ przez barier¢ krew-mozg [40] oraz wigzanie z biatkami osocza [41, 42].

Na Rysunku 4. ukazano interakcje zachodzace pomiedzy analitem a otoczeniem

obecnym w kolumnie chromatograficzne;j.
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Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie interakcji zachodzacych pomigdzy rozpuszczonymi analitami
a otoczeniem w kolumnie chromatograficznej w micelarnej chromatografii cieczowej

Na nastepnej stronie w Tabeli 1. przedstawiono przyktady literaturowe oznaczania
lipofilowo$ci wybranych zwigzkéw wykorzystujac chromatografie cieczowa. Podano m.in.

wykorzystang faze stacjonarng oraz wtasciwosci fazy ruchome;.
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Tabela 1. Przyktady literaturowe wykorzystania chromatografii cieczowej (wraz z warunkami) do wyznaczania lipofilowo$ci wybranych zwigzkow

Technika Faza stacjonarna Parametry fazy ruchomej Anality/prébki Odnos$nik
Faza ruchoma — mieszanina
UVI-?\E)i-sH(Zlgf/nm) (Tgo ﬁ%’vftjrg iﬁnrge:g) metanolu i wody; Tiosemikarbazydy i analogi [43]
’ ’ Przeptyw — 1,0 ml/min
RP-HPLC/ Superspher 100 RP-18 ;aethr:gﬁT?r\?vgd_ mleszanlna Tiazole na bazie [44]
UV-Vis (254 nm) (250 mm x 3,0 mm, 7 pm) Przeplyw — 0,7 )r/r’ﬂ Imin tetrahydrotiofen-3-onu
RP-HPLC/ LiChrospher 100 RP-18 aF(‘:j‘j; ;‘i’tcrh(l’g‘iavgorg'?sza”'”a Pochodne (46]
UV-Vis (254 nm) (250 mm x 4,0 mm, 5 pm); Przeplyvs/— 15 ml)//rhin chinolinosulfonamidow
XBridge C-18
(50 mm x 3,0 mm, 3,5 um);
Triart C-18
(50 mm x 3,0 mm, 5 um); Faza ruchoma — mieszanina
Kinetex C-18 metanolu i buforu 4-
(50 mm x 3,0 mm, 2,6 um); morfolinopropanosulfonowego
RP-HPLC/PAD Cortecs C-18+ (pH = 7,4) lub buforu Pochodne 3- [47]

(50 mm x 3,0 mm, 2,7 um);
XSelect HSS T3
(50 mm x 3,0 mm, 2,5 um);
XSelect phenyl-hexyl
(50 mm x 2,1 mm, 2,5 um);
Triart C-18
(20 mm x 3,0 mm, 5 um);

mrowkowego (pH = 3,0);
Przeptyw (w zalezno$ci od
kolumny) - 0,2; 0,4; 0,5; 1,0
lub 3,0 ml/min

hydroksychinolin-4(1H)-onu
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e Faza ruchoma — mieszanina
RP-HPLC/DAD ZORBAX SB C-18 acetonu i wody, acetonitrylu i
(210 nm) (250 mm x 3,0 mm, 5 pm) wody, metanolu i wody;
e Przeptyw — 0,6 ml/min

Pochodne steroidow [45]

e Faza ruchoma — bufor
fosforanowy (pH = 6,9); Cefalosporyny [48]
e Przeptyw — 1 ml/min

IAM.PC.DD2 Regis

IAM-HPLC (100 mm x 4.6 mm, 12 pum)

e Faza ruchoma — mieszanina
buforu fosforanowego
(0,05 mol/l; pH = 7,4) z Brij35 Leki chinolonowe [42]
i chlorkiem sodu (9,20 g/l);

e Przeptyw — 1 ml/min

MLC/UV-Vis Kromasil C-18
(270 nm) (150 mm % 4,6 mm, 5 pm)

e Fazaruchoma — mieszanina
buforu fosforanowego
(0,05 mol/l; pH =7,4) i Brij35 Leki przeciwdrgawkowe [41]
(0,04 mol/l);

e Przeptyw — 1 ml/min

MLC/UV-Vis Kromasil C-18
(220 i 240 nm) (150 mm % 4,6 mm, 5 pm)

e Fazaruchoma — mieszanina
buforu fosforanowego
MLC/UV-Vis RP cyjanopropylowa Spherisorb (0,2 mol/l) i laurylosiarczanu Seria zwigzkéw pokrewnych
(2211 285 nm) (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) sodu (pH = 3,0; 4,0; 5,0; 5,8; farmaceutycznie
6,417,0);
e Przeptyw — 1,35 ml/min

[37]
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2.2.2. Metoda TLC

Chromatografia cienkowarstwowa w odwrdconym ukladzie faz jest najprostsza
technikg chromatograficzng, ktoéra mozna wykorzysta¢ do posredniego oznaczania
lipofilowosci zwigzkoéw [49]. W RP-TLC i jej wysokosprawnej odmianie [50] faza
stacjonarng jest pitytka pokryta zelem krzemionkowym modyfikowanym najczesciej
grupami oktylowymi Cg lub oktadecylowymi Cig, jednak w literaturze mozna odnalez¢
przyktady zastosowania ptytek z naniesionymi na nie innymi grupami. Fazy ruchome
sg dwusktadnikowymi mieszaninami w skfad, ktoérych wchodzi woda (lub bufor)
i rozpuszczalnik organiczny (modyfikator); najczes$ciej wykorzystywanym modyfikatorem
jest metanol, ze wzgledu na jego zblizone wlasciwosci do wody. Alternatywnie mozna
wykorzystywac tetrahydrofuran lub acetonitryl [14].

Retencja w odwroconych uktadach faz zalezy glownie od podziatu substancji
pomiegdzy fazg stacjonarng i ruchoma, dlatego tez deskryptor lipofilowosci mierzony w RP-
TLC mozna wyprowadzi¢ z wartosci R,, [51]:

Ry =log (i - 1) 9)
Ry
gdzie Ry jest wspoOtczynnikiem opoznienia, ktory otrzymuje si¢ dzielgc odlegtos¢ pokonang
przez srodek plamki przez catkowitg odlegtos¢ pokonang przez czoto fazy ruchomej.

Wartosci Ry, sa obliczane dla réznych objgtosci rozpuszczalnika organicznego
w fazie ruchomej. Ustala si¢ liniowa zalezno$¢ pomigdzy wartosciami Ry, a roéznymi
ilosciami fazy ruchomej, za§ wspotczynnik podziatu wyznacza si¢ poprzez ekstrapolacje
otrzymanej prostej do zerowej zawartosci modyfikatora organicznego [52].

Chromatografia cienkowarstwowa ma wiele zalet wzgledem wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej przy wyznaczaniu lipofilowosci zwigzkéw. Do najwazniejszych
mozna zaliczy¢:

e Kkoszt analiz — zestawy do TLC sa kilkukrotnie tansze od aparatury HPLC;

e czas analiz — na jednej ptytce chromatograficznej mozna przeprowadzi¢ analize
Kilku(-nastu) zwigzkéw o zréznicowanej lipofilowo$ci natomiast w przypadku
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na jednej kolumnie chromatograficznej
przebiegnie analiza wylacznie jednego zwiazku;

e mozliwo$¢ przerwania analiz w dowolnym momencie — co jest niemozliwe

w przypadku trwajacej analizy HPLC;
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e przyjazno$¢ dla $rodowiska — analizy TLC wymagaja mniejszych ilosci
rozpuszczalnikow co bez watpienia ma pozytywniejszy wptyw na srodowisko, gdyz
ilo$¢ powstajacych po analizie odpadow jest mniejsza niz w przypadku HPLC;

e czysto$¢ analitow — analizowane substancje nie muszg by¢ tak wysokiej czystosci
jak w wysokosprawnej chromatografii cieczoweyj;

e latwos¢ detekcji — najczg$ciej w chromatografii cienkowarstwowej do detekcji
zwigzkow wystarczy uzycie lampy UV (jezeli wykorzystano plytki ze wskaznikiem
fluoryzujacym F,s,) lub proste metody wizualizacji polegajace na spryskaniu phytki
odpowiednim odczynnikiem, natomiast w przypadku HPLC Kkonieczne jest uzycie
detektora.

W ostatnim czasie mozna znalez¢é w literaturze nowe podejscia w wyznaczaniu
lipofilowos$ci za pomocg TLC [53, 54]. Janicka i wsp. zastosowali micelarng chromatografie
cienkowarstwowg oraz chromatografi¢ nadcisnieniowa [53, 55], gdzie jako modyfikatory
fazy ruchomej wykorzystano surfaktanty takie jak anionowy siarczan dodecylu sodu (SDS),
kationowy bromek cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) oraz niejonowy Brij-35. Ze wzgledu
na amfifilowy charakter tworzonych miceli, podczas analizy zachodza miedzy nimi
a rozpuszczalnikami zaréwno niepolarne, jak i polarne oddzialywania. Uktady te majg by¢
bardziej zblizone do biomembran niz przy wykorzystaniu klasycznej chromatografii
cienkowarstwowej [56].

Innym, niestandardowym podej$ciem wykorzystywanym do oceny lipofilowosci
zwigzkéw jest TLC w normalnym ukladzie faz, gdzie faza ruchoma zawiera dwa
rozpuszczalniki organiczne. Jeden z nich jest polarny (np. aceton, etanol lub octan etylu)
a drugi niepolarny (np. benzen, cykloheksan, tetrachlorometan lub toluen) [57].

W literaturze mozna odnalez¢ przyktady zastosowania cieczy jonowych jako
sktadnika fazy ruchomej w chromatografii cienkowarstwowej. Zespot Marszalta uzyt
[EMIM][BF4]* jako modyfikatora fazy ruchomej do wyznaczenia lipofilowosci réznych
lekéw przeciwpsychotycznych. Uzyskane wyniki dos$wiadczalne po wykorzystaniu
[EMIM][BF4] lepiej korelowaly z obliczonymi warto$ciami logP niz bez dodatku cieczy
jonowej, co moze wskazywac, ze ich uzycie moze by¢ istotnym czynnikiem wptywajacym
na lipofilowos¢ zwigzkoéw zasadowych [58].

W tabeli 2. przedstawiono przyktady literaturowe wykorzystania chromatografii

cienkowarstwowej do wyznaczenia lipofilowosci wybranych klas zwigzkow.

! Tetrafluoroboran 1-etylo-3-metyloimidazoliowy
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Tabela 2. Przyktady literaturowe wykorzystania chromatografii cienkowarstwowej (wraz z warunkami) do wyznaczania lipofilowo$ci wybranych klas zwigzkow

Faza stacjonarna Faza ruchoma Inne wazne warunki Anality/prébki Odnos$nik

Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami:

1. cyjanopropylowymi;

2. oktylowymi; Wysycenie komory —

3. oktadecylowymi; woda + metanol 15 minut; Kwas salicylowy [59]

4. oktadecylowymi (pH = 2,56; 5,88; 8,50) Detekcja — i acetylosalicylowy

(ptytki densytometrycznie
wysokosprawne).

Ptytki ze wskaznikiem
fluoryzujacym A = 254 nm.
Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami aceton + bufor Tris (pH = 7,4); Mieszanina wizualizujgca
oktadecylowymi. 1,4-dioksan + bufor octowy — 10% kwas siarkowy (V1) 4 pochodne betuliny [60]
Ptytki ze wskaznikiem (pH =4,8) w etanolu
fluoryzujacym A = 254 nm.
Zel krzemionkow ;
modyfikowany grﬁpami: Wysycenlle komory -

1. cyjanopropylowymi; 10. mmu'F, T

2. oktadecylowymi: _ Mieszanina wizualizujaca 4 syntetyczne §

' woda + acetonitryl — etanolowy roztwor i 13 naturalnych substancji [9]

3. oktylowymi;

4. aminowymi.
Plytki ze wskaznikiem
fluoryzujagcym A = 254 nm.

bromokrezolu z
dodatkiem NaOH:;
Detekcja — UV

stodzacych
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Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami:

1. cyjanopropylowymi;

2. oktadecylowymi;

woda + acetonitryl;

Wysycenie komory —

3. diolowymi; 20 minut; 8 cefalosporyn [48]
4. oktylowymi; woda + metanol Detekcja — UV
5. etylowymi.
Plytki ze wskaznikiem
fluoryzujacym A = 254 nm.
Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami woda + acetonitryl; Wysycenie komory —
oktadecylowymi. woda + metanol; 20 minut; 6 statyn [61]
Ptytki ze wskaznikiem woda + aceton Detekcja — UV
fluoryzujacym A = 254 nm.
Zel krzemionkowy Err(IJJrTSIE) *+ acetonitryl;
g?gg;ﬁ%‘g;{:) )\/N%/rrl:ﬁaml cetylot_rimetyloamoniowy + Suszenie ptytek — komora .13 kWE:tSéW thuszczowych [54]
Plytki ze wskaznikiem a_cetonltryl; jodowa i 4 polifenole
fluoryzujacym % = 254 nm siarczan dodecylu sodu +
’ aceton/dioksan/tetrahydrofuran
Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami woda + acetonitryl 4 alkaloidy izochinolinowe
oktadecylowymi. y Detekcja — UV wyizolowane z Chelidonium [62]

Plytki ze wskaznikiem

fluoryzujagcym A = 254 nm.

(pH =3,0; 7,4, 10,0)

Majus
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Zel krzemionkowy lub zel
krzemionkowy
modyfikowany grupami:

1. cyjanopropylowymi;

woda + metanol;
woda + propan-2-ol;

Wysycenie komory —

2. etylowymi; woda + acetonitryl; 20 minut; Metformina i fenformina [63]
3. oktylowymi; woda + aceton; Detekcja - UV
4. oktadecylowymi. woda + metanol + kwas octowy
Plytki ze wskaznikiem
fluoryzujacym A = 254 nm.
1y c 'anoyr% plo .mi' woda + 1,4-dioksan; Wysycenie komory —
2' oijta def:) Igy rm/ ' woda + metanol; 15 minut; 21 pochodnych 1,2,4-triazolu [53]
Ply tk.i e wskaz):qikvi\feym ’ 2. siarczan dodecylu sodu + Detekcja — UV
fluoryzujacym 2 = 254 nm. tetrahydrofuran
Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami Mieszanina wizualizujaca .
oktadecylowymi. woda + acetonitryl —10% kwas siarkowy(V1) ?ri[t)gntzgzglcznych [64]
Plytki ze wskaznikiem w etanolu P
fluoryzujacym A = 254 nm.
Zel krzemionkowy
modyfikowany grupami N
oktadecylowymi. woda + acetonitryl; Detekcja — UV 59 pochodnych [65]

Ptytki ze wskaznikiem
fluoryzujacym A = 254 nm.

woda + aceton

1-arylobursztynoimidu
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3. KOMPUTEROWE METODY WYZNACZANIA
LIPOFILOWOSCI

Ze wzgledu na addytywny charakter konstytutywny wspotczynnikéw podziatu,
opracowano ogromng ilo$¢ metodologii komputerowych pozwalajacych przewidzied
lipofilowo$¢ substancji na podstawie struktury czasteczki [66]. Spora cz¢$¢ tych metod jest
bardzo prosta, istniejg jednak tez bardziej skomplikowane, oparte np. na gl¢gbokich sieciach
neuronowych [67].

Niezaleznie od zastosowanej metody, podstawa obliczen jest zawsze zbidr danych
uzyskanych doswiadczalnie, dlatego tez otrzymane wartosci nalezy traktowac jako mniej
lub bardziej doktadne przyblizenia [68]. Zdarza si¢, ze obliczone wartosci logP
sg niedoktadne — tym bardziej, im bardziej skomplikowana jest struktura zwigzku [14].
Ponadto metody komputerowe moga by¢ rowniez nieprecyzyjne, gdyz uzyskane dla danej
klasy zwigzkéw wartosci moga si¢ rozni¢ nawet o dwie jednostki w zalezno$ci
od zastosowanego podejscia [69, 70]. Przez wcze$niej wymienione powody, obliczone
wartosci powinny by¢ brane pod uwagg przy [10]:

e wyborze metody eksperymentalnej;

e ustalaniu warunkéw dla analizy eksperymentalnej;

e badaniu wiarygodno$ci warto$ci uzyskanych eksperymentalnie;
e oszacowaniu, gdy metody doswiadczalne nie majg zastosowania.

Na wczesnych etapach majacych na celu ustalenie, czy dany zwigzek moze by¢
wykorzystany w medycynie, metody komputerowe sa bardzo przydatne i szeroko
wykorzystywane do filtrowania substancji o dziataniu podobnym do lekow [71]. Maja
szereg zalet w porownaniu z metodami eksperymentalnymi. Sg one szybsze 1 tansze,
poniewaz zastosowanie ich nie wymaga przeprowadzania eksperymentow, przez co nie jest
wymagany specjalistyczny sprzet ani odczynniki chemiczne. Kolejna zaletg jest mozliwos¢
oszacowania lipofilowosci na etapie projektowania kandydatow na leki przed ich synteza,
co pozwala oszczedzi¢ czas. Jednakze przewidywane wartosci powinny, tak szybko jak
to mozliwe, zosta¢ poroéwnane przez doktadniejsze wartosci zmierzone doswiadczalnie [69].

W zalezno$ci od wykorzystywanego oprogramowania mozna otrzymac dla tej samej
struktury czasteczki wyniki minimalnie lub znacznie roznigce si¢ od siebie. Rdznice
te s spowodowane zréznicowanym charakterem algorytmow stosowanych w programach.

Mozna wyr6zni¢ trzy gldwne metodologie:
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analiza poszczegdlnych atomow;
technika wktadu fragmentow czasteczki,

metody zalezne od wlasciwosci.

W tabeli 3. przedstawiono uzyte w pracy programy oraz metodologi¢, na ktorej si¢ opierajg

przy wyznaczaniu lipofilowos$ci zwigzkoéw:

Tabela 3. Lista programéw wykorzystanych w pracy do obliczenia wartosci logP zwigzkoéw oraz

metodologia ich obliczenia

Program Metodologia

miLogP wktad fragmentow czasteczki

metody zalezne od wiasciwosci

ALOGPs (deskryptory topologiczne calej czasteczki)
AClogP analiza poszczegdlnych atomow
AlogP analiza poszczeg6lnych atomow
MlogP metody zaleZne_ od w%as’c@woéci ‘
(deskryptory topologiczne catej czasteczki)
XlogP2 analiza poszczegdlnych atomow
XLOGP3 analiza poszczeg6lnych atomow
LOogP perchem analiza poszczegdlnych atomow
LogP ,cp wklad fragmentow czasteczki

Kazdy z wyzej wymienionych programoéw wykorzystuje inne algorytmy oraz bazy

danych do obliczenia wartosci logarytmow wspotczynnikdéw podziatu:

miLogP — metoda opracowana przez Molinspiration opiera si¢ na wkladzie
poszczegolnych fragmentow czgsteczki. Uzyskano je poprzez dopasowanie
obliczonego logP do eksperymentalnego logP dla zestawu treningowego ponad
12000 czasteczek podobnych do lekow [72];

ALOGPs — metoda opracowana przez Tetko i wsp. oparta na wskaznikach
atomowych stanéw elektro-topologicznych (E-state) i modelowaniu sieci
neuronowych dla ponad 12000 zwigzkoéw organicznych [73, 74];

AClogP — metoda oparta na analizie poszczeg6lnych atomow uwzgledniajgca 369
wartos$ci wktadow opartych na roznych typach atoméw [75];

AlogP — metoda oparta na udziale atomowym, majgca zastosowanie do neutralnych

zwigzkoéw organicznych zawierajgcych miedzy innymi atomy azotu i halogenu [76];
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MlogP — metoda opracowana przez Moriguchi i wsp. w ktorej logP oblicza si¢
z modelu sktadajgcego si¢ z rownania regresji opartego na 13 parametrach
strukturalnych. Wspoétczynniki regresji oceniono na podstawie zbioru treningowego
ztozonego z 1230 czasteczek organicznych takich jak zwigzki alifatyczne,
aromatyczne 1 heterocykliczne zawierajace atomy: C, H, N, O, S, P, F, Cl, Br oraz |
[771;

XlogP2 — metoda oparta na analizie poszczegolnych atomow, w ktdrej wykorzystuje
si¢ 90 podstawowych typow atomow [78];

XLOGP3 - odmiana metody XlogP2, w ktorej wychodzi si¢ od znanej wartosci logP
referencyjnego zwigzku (podobnego do analizowanej substancji). Uwzglednia
wspotczynniki korekcyjne dla niektorych oddziatywan wewnatrzczasteczkowych.
Atomy sa klasyfikowane wedlug ich stanéw hybrydyzacji i1 sgsiadujacych atomow.
[78];

LogPyyperchem — metoda, w ktorej szacuje si¢ lipofilowos$¢ na podstawie analizy
pojedynczych atoméw. W przeciwienstwiec do XLOGP3 nie stosuje si¢
wspotczynnikéw korekcyjnych. Program wymienia 51 wkladow atomowych dla
kazdego typu atomu a nastepnie sumuje je wszystkie [79];

LogP acp — metoda oparta na wkladach fragmentow czasteczki wykorzystujaca dane
z ponad 12 000 eksperymentalnych wartosci logP zwigzkow referencyjnych [80].
Wraz z rozwojem technologii informatycznych na przestrzeni ostatnich kilkunastu

lat, mozna zaobserwowaé nieustannie rosngce zainteresowanie metodami komputerowymi

do wyznaczania lipofilowosci, co obrazuje ponizszy wykres.

Ilo$¢ publikacji
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Wykres 1. Iloé¢ publikacji naukowych (w latach 2001-2021) w ktorych wykorzystano program
Molinspiration do wyznaczenia wartosci logP zwiazkow [72]
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4. WEASCIWOSCI CHEMICZNE I FIZYKOCHEMICZNE
ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH

4.1. Regula ,,pi¢ciu” Lipinskiego

Christopher Lipinski i jego wspotpracownicy [81] sformutowali cztery kryteria, ktére

powinien spetlnia¢ zwigzek chemiczny, aby wykazywat dobrg biodostgpno$¢ w organizmie:

e logP <5;

e MW (masa czasteczkowa) < 500;

e NOHBD (liczba donoréw wigzania wodorowego) < 5;

e NOHBA (liczba akceptoréw wigzania wodorowego) < 10.
Na tej podstawie mozna oceni¢ prawdopodobienstwo czy dany zwiazek chemiczny
0 okreslonych wiasciwo$ciach moze by¢ aktywny farmakologicznie lub biologicznie, stajac
si¢ tym samym potencjalnym lekiem doustnym dla cztowieka. Zasady te nie sg sztywne,

ale pozwalajg na wstepng oceng, czy dany zwigzek jest bioaktywny czy nie.

4.1.1. Wspolczynnik podziatu n-oktanol/woda

W  przypadku matych czasteczek, lipofilowos¢ jest dobrym wskaznikiem
przepuszczalno$ci przez barier¢ krew-mozg. Czasteczka musi by¢ lipofilna, aby mogta
przekroczy¢ hydrofobowg warstwe fosfolipidowa btony komoérkowej w drodze dyfuzji.
Substancje hydrofilowe nie maja mozliwosci penetracji takich bton. Poczatkowo uwazano,
ze im wyzsza warto$¢ wspolczynnika podziatu oktanol/woda, tym wigksza przepuszczalno$é¢
[82]. Dla wigkszosci lekow wartosci logP mieszczg si¢ w przedziale (-0,05)-6,00 [83],
dlatego aby zwigzek mozna uznac za biologicznie aktywny, przyjeto, ze jego wspotczynnik

podziatu nie powinien przekraczac¢ 5,00 [81, 84].

4.1.2. Masa czgsteczkowa

Leki dziatajace na osrodkowy uktad nerwowy powinny mie¢ znacznie mniejsze masy
czasteczkowe w porownaniu z innymi lekami ogélnoustrojowymi. Mate czasteczki o masie
czasteczkowej ponizej 500 ulegajg znacznej swobodnej dyfuzji przez barier¢ krew-mozg
[82, 84]. Modele wypehiajace przestrzen podwoéjnej warstwy fosfolipidowej blony

plazmatycznej pokazuja, ze przejsciowe pory utworzone przez odgigcia 0ogonow
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nienasyconych kwasow tluszczowych moga by¢ wypelione przez mate czasteczki

0 ograniczonym zakresie wielkosci [85, 86].
Na Wykresie 2. przedstawiono dane pochodzace z dzialu badawczo-rozwojowego

firmy AstraZeneca ilustrujace ilo$¢ (w %) wprowadzonych na rynek 594 lekow doustnych

wedlug ich mas czasteczkowych.

25 1
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10 -

Czestotliwosé wystepowania leku [%o]
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Masa czasteczkowa leku

Wykres 2. Czestotliwos¢ wystepowania (w %-ach) wprowadzonych do lecznictwa 594 lekow doustnych
wedlug ich mas czasteczkowych

Jak wida¢ na zalaczonym wykresie, masy zdecydowanej wigkszo$¢ lekdw doustnych
nie przekraczaja 500, co jest zgodne z regula ,,pieciu” Lipinskiego. Ok. 5,5%-a lekow
nieznacznie przekracza ta warto$¢. Farmaceutyki o masie czgsteczkowej powyzej 550
stanowig znikomy procent catosci. Spowodowane jest to problemami z jakimi muszg si¢
boryka¢, m.in. ze stabg biodostepnoscia. Przy projektowaniu nowych lekow zalecane jest

opracowywanie czasteczek, ktorych masy sa mniejsze od 500.

4.1.3. Liczba donoréw wiagzania wodorowego

Oproécz zbyt duzej masy czgsteczkowej i wartosci wspotczynnika oktanol/woda, duza
liczba donoréw wigzania wodorowego substancji moze zmniejszy¢ zdolnos¢ czasteczki do
przenikania przez warstwe bilateralng blony. Zwigzki chemiczne posiadajace duza liczbe
grup donorowych, bedg raczej oddziatywaly z silnie wigzgcym wodor rozpuszczalnikiem
(takim jak np. woda) niz z lipofilowym $rodowiskiem, ktore jest cechg charakterystyczng
bton komoérkowych. Zdolno$¢ grup funkcyjnych w czgsteczce do tworzenia wigzan

wodorowych moze by¢ zmierzona poprzez wyliczenie m.in. wigzan N-H i O-H [81].
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Im wigksza rozpuszczalno$¢ leku w wodzie, tym jest on bardziej hydrofilowy,
co za tym idzie, wykazuje mniejsza powinowactwo z btong komorkowg co przektada si¢

na jego ograniczony transport na drodze dyfuzji biernej [87].

4.1.4. Liczba akceptorow wigzania wodorowego

Z tego samego powodu, jak donory wigzan wodorowych zmniejszajg przenikanie
zwigzkow do $rodowisk lipofilowych, akceptory wigzan wodorowych zwickszaja je.
Lipinski 1 wspotpracownicy zaobserwowali, ze sumowanie liczby atomow azotu i tlenu
W czgsteczce stuzy jako dobry substytut do korelacji z doustng biodostepnoscia [81].

Wspolczesne podejscie do projektowania lekow skupia si¢ na modyfikacji znanych
juz czasteczek poprzez dodanie grup funkcyjnych , maskujacych” wigzania wodorowe.
Zaprzyktad moga postuzy¢ morfina, kodeina i heroina, gdzie maskowanie polarnej
czasteczki hydroksylowej morfiny (dawcy wigzania wodorowego) grupami akceptujacymi
wigzanie wodorowe, takimi jak grupy metoksylowe (kodeina) lub acetylowe (heroina),
radykalnie zwigksza ich wchtanianie do mozgu [87]. Na Rysunku 5. przedstawiono wzory

strukturalne morfiny, kodeiny i heroiny.

Rysunek 5. Wzory strukturalne (od lewej) morfiny, kodeiny i heroiny
(na czerwono zaznaczono fragmenty struktury odr6zniajace te zwiazki od siebie)

4.2. Reguly Vebera

Opisane w poprzednich rozdziatach wtasciwosci zwiazkéw przedstawione przez
Lipinskiego nie sg jedynymi prognostykami stuzagcymi do oceny lipofilowosci zwigzkow.
Dodatkowe dwie zasady przedstawil Daniel Veber wraz ze wspolpracownikami [88].
Poréwnali oni doustng biodostepnos¢ zwigzkow 1 zestawili przenikalno$¢ substancji
Z elastycznoscig czgsteczki, ktorg mozna opisa¢ za pomocg obecnych w strukturze wigzan
rotacyjnych oraz calkowitej powierzchni polarnej. Reguty te sg nastepujace:

e catkowita powierzchnia polarna (TPSA) < 140 AZ;
e liczba wigzan rotacyjnych (NORB) < 14.
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4.2.1. Calkowita powierzchnia polarna

Calkowita powierzchnia polarna jest bardzo pomocnym parametrem przewidywania

absorpcji leku. Jest to suma powierzchni wszystkich polarnych atoméw w czasteczce 1 jest

podawana w A%

Obliczenie catkowitej powierzchni polarnej zwigzku mozna przeprowadzi¢ dwoma
sposobami. W pierwszym przypadku wykorzystuje si¢ podej$cie oparte na fragmentach
struktury czasteczki. Stabelaryzowane wartosci wkladow poszczegdlnych polarnych
fragmentéw sumuje si¢ ze sobg uzyskujac w ten sposob wartos¢ TPSA. W dobie rozwoju
chemioinformatyki to podejscie jest jednak wypierane przez znacznie bardziej doktadne
obliczenia komputerowe. Na Rysunku 6. (str. 37) i 7. (str. 38) przedstawiono schemat
wyliczania catkowitej powierzchni polarnej tradycyjna metoda i wykorzystujac techniki
informatyczne.

TPSA z powodzeniem wykorzystano do przewidywania absorbcji substancji
w jelicie [89, 90], penetracji monowarstw Caco-22 [91, 92] oraz przekraczania bariery krew-
moézg [93, 94].

4.2.2. Calkowita liczba wigzan rotacyjnych

Wiazanie rotacyjne jest to kazde pojedyncze wigzanie niepierscieniowe, przytaczone
do niekoncowego atomu, jednoczesnie niebedacego atomem wodoru. Wigzania amidowe
C-N nie sg uwzgledniane przez ich wysoka bariere rotacyjna.

Liczba wigzan rotacyjnych wplywa w szczegolnosci na biodostgpnosc¢ i site¢ wigzania
z receptorami. W przypadku elastycznych czasteczek lekow, podczas wigzania nastepuje
utrata entropii z powodu ograniczen konformacyjnych; dlatego im czasteczka jest
sztywniejsza na poczatku, tym mniej entropii jest tracone podczas wigzania. Ograniczenie
wigzan rotacyjnych moze niestety obnizyC sile jej dziatania, poniewaz moze to zmienic¢
konformacje na mniej korzystng. Veber i wsp. dowiedli, ze biodostgpno$¢ maleje wraz

ze wzrostem elastycznos$ci czasteczki i jest to niezalezne od masy czasteczkowej [88].

2 Coca-2 - linia komoérkowa komorek nablonka jelitowego.
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HsC™\ O
N
S% S S
Podejscie S
oparte na Analizowana struktura chemiczna Obliczenia
fragmentach komputerowe
struktury
Wygenerowanie
polarnych
fragmentow
i obliczenie
poszczegdlnych
wkladow PSA
v
Fragment 2 /1
struktury PSA [A] Tlos¢ Obliczenie
powierzchni
NR, 3,24 1
HNR, 12,03 0
H,NR 26,02 0
Nar 12,89 0
C=0 17,07 1
HO-R 20,23 0 Identyfikacja
R-O—R 9,23 0 l atomow
polarnych
Oar 13,14 0
Wyznaczenie
l powierzchni
v polarnej
TPSA = 20,31 A’ TPSA = 22,00 A°

Rysunek 6. Obliczenie TPSA zwigzku 1b (Tabela 6., str. 49) oparte na zsumowaniu wartosci PSA polarnych
fragmentow struktury i metodzie komputerowej
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HO O
\n/\/\N
O %
S S ~

Podejscie
oparte na 7 \ Obliczenia
fragmentach — komputerowe
struktury N
Analizowana struktura chemiczna
Wygenerowanie
Identyfikacja struktury 3D
polarnych
fragmentow
i obliczenie
poszczegodlnych
wktadow PSA
\ 4
Fragment .
strugktu ry PSA [A7] Tlosé Obliczenie
powierzchni
NR3 3,24 1
HNR, 12,03 0
H,NR 26,02 0
Nar 12,89 1
C=0 17,07 2
HO-R 20,23 1 Identyfikacja
R-O—R 9,23 0 1 atomow
polarnych
Oar 13,14 0
Wyznaczenie
1 powierzchni
v polarnej
TPSA = 70,50 A TPSA = 72,20 A’

Rysunek 7. Obliczenie TPSA zwigzku 2a (Tabela 7., str. 50) oparte na zsumowaniu wartosci PSA polarnych
fragmentow struktury i metodzie komputerowej
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4.2.3. Objetos¢ molekularna

Innym prognostykiem; nieuwzglednionym przez Lipinskiego oraz Vebera, jednak
réwniez cennym; stuzacym do oceny przenikania czasteczek przez barier¢ krew-modzg jest
objetos¢ molekularna wyrazana w A,

Objetos¢ molekularna jest sumg objetosci atomdéw tworzacych czasteczke. Oblicza
si¢ ja wykorzystujac promienie oddziatywan van der Waalsa. Od sumy odejmuje si¢
poprawki dla konkretnych wigzan, ktoére sa wynikiem naktadania si¢ poszczegodlnych
promieni van der Waalsa. Dodatkowo nalezy uwzgledni¢ poprawki rozgatezien.

Czasteczki nie mogg posiada¢ zbyt duzej objetosci molekularnej, aby mogty
swobodnie przenika¢ przez warstwe lipidowa albo przez inne bariery biologiczne.
Im wicksza objetos¢ molekularna czasteczki, tym bedzie miata wigksze problemy
z przenikaniem na drodze swobodnej dyfuzji [95].

Na Rysunku 8. przedstawiono schemat przenikania czasteczek przez warstwe

lipidowa w zalezno$ci od jej objetosci molekularne;.

Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie przenikania czasteczek przez warstwe lipidowa w zaleznosci
od jej objetosci molekularnej
(czerwona kulka symbolizuje czgsteczke o duzej objetosci molekularnej, niezdolnej do przeniknigcia przez

warstwg¢ bilateralng; na widoczna jest czasteczka przenikajaca jedynie czeSciowo; zielona kulka
to czasteczka, ktorej objetos¢ molekularna jest na tyle mata, ze bez problemu przechodzi przez warstwe
lipidowa)
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5. TIAZOLIDYNA | RODANINA

5.1. Tiazolidyna

Tiazolidyna jest heterocyklicznym, alicyklicznym zwigzkiem chemicznym, ktory
zbudowany jest z pierScienia pigciocztonowego zawierajacego heteroatomy siarki i azotu.

Wzér strukturalny oraz wybrane wlasciwosci fizykochemiczne przedstawiono w ponizszej

tabeli [96].

Tabela 4. Wzor strukturalny oraz whasciwosci fizykochemiczne tiazolidyny

Wzor strukturalny

(D

S
Wzér sumaryczny C,H,NS
Masa molowa 89,16 g/mol
Stan skupienia ciecz
Barwa bezbarwna
Gestosé 1,131 g/cm?®
Temperatura wrzenia 72-75°C

Juz od dawna pochodne tiazolidyny s3 znane i wykorzystywane jako leki.
Najbardziej znanymi i rozpowszechnionymi sg antybiotyki penicylinowe. Za jedno
z najwigkszych medycznych osiagnig¢ XX wieku uwaza si¢ wprowadzenie tych zwigzkow
do powszechnego lecznictwa. Przetlomowym dla antybiotykéw byt rok 1928, kiedy
to Aleksander Fleming zaobserwowat rozpad bakterii Staphylococcus w miejscach
zanieczyszczonych plesnig Penicillium; jednakze historia tej grupy substancji sigga
znaczenie dalej, az do czasow $redniowiecza [97]. Za to odkrycie i opisanie wlasciwos$ci
bakteriobdjczych Fleming zostat w 1945 roku uhonorowany Nagroda Nobla [98].

Wspoélczesnie, termin penicylina uzywany jest znacznie szerzej w odniesieniu
do kazdego P-laktamowego zwiazku przeciwbakteryjnego, ktory zawiera pierscien
tiazolidynowy potaczony z rdzeniem B-laktamowym i moze, lecz nie musi, by¢ produktem

naturalnym [99]. Ogdlny wzor penicylin ukazano na Rysunku 9.
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Rysunek 9. Ogélny wzor strukturalny penicylin
(R = podstawnik; na czerwono zaznaczono fragment zawierajacy pierscien tiazolidynowy)

5.2. Rodanina

Rodanina jest heterocykliczng, alicykliczng pochodng tiazolidyny, posiadajaca jej
rdzen. Dodatkowo do pier$cienia pieciocztonowego przylaczony jest atom siarki w pozycji
C-2 oraz atom tlenu w pozycji C-4. Jej wzor strukturalny oraz wybrane whasciwos$ci

fizykochemiczne przedstawiono w Tabeli 5 [100].

Tabela 5. Wzor strukturalny oraz wlasciwosci fizykochemiczne rodaniny

Wzor strukturalny

0
NH

ST Ng
Wzér sumaryczny C,H;NOS,
Masa molowa 133,18 g/mol
Stan skupienia Cialo state
Barwa biata
Gestosé 0,868 g/cm?
Temperatura topnienia 170°C

w wodzie, etanolu,
dimetylosulfotlenku

3 4
Zagrozenia %

Rozpuszczalnos¢

3 Substancje zrace; powoduje powazne uszkodzenie oczu.
4 Substancje draznigce; dziata szkodliwie po potknieciu.
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Rodanina; w przeciwienstwie do tiazolidyny, ktorg pierwotnie pozyskano w sposob
naturalny; jest pochodna syntetyczna, pierwszy raz zsyntezowang przez Polaka Marcelego
Nenckiego juz w 1877 roku [101]. Posiada interesujgce wtasciwosci biologiczne, dlatego tez
byta i nadal jest obiektem zainteresowania badaczy z dziedziny chemii medycznej i chemii
lekow [102-104]. Pochodne rodaniny wykazuja wtasciwosci przeciwbakteryjne [105, 106],
przeciwgrzybicze [107, 108], przeciwwirusowe [109, 110], przeciwnowotworowe [111-
114], przeciwzapalne [115] i przeciwpasozytnicze [116]. W literaturze mozna znalezé
rowniez inne, pozamedyczne zastosowania pochodnych rodaniny, np. wykorzystanie ich

w ogniwach stonecznych czutych na barwniki (DSSC) [117].

5.3. Synteza analizowanych zwigzkow

W pracy zbadano lipofilowos$¢ 20 zwigzkoéw. Struktura wszystkich czasteczek byta
oparta na pierScieniu tiazolidynowym (wzory strukturalne przedstawiono w Tabeli 6.
I Tabeli 7. w czgsci doswiadczalnej).

Zwigzki zostaly zsyntezowane W Instytucie Biologii i Nauk o Ziemi
na Uniwersytecie Pedagogicznym im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie przez

zespot prof. Waldemara Tejchmana.

Synteza pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu (zwiazki 1a-1h)

Synteze pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu (1a-1f, 1h)
przeprowadzono metoda kondensacji Knoevenagela rodaniny za pomoca odpowiedniej
3-alkilorodaniny oraz 1-acetylo-2-tio-imidazolidyn-4-onu z aldehydem cynamonowym
(Rysunek 10.). Reakcje kondensacji aldehydu cynamonowego 2z rodaning lub
3-alkilorodaning przeprowadzono w bezwodniku octowym.

Kondensacje 1-acetylo-2-tio-imidazolidyn-4-onu z aldehydem cynamonowym
przeprowadzono w izopropanolu w obecnosci trietyloaminy jako katalizatora. W tych
warunkach nast¢puje odlaczenie grupy acetylowej z atomu azotu N-1 w pier§cieniu
1-acetylo-2-tio-imidazolidyn-4-onu i kondensacja aldehydu cynamonowego w pozycji C-5.
Otrzymano w ten sposob zwigzek 1h.

Zwiazek 1g otrzymano poddajac hydrolizie w obecnosci kwasu solnego zwiazek la.

Niepodstawiong rodaning otrzymano w reakcji tiocyjanianu amonu z kwasem

chlorooctowym zgodnie z procedurg zaproponowang przez Nenckiego.
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3-alkilorodaniny uzyte w kondensacji Knoevenagela otrzymano z odpowiednich
amin alifatycznych wedtug metody opracowanej przez Holmberga.

1-acetylo-2-tio-imidazolidyn-4-on otrzymano zgodnie z procedura zaproponowang
przez Burgessa. W reakcji wykorzystano glicyng, bezwodnik octowy i tiocyjanian amonu.

Synteze prowadzono w wodzie, ogrzewajac mieszaning reakcyjng do 100°C przez 30 min
[118].

Synteza  pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego
(zwiazki 2a-4d)

Synteze kwasow  rodanino-3-karboksyalkilowych przeprowadzono wedtug
zmodyfikowanej procedury Kornera. Pozwala ona otrzyma¢ pochodne rodaniny
podstawione grupg karboksyalkilowa w pozycji N-3. W pierwszym etapie, w wyniku reakcji
odpowiedniego aminokwasu z dwusiarczkiem wegla w srodowisku zasadowym otrzymano
sole. Nastepnie uzyskane sole poddano dziataniu kwasu chlorooctowego, otrzymujac
produkty posrednie, ktore tatwo ulegaja cyklizacji do odpowiednich kwasow rodanino-3-
karboksylowych pod wptywem roztworu kwasu solnego.

Syntezy pochodnych kwaséw rodaninowo-3-karboksylowych przeprowadzono przy
uzyciu zmodyfikowanej metody kondensacji opisanej przez Fischera i Hibberta. Otrzymane
kwasy poddano kondensacji z odpowiednimi aldehydami pirydynowymi w obecnosci
nadmiaru trietyloaminy. W wyniku reakcji otrzymano czwartorzgdowe sole amoniowe,
ktore w roztworze kwasu solnego przeksztalcono w kwasy 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowe (Rysunek 11.) [119].
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Rysunek 10. Schemat réwnania reakcji syntezy analizowanych w pracy pochodnych i analogdéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu
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(R = n-tafcuchowy lub rozgateziony podstawnik alkilowy)
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Rysunek 11. Schemat rownania reakcji syntezy analizowanych w pracy pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

(n=3,4,51ub 10)
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1.1.

1.2.

1.3.

1. STOSOWANY SPRZET LABORATORYJNY,
ODCZYNNIKI CHEMICZNE | OPROGRAMOWANIE

Stosowany sprzet laboratoryjny

Waga analityczna - RADWAG,;

Poziome komory chromatograficzne — DESAGA, CHROMDES;
Ptytki chromatograficzne RPg Fy5, — MERCK;

Lampa UV A = 254 nm — MERCK;

Pipety wieclomiarowe o pojemnosci 10 ml i 25 ml;

Pipety automatyczne — BRAND;

Elektroniczny modut sterujacy eVol® XR — SGE Analytical Science;
Strzykawki seriit XCHANGE® o pojemnosci 5 pl, 100 ul i 1000 pul do modutu
sterujacego eVol® XR — SGE Analytical Science;

Probowki Eppendorfa;

Kolbki miarowe o pojemnosci 10 ml;

Zlewki;

Szpatuiki;

Szkietka zegarkowe;

Folia aluminiowa.

Stosowane odczynniki chemiczne

Metanol — J.T. Baker, Arnhem, Holandia;
Acetonitryl — POCH, Gliwice, Polska;
Aceton — POCH, Gliwice, Polska;
Propan-2-ol — POCH, Gliwice, Polska;
1,4-dioksan — MERCK, Darmstadt, Niemcy;
Woda destylowana;

Badane zwigzki chemiczne.

Stosowane oprogramowanie

Komputer z dostepem do Internetu i przegladarka internetowa:
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o Internetowa baza danych Molinspiration;
o ALOGPs;

o AClogP;

o XlogP2;

o XLOGP3;

o LogPacpo;

o AlogP;

o MiogP;

© IOgPHyperChem;

e Pakiet Microsoft 365 i Statistica 13.3;

2. OBIEKTY BADAN

W pracy wyznaczono lipofilowos$¢ dwudziestu nowo zsyntezowanych substancji. Ich
cecha wspdlng jest posiadanie pierScienia tiazolidynowego. Zwigzki podzielono na dwie
grupy na podstawie podobienstw ich struktur chemicznych.

Pierwszg grupe analizowanych zwigzkow stanowito osiem pochodnych i analogéw
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu. Roznity si¢ one:

1. Podstawnikami przylgczonymi do atomu azotu W pozycji 3, znajdujacego si¢

W pierscieniu pieciocztonowym — byly to atomy wodoru albo nasycone podstawniki

weglowodorowe (n-tancuchowe lub rozgatezione) w skiad ktorych wchodzito

od dwoch do maksymalnie szesciu atomoéw wegla.
2. Atomem(-ami) przytaczonym do pierScienia pigciocztonowego w pozycji 2
wigzaniem podwojnym. W siedmiu przypadkach byl to atom siarki natomiast

w jednym byta to grupa aminowa.

3. Atomem wbudowanym w pierécien pigcioczionowy w pozycji 1. Wiekszosé
substancji byto pochodnymi tiazolidyny, dlatego tez atomem tym byt to atom siarki.

W jednym przypadku byta analizowana pochodna tiazolidyny, ktéra zamiast atomu

siarki zawierata atom tlenu.

Wszystkie zwigzki, ktore miaty rézne podstawniki alkilowe w pozycji 3, posiadaty
w swojej strukturze chemicznej wylacznie przytaczone do pierscienia lub wbudowane
W pierscien atomy siarki w pozycji 1 1 2. Jezeli z atomem azotu w pozycji 3 zwigzany byt

sam wodor, w pozycjach 1 12 wystepowaty rowniez inne niz siarka atomy.
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Tabela 6. Struktura chemiczna analizowanych pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Pochodne i analogi 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Wzor strukturalny

R ]
\
A
Z X ~
=
Podstawnik R Atom(y) Atom x  ©znaczenie
W pracy
—H S S la
_CH, CH, S o N
~CH,~CH,~CH,~CH,~CH, s s L
_CH(CH,), S o .
_CH, CH(CH,), S o y
—CH,-CH,-CH,-CH(CH,), S S 1f
_H S o g
—H NH S 1h

W drugiej grupie znalazto si¢ dwanascie pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-

3-rodaninokarboksylowego. Atomy przylaczone lub wbudowane w pierScien

pieciocztonowy byly w tym przypadku niezmienne, natomiast r6znice stanowity:

1. Dtugos¢ tancucha alkilowego przytaczonego do atomu azotu w pozycji 3 pierscienia
pigcioczlonowego. Podstawnik wystepowatl wylacznie w formie n-tancuchowe;j
0 zmiennej ilo$ci atomow wegla 1 zawieral ich od trzech do dziesigciu.

2. Pozycja atomu azotu w pierScieniu aromatycznym. Badane zwigzki posiadaty azot

w pozycji orto lub meta lub para.
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Tabela 7. Struktura chemiczna analizowanych pochodnych i analogow kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego

Pochodne kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

Atom azotu w pierscieniu aromatycznym w pozycji orto

Wzér strukturalny Dhugos$¢ tancucha Oznaczenie

alkilowego W pracy
3 2a
HO_ _~_ o
\[r N
4 2b
@] 2\
S N
5 2C
N \
= 10 2d

Atom azotu w pier§cieniu aromatycznym w pozycji meta

Wizbr strukturalny Dlugosé lancucha Oznaczenie

alkilowego W pracy
3 3
HO_ _~_ o a
\[r N
4 3b
@] 2\
S N
J \ 5 3c
N> 10 3d

Atom azotu w pier§cieniu aromatycznym w pozycji para

Wzér strukturalny Dlugosé lancucha Oznaczenie

alkilowego W pracy
0 3 4a
Ho\n//\\N

o % 4 4b

S S ~
/4 \ 5 4c

gy
N 10 4d
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3. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Przygotowanie faz ruchomych

Fazy ruchome dla wszystkich analizowanych zwigzkéw byly przygotowywane
bezposrednio przed analiza chromatograficzng.

Do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml wprowadzano za pomoca pipety
wielomiarowej odpowiednig objeto$¢ rozpuszczalnika organicznego (metanol, acetonitryl,
aceton, propan-2-ol lub 1,4-dioksan) a nastgpnie cato$¢ uzupelniano do kreski woda
destylowang. Zawarto$¢ modyfikatora organicznego w fazie ruchomej wynosita od 30%

| wzrastata co 10% do uzyskania 100% (v/v) zawartos$ci rozpuszczalnika.

Przygotowanie probek analogow i pochodnych 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Badane zwiazki rozpuszczano w rozpuszczalniku, ktory w danym momencie byt
stosowany jako modyfikator fazy ruchome;.

Na wadze analitycznej odwazano w probéwkach Eppendorfa 2 mg analizowanych
substancji, a nastepnie wprowadzano za pomocg pipety automatycznej 1 ml odpowiedniego
rozpuszczalnika organicznego. Stezenie koncowe wszystkich zwigzkow wynosito 2 mg/ml.
Catos¢ zamykano a pdzniej intensywnie mieszano przez ok. 1 min do maksymalnego
rozpuszczenia si¢ substancji. Nastgpnie calo$¢ szybko owijano folig aluminiowa w celu

ochrony przed $§wiatlem.

Przygotowanie probek analogow i pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-

rodaninokarboksylowego

Na wadze analitycznej odwazano w probowkach Eppendorfa 1 mg analizowanych
substancji, a nastepnie wprowadzano za pomocg pipety automatycznej 1 ml odpowiedniego
rozpuszczalnika organicznego. Zwiazki 2a-3d rozpuszczano w acetonitrylu, 4a w metanolu
a 4b-4d w acetonie (Tabela 7., str. 50). Stezenie koncowe wszystkich zwigzkéw wynosito
1 mg/ml. Cato$¢ zamykano a poOzniej intensywnie wytrzasano przez ok. 1 min
do maksymalnego rozpuszczenia si¢ substancji. Nastepnie cato$¢ szybko owijano folig

aluminiowa w celu ochrony przed $wiattem.
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4. PROCEDURA ANALITYCZNA

1. Na ptytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym modyfikowanym
grupami oktadecylowymi o wymiarach 4,5 cm x 4 cm dla zwigzkow la-1h oraz
55cm x 5 cm dla zwigzkéw 2a-4d nanoszono, za pomoca pipety automatycznej,
W odstepach jednego centymetra, po 1 ul analizowanych substancji. Na plytce
jednoczesnie poddawano analizie chromatograficznej trzy zwigzki 1a-1h lub cztery

zwigzki 2a-4d. Linia startu znajdowata si¢ w odlegtosci 0,5 cm od dolnej krawedzi
plytki.

2. Tak przygotowane ptytki suszono, w celu odparowania nadmiaru rozpuszczalnika,
a nastgpnie umieszczano w poziomej komorze chromatograficznej, w ktorej
znajdowata si¢ odpowiednia faza ruchoma. Catkowita droga rozwijania
chromatogramu plamkowego wynosita 4 cm dla substancji 1a-1h lub 5 cm dla
substancji 2a-4d. Analizy chromatograficzne zwigzkéw la-l1h prowadzono
W temperaturze pokojowej, uprzednio wyrdéwnanej przez 2 godziny, za$ dla

zwigzkoéw 2a-4d po godzinie.

3. Po rozwinigciu chromatograméw, plytki suszono w delikatnym strumieniu

powietrza.

4. Uzyskane chromatogramy plamkowe wizualizowano w $wietle UV (A = 254 nm)

za pomocg lampy UV.

5. Plamki delikatnie obrysowywano oldwkiem a na koniec mierzono za pomocg linijki

droge migracji poszczegolnych zwiazkow (od linii startu do srodka plamki).

6. Uzyskane wyniki wykorzystano do dalszych obliczen. Srednia arytmetyczna warto$é
wspotczynnikdw opdznienia zostata obliczona z czterech (dla substancji 1a-1h) oraz

z trzech (dla zwigzkoéw 2a-4d) niezaleznych analiz chromatograficznych.
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5. WYNIKI BADAN DOSWIADCZALNYCH

W pierwszym etapie badan przeprowadzono badania chromatograficzne wszystkich
analizowanych zwiazkow z wykorzystaniem techniki chromatografii cienkowarstwowej
w odwroconym uktadzie faz. Uzyskane chromatogramy plamkowe (cienkowarstwowe)
poddano dalszej analizie.

Wykorzystujgc rownanie (10) obliczono wartosci wspotczynnikéw opdznienia (Ry)

badanych substancji:

a
b
gdzie:
a — droga przebyta przez plamke (Srodek plamki) od linii startu ptytki chromatograficznej
[mm];
b — calkowita droga przebyta przez czolo fazy ruchomej od linii startu phytki
chromatograficznej [mm].

Uzyskane warto$ci wspotczynnikow opdznienia postuzyty do obliczenia warto$ci

wspolczynnikow retencji (R,,) analizowanych substancji. W tym celu wykorzystano

ponizsze rownanie Bate-Smith’a i Westall’a [51]:

Ry =log <Rif — 1> (11)

Wyznaczone za pomocg chromatografii cienkowarstwowej w odwroconym uktadzie
faz wartosci Ry, sa, przewaznie, liniowo zalezne od procentowej zawartosci modyfikatora
organicznego w fazie ruchomej, co przedstawia nastgpujace rownanie Soczewinskiego-

Wachtmeister’a [28]:

Ry =Ry + Ag (12)

gdzie:
¢ — frakcja objetosciowa rozpuszczalnika organicznego (w badaniach wykorzystano
metanol, acetonitryl, aceton, propan-2-ol, 1,4-dioksan) w fazie ruchomej;
A — wspotczynnik nachylenia proste;;
RY — ekstrapolowana warto$¢, kiedy jako faze ruchomg stanowi czysta woda, bez dodatku
modyfikatora organicznego.

Otrzymana po obliczeniach ekstrapolowana warto$¢ RY; jest wyznaczong

doswiadczalnie warto$cig chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
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5.1. Wyniki uzyskane dla analogow i pochodnych 2-tiokso-1,3-

tiazolidyn-4-onu

Chromatograficzne deskryptory lipofilowosci uzyskane za pomocg TLC

W Tabeli 8. przedstawiono wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
wraz z odchyleniem standardowym, wspoéiczynnika kierunkowego prostej wraz
Z odchyleniem standardowym i wspodtczynnika korelacji liniowej dla poszczegdlnych
modyfikatorow faz ruchomych uzyskane dla analizowanych pochodnych i analogow
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu z wykorzystaniem techniki chromatografii cienkowarstwowej

w odwroconym uktadzie faz.

Tabela 8. Wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci (wraz z odchyleniem standardowym),
wspotczynnika kierunkowego prostej (wraz z odchyleniem standardowym) i wspotczynnika korelacji
liniowej dla poszczegdlnych modyfikatorow faz ruchomych dla analizowanych pochodnych i analogow
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

%-owa
Zawartos$¢
Modyfikator modyfikatora

. 0 0 9
organiczny  organicznego ZWiazek Ry SDRy - a Ssba R

w fazie
ruchomej

acetonitryl 40-100 la 2,320 0,0499 -2,817 10,0526 0,9417
50-100 1b 4,125 0,0607 -4,384 0,0661 0,9920
70-100 1c 5,561 0,4336 -5,648 0,4727 0,8908
60-100 1d 4,875 0,0460 -5101 0,0533 0,9668
60-100 le 4999 0,0967 -5,087 0,0959 0,9889
60-100 1f 4772 0,1768 -4,761 0,1627 0,9752
30-100 19 2,616 0,0209 -3,480 10,0405 0,9217
40-100 1h 2,412 0,0535 -3,615 0,0709 0,9461
metanol 40-100 la 5889 0,467 -3,402 -0,405 0,9644
70-100 1b 6,537 0,998 -5953 -0,878 0,9519
80-100 1c 7,879 1,300 -7,704 -1,183 0,8567
70-100 1d 5,452 0,554 -5,393 -0,4767 0,8899
80-100 le 6,864 1,172 -6,783 -1,079 0,9114
80-100 1f 5452 1235 -6,386 -1,172 10,9090
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40-100 19 2,729 0,257 -3,402 -0,2054 0,9721

40-100 1h 3,068 0,237 -3,515 -0,083 0,9645

aceton 60-100 la 3812 0,195 -4587 0,182 0,9217
70-100 1b 5975 0,250 -6,736 0,277 0,9547

70-100 1c 7,587 0,293 -8319 0,301 0,9718

70-100 1d 6,099 0320 -6,816 0,377 0,9515

70-100 le 7,298 0,403 -8,035 0,438 0,9625

70-100 1f 7,999 0,769 -8,365 0,839 0,9841

60-100 19 3,590 0,120 -4,420 0,125 0,9247

60-100 1h 4,051 0,198 -5,158 0,184 0,9043

propan-2-ol 30-100 la 2,583 0,023 -3,459 0,019 0,9213
60-100 1b 2922 0,198 -3,301 0,210 0,9389

60-100 1c 4199 0,346 -4547 0,377 09195

60-100 1d 3,027 0,125 -3,396 0,120 0,9446

60-100 le 3,636 0,117 -3,997 0,134 0,9217

60-100 1f 3434 0,285 -3,742 0,293 0,9512

30-100 19 2,146 0,110 -3,156 0,134 0,8820

30-100 1h 2,296 0,112 -3,642 0,120 0,8983

1,4-dioksan 40-100 la 4,625 0,017 -6,113 0,015 0,9390
70-100 1b 4921 0,224 -5,712 0,248 0,8698

70-100 1c 7,588 0,767 -8,477 0,823 0,9733

70-100 1d 5,566 0,367 -6,364 0,422 0,9190

70-100 le 6,364 0,144 -7,099 0,200 0,9005

70-100 1f 6,071 0,252 -6,777 0,309 0,8950

40-100 19 4,041 0,080 -5650 0,149 0,9355

40-100 1h 3,705 0,175 -5351 0,194 0,9592

W réwnaniach prostych zalezno$ci wspoétczynnika retencji (R,,) od procentowej

zawartosci modyfikatora organicznego w fazie ruchomej w ukladzie modyfikator

organiczny-woda uzyskano wysokie wartosci wspotczynnika korelacji wynoszace 0,8567

lub wiecej. W 82,5%-a przypadkow wartosci R sg wicksze niz 0,9000. Dla acetonu
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wspotczynniki korelacji dla kazdego analizowanego zwiazku sg wigksze lub rowne 0,9043.
Najwicksze wspotczynniki korelacji uzyskano dla modyfikatora organicznego jakim jest
acetonitryl. Dla siedmiu substancji przekraczaja one 0,9217; tylko w przypadku jednego
zwiazku otrzymano warto$¢ mniejsza niz 0,9000. Najmniejsze wartosci wspotczynnika
korelacji uzyskano, gdy wykorzystano propan-2-ol i 1,4-dioksan jako modyfikatory fazy
ruchomej, jednak tylko dla dwoch zwigzkow w obu przypadkach nie przekraczajg one
0,9000. Najwieksza wartos¢ wspotczynnika korelacji uzyskano dla zwigzku 1b, gdy
modyfikatorem fazy ruchomej byt acetonitryl i wynosi ona 0,9920.

Wspotczynniki kierunkowe prostych nie przekraczaja -2,817 dla kazdej substancji
dla kazdego modyfikatora organicznego. Najmniejsza wartos¢ a uzyskano, gdy jako
modyfikator organiczny wykorzystano 1,4-dioksan i wynosi ona (-8,477) dla zwigzku 1c.
Uwaza si¢, ze nachylenie a prostej w rownaniu 12 (strona 53) jest powigzane ze specyficzng
powierzchnig hydrofobowa danej substancji [120]. Im mniejsza warto$¢ wspotczynnika
kierunkowego prostej, tym wicksza powierzchnia hydrofobowa, co za tym idzie, wigksza
lipofilowo$¢. Analizujac dane przedstawione w Tabeli 8. mozna zauwazy¢, ze wartosci a
koreluja z chromatograficznym deskryptorem lipofilowosci (RY). W wiekszosci
przypadkéw najmniejsze warto$ci uzyskano dla zwigzku 1c, ktory posiada tancuch
n-pentanowy jako podstawnik R przylaczony do atomu azotu w pierScieniu
pieciocztonowym. Inaczej wyglada sytuacja w przypadku zastosowania acetonu — wtedy
najmniejszg warto$¢ a uzyskano dla zwigzku 1f (posiadajacy rozgaleziony podstawnik
sktadajacy si¢ z 6-ciu atomow wegla), jednakze w poréwnaniu do zwigzku 1c sg to rdznice
na poziomie czgsci setnych. Wyniki otrzymane we wszystkich uktadach
chromatograficznych $§wiadcza o tym, ze substancje 1c, le i 1f maja najwigksze
powierzchnie hydrofobowe — sg to zwiagzki, ktore posiadajg najwiecej atomoéw wegla
w swoich czasteczkach.

Najwicksze warto$ci RY; uzyskano dla uktadu 1,4-dioksan—woda i mieszczg sie one
w zakresie od 3,705 do 7,588. Rownie duze wartosci otrzymano po zastosowaniu acetonu.
Najmniejsze wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci otrzymano dla uktadu
propan-2-ol-woda i mieszczg si¢ w zakresie od 2,146 do 4,199. Dla potowy zwigzkow nie
przekraczaja one 3,000.

Zwiazek 1c ma najwieksze wartoéci RY;, gdy modyfikatorem fazy ruchomej jest
acetonitryl, metanol, propan-2-ol i 1,4-dioksan —dla acetonitrylu wynosi 5,561, dla metanolu

7,879, dla propan-2-olu rowna sie 4,199, a dla 1,4-dioksanu to 7,588. W przypadku
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zastosowania acetonu najwiekszg wartoéé R ma zwigzek 1f i wynosi ona 7,599. Wszystkie
zwigzki maja w swojej strukturze dtugi podstawnik weglowodorowy.

W przypadku trzech uktadow chromatograficznych, takich jak metanol-woda,
propan-2-ol-woda i 1,4-dioksan-woda najmniejsze wartosci RY; maja zwiazki 1g i 1h.
Dodatkowo, po zastosowaniu acetonitrylu takze zwiazek 1a, a po wykorzystaniu propan-2-
olu réwniez 1a i 1b maja mate wartoéci RY;. Wszystkie te substancje maja atom wodoru
przylaczony w pozycji 3 pierscienia pigciocztonowego lub krotki tancuch weglowodorowys;
ponadto 1g i 1h posiadajg tylko jeden atom siarki w swojej strukturze.

Liniowg zaleznosci wartosci Rm od utamka objetosciowego metanolu w fazie
ruchome;j () dla zwigzkéw 1c i le oraz 1b, 1d i 1f, a takze la, 1g, 1h przebiegaly obok
siebie, poniewaz warto$ci wspotczynnika kierunkowego prostej a sa podobne. Wyrdzniono
trzy grupy linii zalezno$ci wartos$ci Rm wzgledem ulamka objgtosciowego () acetonitrylu
(wartos$ci a sg podobne w obrebie kazdej grupy) — pierwsza grupe stanowity zwigzki 1c, 1d,
le; w sktad drugiej grupy wchodzity zwiagzki 1b, 1f, a w trzeciej grupie znalazly si¢ 1a, 1g
i 1h. W przypadku zastosowania acetonu jako modyfikatora fazy ruchomej rowniez
wystepuja trzy grupy zaleznos$ci — pierwsza grupa to zwiazki 1c, le, 1f; w drugiej grupie
znalazty si¢ 1b, 1d natomiast w trzeciej grupie 1a, 1g, 1h. Po wykorzystaniu 1,4-dioksanu
jako modyfikatora fazy ruchomej otrzymano dwie grupy zalezno$ci — pierwsza grupg
stanowity zwigzki 1c, le, za$ drugg grupe tworzyty 1a, 1b, 1d, 1f, 1g i 1h. Dla propan-2-olu

mozna zaobserwowac tylko jedng grupe zalezno$ci.

Analiza skupien wynikow uzyskanych za pomocg TLC

Wyniki uzyskane doswiadczalnie z wykorzystaniem RP-TLC poddano analizie
podobienstwa. Na Wykresie 3. (strona 58) przedstawiono analize skupien w postaci wykresu
drzewkowego.

Analiza podobienstwa wskazuje na dwa gléwne skupiska. Pierwsze z nich stanowig
wartosci chromatograficznych deskryptorow lipofilowosci otrzymane dla modyfikatorow
organicznych takich jak acetonitryl i propan-2-ol. RY; dla tych dwéch rozpuszczalnikow dla
wszystkich  zwigzkéw sa  najmniejsze. Wartosci  deskryptorow  lipofilowosci
po wykorzystaniu 1,4-dioksanu, acetonu i metanolu sg zdecydowanie wigksze co ma
odzwierciedlenie na wykresie w postaci drugiego, osobnego skupiska dla tychze

modyfikatorow.
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acetonitryl
propanol
dioksan
aceton
metanol
2,0 2:5 3,ID 3;5 4;0 4,5
Odlegtosc wigz.

Wykres 3. Analiza podobienstwa warto$ci chromatograficznych deskryptorow lipofilowosci uzyskanych
z wykorzystaniem r6znych modyfikatoréw organicznych dla analizowanych pochodnych i analogéw
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Logarytmy wspotczynnikow podziatu otrzymane komputerowo

W Tabeli 9. na stronie 59 przedstawiono wartosci logP dla pochodnych i analogow
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu uzyskane metodami obliczeniowymi z wykorzystaniem
réznych Internetowych baz danych i programow.

Najwickszg wartos¢ logP uzyskano dla zwigzku 1f w programie MlogP i wynosi ona
9,97. Analizujac dane zaprezentowane w tabeli mozna zauwazy¢, ze zwigzek ten ma
najwigksze warto$ci w prawie kazdym przypadku. Wyjatek stanowi LogPHyperchem, W ktérym
to najwicksza warto$¢ wspotczynnika podziatu osiagnat zwigzek 1c. Substancje 1c i 1f maja
najwicksze wartosci logP w obrebie danej grupy po zastosowaniu wszystkich programow.
Sa to zwigzki posiadajace najdluzsze tancuchy weglowodorowe w strukturze.

Zwiazki la i1 1g maja najmniejsze logP, gdy do obliczenia tego parametru
zastosowano programy ALOGPs oraz LogPacp. Dla pozostalych programéw najmniejsza
warto$¢ wspotczynnika podziatu majg zwigzki 1g i 1h. Wszystkie te trzy substancje
posiadajg wylgcznie atom wodoru jako podstawnik R.

Mozna stwierdzi¢, ze przytaczenie, nawet najprostszych podstawnikow alkilowych
do atomu azotu w pierScieniu tiazolidynowy, znaczaco zmienia lipofilowos¢ tej grupy
zwiazkow. Wraz z wydtuzaniem si¢ tancucha weglowodorowego, zwigksza si¢ lipofilowos¢

analizowanych substancji.
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Tabela 9. Warto$ci logP obliczone z wykorzystaniem réznych Internetowych baz danych i programéw dla analizowanych dla analizowanych pochodnych i analogow
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Program
Zwiazek
ALOGPs AClogP AlogP MlogP XlogP2 XLOGP3  LogPperchem  LOgPAcD
la 2,24 3,35 3,31 2,45 2,17 3,44 1,15 1,54
1b 3,80 4,07 3,86 2,98 2,73 3,99 1,10 2,16
1c 5,04 5,46 5,30 3,73 4,23 5,41 1,55 3,79
1d 4,04 4,47 4,24 3,24 3,19 4,42 1,10 2,54
1le 4,32 4,88 4,71 3,49 3,39 4,95 1,10 3,07
1f 5,18 5,80 5,55 9,97 4,74 5,67 1,25 4,14
1g 2,38 2,07 2,41 2,02 1,92 2,84 0,50 1,23
1h 2,51 2,31 2,10 2,02 1,81 2,32 0,54 2,06
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Zwiazki 1a, 1g i 1h majg zblizong do siebie budowe chemiczng. Wszystkie posiadaja
atom wodoru przytaczony do atomu azotu w pozycji 3. Zwigzek 1a posiada dwa atomy siarki
— jeden wbudowany w pierscien za$ drugi przytaczony do niego wigzaniem podwojnym; 1g
ma jeden atom siarki przytgczony do pier§cienia i atom tlenu wbudowany w pierScien
(zamiast atomu siarki); zwigzek 1h posiada atom siarki wbudowany w piericien
piecioczlonowy natomiast w pozycji 2. przylaczona jest grupa aminowa. Analizujac
wartosci uzyskane do$wiadczalnie 1 teoretycznie mozna stwierdzi¢, ze zmiana atomoéw
przylaczonych lub wbudowanych w pierscien ma male znaczenie dla lipofilowosci tych
zwigzkéw. Logarytmy wspotczynnika podziatu w zalezno$ci od zastosowanego programu
lub  warto$ci  chromatograficznego  deskryptora  lipofilowosci w  zalezno$ci
od wykorzystanego modyfikatora organicznego fazy ruchomej sg zblizone. Dodatkowo, nie
mozna wyrozni¢ substancji sposrdd tych trzech, ktéra charakteryzowalaby si¢ chociaz troche
wigkszymi warto§ciami od pozostatych, poniewaz zmiany sg male i losowe. Dowodzi
to faktu, ze zmiana atomoéw siarki na atom tlenu badz azotu (wbudowane lub przytaczone)
ma znacznie mniejszy wpltyw niz podstawienie dodatkowych grup weglowodorowych

roznej dlugosci.

Parametry fizykochemiczne otrzymane komputerowo

W tabeli 10. przedstawiono wartosci parametréw fizykochemicznych oraz miLogP

dla analizowanych pochodnych i analogdéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu.

Tabela 10. Parametry fizykochemiczne oraz miLogP obliczone z wykorzystaniem Internetowej bazy danych
Molinspiration dla analizowanych pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Parametr fizykochemiczny

Zwigzek

miLogP TPSA MW NOHBA NOHBD \% NORB NV
la 2,58 32,86 247,34 2 1 205,41 2 0
1b 3,02 22,00 275,40 2 0 239,16 3 0
1c 4,59 22,00 317,48 2 0 289,56 6 0
1d 3,39 22,00 289,43 2 0 255,74 3 0
le 3,77 22,00 303,45 2 0 272,54 4 0
1f 4,57 22,00 331,51 2 0 306,15 6 0
1g 2,24 49,93 231,28 3 1 196,53 2 0
1h 1,84 48,65 230,29 3 2 199,69 2 0
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Masy czasteczkowe analizowanych pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-
4-onu mieszczg si¢ w zakresie od 230,29 do 331,51; warto$ci miLogP wynoszg od 1,84 dla
zwigzku 1h do 4,59 dla zwigzku 1c. Liczba akceptorow wigzania wodorowego dla
wigkszosci zwigzkow wynosi 2, natomiast dla zwigzkéw 1g i 1h to 3. Wigksza liczba
NOHBA dla dwoéch substancji spowodowana jest obecno$cig w ich strukturze dodatkowego
atomu azotu lub tlenu. Wigkszo$¢ pochodnych nie jest donorem wigzan wodorowych.
Zwiazek la i 1g moze by¢ donorem jednego wigzania wodorowego, zas zwigzek 1h —
dwoch. Wynika to z obecnosci wolnych atoméw wodoru zdolnych do tworzenia tego typu
oddziatywan.

Masy czasteczkowe wszystkich substancji nie przekraczaja 500, warto$ci miLogP
sg mniejsze niz 5, NOHBA jest mniejsza niz 10, natomiast NOHBD nie przekracza 5. Na tej
podstawie mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane zwigzki speklniaja ,reguly pieciu”
Lipinskiego.

Dla pochodnych 1b-1f catkowita powierzchnia polarna wynosi 22,00 A? natomiast
dla pozostatych nie przekracza 50,00 A% Elastycznos$¢ czasteczek, mierzona ilo$cig wigzan
rotacyjnych, jest ograniczona ze wzgledu na obecnos$¢ od 2 do maksymalnie 6 takich wigzan
w zalezno$ci od struktury chemiczne;.

Poréwnujac otrzymane wyniki z regutami zaproponowanymi przez Vebera, mozna

stwierdzi¢, ze badane zwigzki powinny wykazywacé dobra biodostepnos¢ w organizmie,

poniewaz TPSA kazdego z nich jest mniejsza niz 140 A? oraz wartoéci NORB nie

przekraczajg 14.

Parametry bioaktywnosci otrzymane komputerowo

W Tabeli 11. na stronie 62 ukazane sg warto$ci parametrow bioaktywnos$ci dla
analizowanych pochodnych i analogéow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu obliczone

z wykorzystaniem Internetowej bazy danych Molispiration.
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Tabela 11. Parametroéw bioaktywnos$ci obliczone z wykorzystaniem Internetowej bazy danych Molispiration
dla analizowanych pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Parametry bioaktywnoSci

Zwigzek  Ligand - Modulator oo, Ligand =y ppaior anibitor
recepto ra 'kanalow kinazy .recepto ra proteazy enzym()w
GPCR jonowych jadrowego
la 11,28 11,88 1,12 11,36 0,83 0,28
1b 1,27 2,06 11,26 1,28 0,03 0,36
1c 0,86 11,69 11,00 0,91 0,56 0,20
1d 11,20 1,85 11,05 11,19 0,95 0,35
le 11,04 1,79 11,09 0,96 0,66 0,29
1f 0,81 1,61 0,96 0,84 0,42 0,22
1g 11,06 11,04 0,79 0,94 11,00 0,19
1h 0,99 11,20 11,19 1,23 1,14 0,52

Opisane wcze$niej parametry, takie jak np. masa czgsteczkowa, NORBA, NORBD
czy logP sg bardzo cennym zrodtem informacji pozwalajacym oszacowac aktywno$é
biologiczng zwigzkéw. Nie sg to natomiast jedyne dane, ktorymi mozna si¢ wspomagac
podczas projektowania nowych lekoéw. Istnieje jeszcze kilka dodatkowych, warto§ciowych
parametrow, ktore mozna wyznaczy¢ komputerowo i mogg przystuzy¢ si¢ do dodatkowe;j
oceny bioaktywnosci.

Czasteczka wykazuje aktywno$¢ biologiczng, jesli wartoSci parametrow
przedstawionych w Tabeli 11. sg wigksze od 0. Jezeli wartosci mieszczg si¢ w zakresie od
-5,00 do 0,00 to swiadczy to 0o umiarkowanej aktywnoS$ci, natomiast wartosci mniejsze od
-5,00 wskazuja, ze czasteczka najprawdopodobniej nie jest aktywna [121, 122]. Otrzymane
wyniki nie przekraczaja 0 oraz nie sg mniejsze niz -5,00 przez co mozna spodziewac sig,

ze ich aktywno$¢ w organizmie jest umiarkowana.

Wvkresy zaleznosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci od wartosci miLogP

Wykresy 4.-8. przedstawiaja zaleznosci pomigdzy warto$ciami chromatograficznego
deskryptora lipofilowosci uzyskanych technika RP-TLC (gdy jako faze ruchoma
wykorzystano mieszaning acetonitrylu z woda, 1,4-dioksanu z woda, metanolu z woda,
propan-2-olu z wodg oraz acetonu z wodg) a miLogP obliczonych z wykorzystaniem

Internetowej bazy danych Molinspiration.
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acetonitryl-woda
6,0000 1

5,0000 -
4,0000 -

°s ]
o 3,0000

b y =1,152x + 0,2232
2,0000 - R*=0,8063
R =0,8979

1,0000 -

0,0000

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
miLogP

Wykres 4. Wykres zalezno$ci pomigdzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszaning acetonitrylu z wodg) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

1,4-dioksan—woda
8,0000 -

7,0000
6,0000

5,0000 -

°s

o 4,0000
3,0000 - y = 1,1008x + 1,4977
2,0000 -

1,0000 -

0,0000 T T T T T T T T T ]
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00

miLogP

Wykres 5. Wykres zaleznosci pomigedzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(9dy jako faz¢ ruchomg wykorzystano mieszaning 1,4-dioksanu z woda) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu
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metanol-woda
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Wykres 6. Wykres zalezno$ci pomigdzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszanine metanolu z woda) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

propan-2-ol-woda
4,5000 -
4,0000 A
3,5000 -
3,0000 A

o 25000 -
=

& 50000 -
y =0,637x + 0,9642
1,5000 - R2 = 0,8670
R =0,9311
1,0000 -

0,5000 -

0,0000 T T T T T T T T T ]
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00

miLogP

Wykres 7. Wykres zaleznosci pomigedzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszaning propan-2-olu z woda) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych i analogdéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu
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aceton—woda
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Wykres 8. Wykres zalezno$ci pomigdzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszaning acetonu z woda) a miLogP obliczonych z wykorzystaniem
Molinspiration dla analizowanych pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Wszystkie modyfikatory organiczne fazy ruchomej wykazuja istotnie statystyczne
zalezno$ci 1 korelujg ze sobg. Najwicksza warto$¢ wspotczynnika R Pearsona jest dla
modyfikatora organicznego 1,4-dioksanu i wynosi ona 0,9410 a najmniejsza dla metanolu
iwynosi ona 0,7473. Widoczna jest prawie pelna dodatnia korelacja dla takich
rozpuszczalnikow jak 1,4-dioksan, propan-2-ol i aceton (wspoiczynnik R Pearsona
> 0,9000) oraz bardzo wysoka dodatnia korelacja dla takich rozpuszczalnikow jak
acetonitryl i metanol (0,7000 < R < 0,9000)°.

5 W pracy przyjeto nastepujaca skale korelacji dla wspétczynnikéw Pearsona:

Zakres Oznaczenie

0 Brak korelacji
0<R<0,1 Korelacja nikta
01<R<0,3

0,3<R<0,5

05<R<0,7

0,7<R<0,9

09<R<1 Korelacja prawie peina
1

Wartosci dotyczg tylko korelacji dodatnich. Korelacji ujemnych w pracy nie otrzymano.
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Analiza _korelacji  pomiedzy doswiadczalnymi chromatograficznymi _deskryptorami

lipofilowosci a komputerowymi wartosciami logarytmow wspotczynnikow podziatu

Obliczone teoretycznie osiem wartosci logarytmu wspotczynnika podziatu
skorelowano z warto$ciami doswiadczalnymi, takimi jak chromatograficzny deskryptor
lipofilowosci i wspotczynnik nachylenia prostej a (rownanie 12).

W tabeli 12. przedstawiono warto$ci wspotczynnikow regresji i wspotczynnikow
korelacji Pearsona dla zaleznoSci pomiedzy wartosciami uzyskanymi teoretycznie

a wartoscia eksperymentalng RY.

Tabela 12. Wspoéltczynniki regresji i wspotczynnik korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomiedzy warto§ciami
uzyskanymi teoretycznie a eksperymentalng warto$cig Ry dla analizowanych pochodnych i analogow
2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

RY, (doswiadczalne) = a - LogP + b

Modyfikator organiczny fazy ruchomej

Program WsI;(e’)lczyl_l_niki - ronan. L
gresjl acetonitryl metanol  aceton P ZEJI dioksan
ALOGPs a 1,0556 1,0265 1,4309 0,5336 0,9678
b 0,0660 1,6961 0,4731 1,0621 1,7901
R? 0,9043 0,4605 0,9693 0,8126 0,7812
R 0,9509 0,6786 0,9845 0,9014 0,8839
AClogP a 0,8560 1,0384 1,1870 0,4639 0,8464
b 0,4922 1,2758 0,9426 1,1509 1,9313
R? 0,8114 0,6431 0,9103 0,8382 0,8154
R 0,9008 0,8019 0,9541 0,9155 0,9030
AlogP a 0,9315 1,1194 1,2800 0,5064 0,9393
b 0,4922 1,2758 0,9426 1,1509 1,9313
R? 0,8099 0,6298 0,8921 0,8418 0,8464
R 0,8999 0,7936 0,9445 0,9175 0,9200
MlogP a 0,2388 0,1488 0,4210 0,1226 0,2210
b 3,0676 4,9263 4,1779 2,5722 4,5341
R? 0,2235 0,0468 0,4054 0,2073 0,1969
R 0,4728 0,2163 0,6367 0,4553 0,4437
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XlogP2 a 1,0623 1,0738 14932 05707  1,0572
b 007493 22369  1,2380  1,3055  2,1646

R? 0,7551 0,4155 0,8704 0,7665  0,7688

R 0,8690 0,6446 09330 0,8755  0,8768

XLOGP3 a 0,9862 1,1426  1,3464  0,5300  0,9895
b -0,1129  0,7638 0,907 08416  1,2734

R? 0,8228 0,5948  0,8948 0,8358  0,8515

R 0,9071 0,7712  0,9459  0,9142  0,9228

109P 4y perchem a 2,8017 47249 37477  1,7338  3,2130
b 1,0567 05863  1,8678  1,2338  2,0307

R? 0,5654 0,8660 05902  0,7615  0,7643

R 0,7519 0,9306 0,7682  0,8726  0,8742

LogP acp a 1,0592 1,0205 1,5453 05912  1,0521
b 1,2418 2,8635  1,7857 15133  2,6602

R? 0,6967 0,3483  0,8652 0,7633  0,7066

R 0,8347 0,5902  0,9302 0,8737  0,8406

Wspotczynnik korelacji Pearsona dla zaleznosci pomiedzy wartosciami uzyskanymi
teoretycznie a eksperymentalng wartoscig RY réznig sic w zaleznoéci od zastosowanego
programu oraz wykorzystanego modyfikatora organicznego. Najwicksza wartos¢ R
uzyskano dla uktadu aceton-woda oraz wynikow z programu ALOGPs i wynosi ona 0,9845,
a najmniejszg dla uktadu metanol-woda oraz wynikow z programiu MlogP i wynosi ona
0,2163. Dla programu ACIlogP otrzymano najwicksze wartosci wspotczynnika R dla
wszystkich modyfikator6w fazy ruchomej i mieszcza si¢ one w zakresie od 0,8019
do 0,9541. Bardzo wysoka lub prawie petng dodatnig korelacj¢ pomigdzy wynikami mozna
zaobserwowac¢ takze dla programow AlogP, XLOGP3 oraz 10gPHyperchem. Dla wiekszo$ci
uktadow chromatograficznych wartosci R przekraczajg 0,9000. Najmniejsze warto$ci
otrzymano dla programu MIlogP i mieszcza si¢ w zakresie od 0,2163 do 0,6367. Wysoka
korelacje dodatniag mozna zauwazy¢ takze dla wynikéw uzyskanych w LogPacp oraz uktadu

metanol-woda i wynosi ona 0,5902.
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Analiza korelacji  pomiedzy doswiadczalnymi  wspdlczynnikami _nachylenia prostej

a komputerowymi wartosciami logarytmow Wspolczynnikow podziatu

W tabeli 13. przedstawiono warto$ci wspotczynnikow regresji i wspotczynnikow
korelacji Pearsona dla zaleznoSci pomiedzy wartosciami uzyskanymi teoretycznie

a warto$cig eksperymentalng a (nachylenie prostej).

Tabela 13. Wspoélczynniki regresji i wspotczynnik korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomiedzy warto§ciami
uzyskanymi teoretycznie a eksperymentalng warto$cia nachylenia prostej a dla analizowanych pochodnych
i analogdw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

a (doswiadczalne) =a - LogP +b

Modyfikator organiczny fazy ruchome;j

Program Ws;;(eilczyp_niki - ronan. L
gresji acetonitryl metanol  aceton P 22” dioksan
ALOGPs a -0,7486 -1,3538 -1,3716  -0,2425 -0,6494
b -1,6001 -0,3234  -1,4951 -2,7605 -4,0473
R? 0,8299 0,8975 0,9657 0,4110 0,5772
R 0,9110 0,9474 0,9827 0,6411 0,7597
AClogP a -0,5655 -1,1057 -1,1256 -0,2041 -0,5729
b -2,0707 -0,8379  -1,9943 -2,8281 -4,1220
R? 0,6462 0,8170 0,8877 0,3974 0,6130
R 0,8039 0,9039 0,9422 0,6304 0,7829
AlogP a -0,6102 -1,2014  -1,2079 -0,2202 -0,6464
b -2,0707 -0,8379  -1,9943 -2,8281 -4,1220
R? 0,6340 0,8129 0,8613 0,3897 0,6576
R 0,7962 0,9016 0,9281 0,6243 0,8109
MlogP a -0,1417 -0,3090 -0,4068 -0,0419 -0,1303
b -3,8320 -4,1623  -5,0341 -3,4985 -5,9560
R? 0,1437 0,2260 0,4105 0,0592 0,1122
R 0,3791 0,4754 0,6407 0,2433 0,3350
XlogP2 a -0,7209 -1,3648 -1,4251 -0,2659  -0,7375
b -2,1826 -1,1921  -2,2472  -2,8514  -4,2137
R? 0,6346 0,7522 0,8596 0,4074 0,6139
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R 0,7966 0,8673 09271  0,6383  0,7835
XLOGP3 a -0,6491  -1,2634 -1,2693 -0,2287  -0,6824
b -1,6809  -0,0993 -1,3123 -2,7105 -3,6244

R? 0,6505 0,8150 0,8623  0,3811  0,6646

R 0,8065 0,9028 09286 0,6173  0,8152

109P yperchem a -1,7369  -3,7958 -3,4884 -0,8190 -2,3442
b -2,5618  -1,3838 -2,9397 -2,8064 -4,0137

R? 0,3965 0,6263 05545 0,4160  0,6676

R 0,6297 0,7914  0,7446  0,6450 0,8171

LogP acp a -0,7586  -1,4045 -15025 -0,3239  -0,7472

b -2,4149  -1,7130 -2,6986 -2,8237 -4,5255

R? 0,6521 0,7393  0,8869  0,5612  0,5847

R 0,8075 0,8598  0,9418  0,7491  0,7647

Wspotczynnik korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomiedzy warto§ciami uzyskanymi
teoretycznie a doswiadczalng wartoscia wspotczynnika nachylenia prostej zmienia si¢
w zalezno$ci od zastosowanego modyfikatora organicznego fazy ruchomej. Najmniejsze
warto$ci R uzyskano dla programu MlogP i1 wynosza one, w zalezno$ci od uzytego
rozpuszczalnika, od 0,2433 do 0,6407. Najwicksze wspotczynniki Pearsona otrzymano dla
programu ALOGPs i doswiadczalnych wartoSci wspotczynnika a po zastosowaniu
acetronitrylu, metanolu i acetonu — w tych trzech przypadkach sg wigksze niz 0,9000.

Porownujac wszystkie wykorzystane modyfikatory organiczne — najstabiej koreluja
warto$ci  wspotczynnikow  kierunkowych prostych po wykorzystaniu propan-2-olu
z wynikami ze wszystkich programéw. Najlepsze wartosci korelacji Pearsona uzyskano dla
acetonu — tylko w dwoch przypadkach R jest mniejsze od 0,9000.

Najsilniej koreluja wyniki uzyskane dla uktadu aceton-woda oraz programu
ALOGPs, poniewaz warto$¢ korelacji Pearsona wynosi w tym przypadku 0,9827.
Najstabszg korelacje mozna zaobserwowaé¢ dla ukladu propan-2-ol-woda i MlogP.

Wspoétezynnik R ma wartos¢ 0,2433.
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Macierz korelacji dla otrzymanych komputerowo wartosci logP

W Tabeli 14. na stronie 71 przedstawiono wyniki przeprowadzonej analizy
statystycznej wszystkich wartosci logarytmu wspoétczynnika podziatu uzyskanych dla
wszystkich programéw oraz internetowej bazy danych Molinspiration. Wszystkie dane
porownano ze sobg i obliczono wspotczynniki R

Znaczna cze$¢ wynikow uzyskanych w roznych programach wykazuje istotng, silng
korelacje, gdyz wyniki przekraczajg 0,9000. Najsilniej korelujg wyniki uzyskane
w programach XLOGP3 i AlogP — wspoélczynnik korelacji liniowej wynosi 0,9950.

Najstabszg wzajemng korelacj¢ pomigdzy innymi programami mozna zaobserwowac dla

MlogP, poniewaz R® miesci si¢ w zakresie od 0,1991 do 0,6556.
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Tabela 14. Warto$ci wspotczynnika korelacji uzyskane przez poréwnanie wynikoéw teoretycznych dla analizowanych pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu

Program

miLogP ~ ALOGPs  AClogP AlogP MlogP XlogP2 ~ XLOGP3 100Pyperchem  LOOPAch
miLogP 1 — - - - — — - -
ALOGPs 0,9104 1 — - — — - — _
AClogP 0,9419 0,9001 1 - - — — — —
= AlogP 0,9743 0,8909 0,9856 1 — — — — —
% MlogP 0,5031 0,4867 0,4994 0,5020 1 - - - -
a XlogP2 0,9656 0,9277 0,9219 0,9359 0,6556 1 — — —
XLOGP3 0,9798 0,8948 0,9683 0,9950 0,5019 0,9378 1 — —
10gP i perchem | 0,7341 0,5712 0,7889 0,7837 0,1991 0,6286 0,7396 1 —
LogPacp 0,8464 0,8945 0,8323 0,8043 0,5922 0,9166 0,7964 0,5096 1
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5.2.  Wyniki uzyskane dla pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-

rodaninokarboksylowego

Chromatograficzne deskryptory lipofilowosci uzyskane za pomocqg TLC

W Tabeli 15. widoczne sg wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
wraz z odchyleniem standardowym, wspoélczynnika kierunkowego prostej wraz
Z odchyleniem standardowym i wspodtczynnika korelacji liniowej dla poszczegdlnych
modyfikatorow faz ruchomych uzyskane dla analizowanych pochodnych kwasu
5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego z wykorzystaniem techniki

chromatografii cienkowarstwowej w odwroéconym uktadzie faz.

Tabela 15. Wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci (wraz z odchyleniem standardowym),
wspotczynnika kierunkowego prostej (wraz z odchyleniem standardowym) i wspotczynnika korelacji
liniowej dla poszczegolnych modyfikatorow faz ruchomych dla analizowanych pochodnych kwasu
5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

%-owa
_ Zawa_rtoéé
notiater YISO vk R OR, @ a R
w fazie
ruchomej
acetonitryl 40-100 2a 1,7999 0,2006 -0,0251 0,276 0,9432
40-100 2b 2,0517 0,1867 -0,0267 0,256 0,9560
40-100 2cC 2,3689 0,2218 -0,0290 0,305 0,9478
60-100 2d 3,2552 0,2318 -0,0324 0,285 10,9773
- 3a’ - - - - -
30-90 3b 2,0458 0,2300 -0,0290 0,364 0,9273
40-100 3c 1,3658 0,4467 -0,0156 0,614 0,9626
50-100 3d 2,4344 0,3686 -0,0207 0,479 0,8234
30-90 4a 1,9925 0,2527 -0,0283 0,400 0,9092
30-90 4b 2,2748 0,2403 -0,0301 0,380 0,9261
40-90 4c 2,3507 0,3138 -0,0292 0,467 0,9073
50-90 4d 3,4900 0,2878 -0,0338 0,403 0,9591

® Dla zwigzku 3a, po zastosowaniu kilku faz ruchomych, na chromatogramach plamkowych nie byty widoczne
plamki (zaréwno w $wietle widzialnym jak i po naswietlaniu ptytki lampa UV (A =254 nm i 366 nm)). Wyniki
dla tej substancji dla modyfikatorow takich jak acetonitryl, metanol i propan-2-ol zostaty wigc pomigte.
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metanol 50-100 2a 4,0038 0,2835 -0,0453 0,369 0,9742
60-100 2b 4,0195 0,2760 -0,0444 0,340 0,9827

60-100 2C 51059 0,4312 -0,0555 0,531 0,9733

70-100 2d 6,2760 0,2458 -0,0626 0,287 0,9958

- 33° - - - - -

50-100 3b 3,3383 0,2097 -0,0377 0,273 0,9796

60-100 3c 3,8318 0,2361 -0,0419 0,291 0,9858

70-100 3d 6,4025 0,3572 -0,0637 0,417 0,9915

30-100 4a 2,5845 0,0890 -0,0307 0,129 0,9895

40-100 4b 2,9838 0,0874 -0,0341 0,120 0,9938

50-100 4c 3,6553 0,1499 -0,0407 0,195 0,9909

80-100 4d 5,4235 0,4998 -0,0546 0,553 0,9898

aceton 40-100 2a 3,0990 0,2174 -0,0405 0,299 0,9736
50-100 2b 3,0261 0,2339 -0,0394 0,304 0,9767

50-100 2C 3,3633 0,2100 -0,0423 0,273 0,9836

60-100 2d 4,8853 10,3986 -0,0559 0,491 10,9774

30-90 3a 2,5086 0,0627 -0,0372 0,099 0,9965

30-100 3b 2,5265 0,2220 -0,0347 0,322 0,9509

40-100 3c 2,8126 0,3352 -0,0371 0,460 0,9284

60-100 3d 4,0406 0,5622 -0,0469 0,692 0,9387

30-100 4a 2,0087 0,3356 -0,0278 0,487 0,8444

40-100 4b 2,3070 0,4566 -0,0304 0,627 0,8240

40-100 4c 2,6197 0,4544 -0,0334 0,624 0,8513

60-100 4d 3,3140 0,6482 -0,0369 0,798 0,8772

propan-2-ol 30-100 2a 1,6422 0,2371 -0,0250 0,344 0,8978
30-100 2b 1,8585 0,2632 -0,0272 0,382 0,8939

30-100 2C 2,1034 0,2815 -0,0295 0,408 0,8966

40-100 2d 3,1220 0,3342 -0,0375 0,459 0,9304

- 33° - - - - -
30-100 3b 1,4525 0,2800 -0,0217 0,406 0,8266
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30-100 3c 1,7383 0,3068 -0,0247 0,445 0,8368
40-100 3d 2,5721 0,2999 -0,0304 0,412 0,9161
30-100 4a 1,2167 0,2453 -0,0199 0,356 0,8391
30-100 4b 1,4285 0,2525 -0,0218 0,366 0,8552
30-100 4c 1,8758 0,3327 -0,0267 0,483 0,8355
40-100 4d 2,5498 0,2467 -0,0303 0,339 0,9412
1,4-dioksan 40-100 2a 3,7148 0,2372 -0,0555 0,385 0,9858
50-100 2b 3,6615 0,2640 -0,0538 0,400 0,9890
50-100 2C 3,9814 0,2816 -0,0570 0,427 0,9889
60-100 2d 55999 0,5303 -0,0727 0,752 0,9894
30-100 3a 2,7832 0,0634 -0,0438 0,110 0,9975
30-100 3b 3,2709 0,0722 -0,0494 0,105 0,9973
40-100 3c 3,5351 0,1194 -0,0518 0,164 0,9950
60-100 3d 5,3824 0,3383 -0,0707 0,416 0,9897
30-100 4a 2,9443 0,1315 -0,0470 0,191 0,9902
30-100 4b 3,3744 0,1432 -0,0514 0,208 0,9903
40-100 4c 3,7556 0,1855 -0,0555 0,255 0,9896
60-100 4d 5,2828 0,3551 -0,0705 0,437 0,9886

W réwnaniach prostych zalezno$ci wspoétczynnika retencji (R,,) od procentowej
zawarto$ci modyfikatora organicznego w fazie ruchomej w ukladzie modyfikator
organiczny-woda uzyskano wysokie warto$ci wspotczynnika korelacji wynoszace 0,8240
lub wigcej. W 77,2%-a przypadkow wartosci R sa wigksze niz 0,9000 a w 57,9%-a
przypadkéw wartosci R sg wieksze niz 0,9500. Dla modyfikatorow organicznych fazy
ruchomej takich jak metanol i 1,4-dioksan wspotczynniki korelacji dla kazdego
analizowanego zwigzku sg wigksze lub réwne 0,9733. Najmniejsze wartosci wspotczynnika
korelacji uzyskano, gdy modyfikatorem fazy ruchomej byl propan-2-ol. Dla trzech
zwigzkow wartosci przekraczaja 0,9000, za§ w pozostatych przypadkach sa wigksze
0d 0,8266. Najwickszg wartos¢ wspoOtczynnika korelacji uzyskano dla zwigzku 3b,
po wykorzystaniu 1,4-dioksanu jako modyfikatora fazy ruchome;j.

Wraz z systematycznym wzrostem ilosci modyfikatora organicznego w fazie

ruchomej zaobserwowano regularny spadek wartosci R,,, stad wspotczynniki kierunkowe
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prostych sg mniejsze od 0 dla wszystkich zwigzkéw we wszystkich uktadach. Najwieksza
warto$¢ a uzyskano, gdy jako modyfikator organiczny wykorzystano acetonitryl i wynosi
ona (-0,0156) dla zwigzku 3c, natomiast najmniejsza wartos¢ wspotczynnika nachylenia
prostej uzyskano dla 1,4-dioksanu i wynosi ona (-0,0727) dla zwigzku 2d. Mozna dodatkowo
zaobserwowac, ze dla wigkszosci zwigzkow wartosci nachylenia prostych sa najmniejsze
w przypadku wykorzystania uktadu 1,4-dioksan—woda.

Warto$ci chromatograficznego deskryptora lipofilowo$ci pozwalajg bardzo dobrze
oszacowac lipofilowos¢ zwigzkéw chemicznych. Mozna zauwazy¢ istotny wpltyw
zastosowanego modyfikatora organicznego (acetonitryl, metanol, aceton, propan-2-ol,
1,4-dioksan) w fazie ruchomej na otrzymane wartosci RY;. Przewaznie najwigksze warto$ci
R%,[ uzyskano dla uktadu metanol-woda i mieszczg si¢ one w przedziale od 2,5845 do 6,4025,
a najmniejsze dla uktadu propan-2-ol-woda i mieszcza si¢ w przedziale od 1,2167 do 3,1220.

Sita elucji w chromatografii cienkowarstwowej w odwréconym uktadzie faz zalezy
od polaryzacji rozpuszczalnika — im mniejsza wartos¢ wskaznika polaryzacji P' tym sila
elucji jest wicksza [123]. Dla analizowanych rozpuszczalnikow propan-2-ol posiada
najmniejszy wskaznik polaryzacji wynoszacy 3,9; przez co charakteryzuje si¢ najwigksza
sitg elucji. Odzwierciedlaja to wyniki badaf, poniewaz wartosci RY; sa najmniejsze.

Propan-2-ol i metanol znajduja si¢ w drugiej grupie a 1,4-dioksan, aceton

I acetonitryl w szostej grupie rozpuszczalnikow w trojkacie selektywnosci Snydera [124].

Wzrost charakteru ~ / v
protono- a4

LY, ‘\K protono-
donorowego

%, akceptorowego

Rysunek 12. Trojkat selektywnosci Snydera [5]
| — etery alifatyczne, trialkiloaminy, trialkilofosforany; Il — alkohole alifatyczne; 111 — pirydyna,
tetrahydrofuran, dimetylosulfotlenek, dimetyloformamid, glikol dietylenowy; IV — alkohol benzylowy, glikol
etylenowy, kwas octowy, formamid; V — dichlorometan, 1,2-dichloroetan; VI — ketony, estry, 1,4-dioksan,
aceton, nitryle; VII — weglowodory aromatyczne, zwiazki nitrowe; V111 — chloroform, woda,
fluorowcopochodne alkoholi, m-krezol.
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W drugiej grupie trojkata Snydera obserwuje si¢ silniejsze powinowactwo zwigzkow
do propan-2-olu niz do metanolu, natomiast w szostej grupie silniejsze powinowactwo
do acetonu niz do 1,4-dioksanu i acetonitrylu. Zalezy to od witasciwosci protono-
donorowych i protono-akceptorowych rozpuszczalnikow [125, 126].

Poréwnujac wartosci Ry zwigzkéw posiadajacych atom azotu w tej samej pozycji
W pier§cieniu aromatycznym, lecz o réznej dlugosci tancucha alkilowego w czasteczce,
w wiekszosci przypadkow wartosci te rosng wraz ze wzrostem diugosci tancucha
weglowego w strukturze. Dla zwigzkdéw zawierajacych tancuch 10-weglowy warto$ci
te sa znacznie wigksze od pozostatych. Im dhuzszy tancuch alkilowy, tym czasteczka jest
bardziej niepolarna, a lipofilowos¢ to miara sktonnosci czasteczek zwigzkéw chemicznych
do rozpuszczania si¢ w tluszczach, olejach i rozpuszczalnikach niepolarnych. Te same
zalezno$ci mozna zaobserwowac porownujac wartosci logP uzyskane teoretycznie.

Rozmieszczenie podstawnikdOw w czasteczce moze mie¢ duzy wplyw na jej
wlasciwosci fizykochemiczne. Analizowane zwigzki roznily si¢ podstawieniem atomu azotu
w pierScieniu aromatycznym. Wyniki uzyskane technika chromatografii cienkowarstwowej
wskazuja, ze potozenie atomu azotu w pier§cieniu w zwigzkach o tej samej dlugosci
taficucha alkilowego wptywa (mniej lub bardziej) na R}, jednak zmiany te nie zawsze
sg takie same. Warto$ci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci dla zwigzkow 3a-
3d (posiadajacych atom azotu w pozycji meta w pierscieniu benzenowym) w niektorych
przypadkach sg wieksze niz dla zwigzkow 4a-4d (czyli posiadajgcych atom azotu w pozycji
para w pierscieniu benzenowym) a czasem odwrotnie. Najczesciej zwiazki 2a-2d z atomem
azotu w pozycji orto maja najwicksze wartoéci R}, w danej serii. Wyniki badan
teoretycznych potwierdzajg zaleznos$¢, ze zwiazki o tej samej dtugosci tancucha alkilowego,
réznigce si¢ polozeniem atomu azotu w pierscieniu aromatycznym, maja najwigksze
wartosci logP, gdy atom azotu znajduje si¢ w pozycji orto (zwiazki 2a-2d). W przypadku
zwigzkéw 3a-3d z atomem azotu w pozycji meta oraz zwigzkow 4a-4d z atomem azotu
w pozycji para wartosci logP (Tabela 16., strona 78) sa zblizone do siebie.

Zwiazek 2d ma najwieksze wartosci RY;, gdy modyfikatorem fazy ruchomej jest
aceton, propan-2-ol i 1,4-dioksan — dla acetonu wynosi 4,8853, dla propan-2-olu to 3,1220,
a dla 1,4-dioksanu jest rowna 5,5999. W przypadku zastosowania acetonitrylu najwigksza
warto$é R ma zwiazek 5d i wynosi ona 3,4900, natomiast po wykorzystaniu metanolu jako
modyfikatora organicznego warto$¢ ta jest rowna 6,4025 dla zwigzku 4d. Wszystkie zwigzki

maja w swojej strukturze 10-weglowy tancuch.
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Najmniejsze wartosci Ry uzyskano dla zwiazku 4a, gdy jako modyfikatora fazy
ruchomej uzyto metanol, aceton i propan-2-ol. W przypadku metanolu wartos¢
chromatograficznego deskryptora lipofilowosci dla tej substancji wynosi 2,5845, dla
acetonu jest rowna 2,0082 za$ dla propan-2-olu wynosi 1,2167. W przypadku wykorzystania
1,4-dioksanu najmniejsze R}, otrzymano dla zwigzku 3a i wynosi 2,7832. Wszystkie
te zwigzki posiadajg 3-weglowy tancuch alkilowy. Po zastosowaniu acetonitrylu,
najmniejsza warto$¢ ma zwigzek 3¢, ktory ma 5-weglowy lancuch. Wartosé RY; dla tej
substancji rowna si¢ 1,3658. Wartosci deskryptora lipofilowosci mniejsze niz 2,0000 dla
tego modyfikatora maja rowniez zwiazki 2a i 4a, potencjalnie najmniej polarne. Bardzo

podobne zalezno$ci widoczne sg w przypadku wynikow uzyskanych teoretycznie.

Analiza skupien wynikow uzyskanych za pomocg TLC

Wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowos$ci poréwnano ze sobag
w zaleznosci od wykorzystanego modyfikatora fazy ruchomej. Na Wykresie 9.

przedstawiono wykres drzewkowy.

acetonitryl -
propanal -
aceton r
dioksan
metanol -
1.5 2:0 2,l5 3:0 3,5
Odlegtosé wigz.

WyKkres 9. Analiza podobienstwa wartosci chromatograficznych deskryptoréw lipofilowosci uzyskanych
z wykorzystaniem r6znych modyfikatoréw organicznych dla analizowanych pochodnych kwasu
5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

Na wykresie obrazujagcym analize¢ podobienstwa wynikow uzyskanych

do$wiadczalnie mozna zaobserwowa¢ dwa glowne skupiska. Pierwsze z nich stanowig
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modyfikatory organiczne takie jak acetonitryl i propan-2-ol. Wartosci chromatograficznego
deskryptora lipofilowosci dla wszystkich zwigzkéw po wykorzystaniu wspomnianych
rozpuszczalnikow sg zblizone do siebie. Metanol 1 1,4-dioksan tworzg osobne skupisko.
Otrzymane wyniki dla tych modyfikatoréw wykazujg istotne podobienstwo do siebie a RY
dla analizowanych substancji sg najwicksze. Aceton tworzy skupisko razem z acetonitrylem
I propan-2-olem, aczkolwiek odlegto§¢ wigzania pomiedzy nimi jest bardzo duza. Mozna
to wyjasni¢ faktem, ze po uzyciu acetonu, wyniki dla badanych substancji sg posrednie — nie
s tak duze jak po wykorzystaniu metanolu i 1,4-dioksanu, jednocze$nie nie sg tak mate

I zblizone, gdy analize przeprowadzono stosujac acetonitryl czy propan-2-ol.

Logaryvtmy wspdtczynnikow podziatu otrzymane komputerowo

W Tabeli 16. przedstawiono wartosci logP dla pochodnych kwasu
5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego uzyskane metodami obliczeniowymi

z wykorzystaniem réznych Internetowych baz danych i programow.

Tabela 16. Wartosci logP obliczone z wykorzystaniem roznych Internetowych baz danych i programéw dla
analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

Program
Zwiazek
ALOGPs AClogP XlogP2 XLOGP3 LogPacp
2a 2,08 1,49 0,56 0,56 0,53
2b 2,39 1,96 0,92 2,67 0,83
2c 2,78 2,42 1,28 3,03 1,06
2d 4,77 4,74 4,12 5,73 3,72
3a 1,82 1,39 0,47 0,47 0,65
3b 2,16 1,85 0,83 2,63 0,95
3c 2,46 2,32 1,19 2,99 1,18
3d 4,54 4,64 4,03 5,70 3,84
4a 1,84 1,39 0,47 0,47 0,40
4b 2,19 1,85 0,83 2,63 0,70
4c 2,47 2,32 1,19 2,99 0,93
4d 4,57 4,64 4,03 5,70 3,59
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Najwicksze wartosci logP uzyskano dla zwigzkow 2d (w czterech przypadkach) i 3d
(w jednym przypadku) w zaleznoéci od zastosowanego oprogramowania. Najmniejsze
wartosci logP majg zwigzki 3a i 4a we wszystkich przypadkach. Wynika z tego,
ze najbardziej lipofilowymi zwigzkami (najwigksze wartosci R lub logP) sa 2d, 3d i 4d, —
wszystkie posiadaja tancuch ztozony z 10-u atomow wegla przylaczony do atomu azotu
W pierécieniu  pigcioczlonowym; natomiast najbardziej hydrofilowymi (najmniejsze
wartoéci RY; i logP) sa 3a i 4a — oba posiadaja tancuch ztozony z 3-ech atoméw wegla
przytaczony do atomu azotu w pier§cieniu pigciocztonowym.

Wartosci logP dla zwigzkéw o tej samej dlugosci tancucha alkilowego roznig si¢
w zalezno$ci od potozenia atomu azotu w pierScieniu aromatycznym i w wigkszosci
przypadkow, dla czterech programow, rosng zgodnie z kolejnoscig: meta < para << orto.
Inaczej wyglada sytuacja dla wynikow uzyskanych w programie LogPacp. Zwiazki mozna
uszeregowa¢ wedlug rosnacej lipofilowosci w nastepujacy sposodb: para < orto < meta.
Na podstawie danych uzyskanych z programu Molinspiration (Tabela 17., str. 80),
uszeregowanie zwigzkow (o tej samej liczbie atomow wegla w fancuchu alkilowym) wedtug
ich wartosci miLogP wyglada nastepujaco: para < meta < orto.

Znaczace zmiany wartosci logP sg widoczne, gdy zmienia si¢ dtugos¢ tancucha
alkilowego. Zaréwno dane eksperymentalne jak i teoretyczne pokazuja, ze najwicksze
wartoéci logP (lub RY) maja zwiazki z 10-cio weglowych tancuchem, a najmniejsze sa dla
zwigzkow z 3-weglowym lancuchem. Zalezno$¢ ta jest obserwowana niezaleznie
od podstawienia atomu azotu w pierScieniu i dotyczy wszystkich wynikow — zaréwno
teoretycznych jak i eksperymentalnych.

Porownujac  wartosci  eksperymentalne 1 teoretyczne mozna zauwazyc,
ze podstawienie atomu azotu ma wptyw na lipofilowos¢ tych substancji, lecz zmiany te nie
sg takie same i sg stosunkowo mate. Zdecydowanie wigksze znaczenie ma dtugos¢ tancucha
weglowodorowego. Mozna stwierdzi€, ze podstawienie polarnego atomu azotu nie wywiera
tak silnego wptywu na lipofilowo$¢ analizowanych zwigzkow jak dodatkowa ilo§¢ atomow

wegla w czasteczce.

Parametry fizykochemiczne otrzymane komputerowo

W Tabeli 17. widoczne sg wartosci parametréw fizykochemicznych oraz miLogP dla
analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

obliczone z wykorzystaniem Internetowej bazy danych Molinspiration.
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Tabela 17. Warto$ci parametrow fizykochemicznych oraz miLogP obliczone z wykorzystaniem Internetowej
bazy danych Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego

Parametr fizykochemiczny

Zwiazek
miLogP TPSA MW NOHBA NOHBD V NORB NV
2a 0,51 72,20 308,38 5 1 251,63 5 0
2b 1,01 72,20 322,41 5 1 268,43 6 0
2C 1,52 72,20 336,44 5 1 285,23 7 0
2d 4,05 72,20 406,57 5 1 369,24 12 0
3a 0,44 72,20 308,38 5 1 251,63 5 0
3b 0,95 72,20 322,41 5 1 268,43 6 0
3c 1,45 72,20 336,44 5 1 285,23 7 0
3d 3,98 72,20 406,57 5 1 369,24 12 0
4a 0,39 72,20 308,38 5 1 251,63 5 0
4b 0,90 72,20 322,41 5 1 268,43 6 0
4c 1,40 72,20 336,44 5 1 285,23 7 0
4d 3,93 72,20 406,57 5 1 369,24 12 0

Porownujac otrzymane wyniki z zasadami ,,reguly pigciu” mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ze wszystkie analizowane pochodne kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego spetniajg warunki ustalone przez Lipinskiego. Masy czasteczkowe
dla badanych zwigzkéw mieszczg si¢ w przedziale od 308,38 do 406,57; wartosci miLogP
sag w zakresie od 0,39 do 4,05; liczba akceptorow wigzania wodorowego dla kazdej
substancji wynosi 5, natomiast liczba donorow wigzania wodorowego to 1. Sugeruje
to wstepnie, ze wszystkie zwigzki powinny by¢ potencjalnie aktywne biologicznie
I wywiera¢ wplyw na organizm po podaniu doustnym.

Im mniejsza jest catkowita powierzchnia polarna i liczba wigzan rotacyjnych, tym
wigksza jest szybko$¢ przenikania. Prog szybkosci przenikania jest warunkiem dobrej
biodostgpnosci w jamie ustnej. Wszystkie badane zwiazki spelniajg te zasady. Catkowita
powierzchnia polarna wynosi dla kazdej pochodnej 72,20 A? poniewaz gltoéwng rdznica
w budowie analizowanych  czasteczek jest dlugo$¢ niepolarnego  lancucha
weglowodorowego, 0raz potozenie atomu azotu w pierscieniu aromatycznym, w zwigzku

Z czym zadna z tych zmian w strukturze nie wplywa na wartos¢ TPSA. Liczba wigzan
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rotacyjnych jest mniejsza badz réwna 12, zatem czasteczki te maja do$¢ ograniczong
zdolnos¢ rotacyjna, a wigc potencjalnie dobra biodostepnos¢. Wszystkie warunki okreslone

przez Vebera sg zatem spetnione.

Parametry bioaktywnosci otrzymane komputerowo

W Tabeli 18. przedstawiono wartosci parametrow bioaktywnosci dla analizowanych
pochodnych  kwasu  5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego  obliczone

z wykorzystaniem Internetowej bazy danych Molispiration.

Tabela 18. Parametry bioaktywnosci obliczone z wykorzystaniem Internetowej bazy danych Molispiration
dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

Parametry bioaktywnosci

Zwiazek  Ligand  Modulator Inhibitor Ligand

, Inhibitor Inhibitor
receptora  kanalow receptora

GPCR  jonowych kinazy jadrowego proteazy enzyméw
2a -0,75 -1,60 -0,87 -0,70 -0,56 -0,12
2b -0,66 -1,52 -0,79 -0,62 -0,47 -0,10
2¢C -0,60 -1,45 -0,73 -0,56 -0,41 -0,09
2d -0,47 -1,18 -0,58 -0,43 -0,29 -0,08
3a -0,68 -1,60 -0,74 -0,78 -0,55 -0,12
3b -0,60 -1,52 -0,64 -0,69 -0,46 -0,09
3c -0,55 -1,45 -0,59 -0,63 -0,40 -0,09
3d -0,43 -1,18 -0,46 -0,49 -0,28 -0,07
4a -0,71 -1,61 -0,73 -0,69 -0,48 -0,10
4b -0,62 -1,52 -0,67 -0,61 -0,40 -0,07
4c -0,57 -1,46 -0,61 -0,55 -0,34 -0,07
4d -0,45 -1,19 -0,48 -0,43 -0,23 -0,06

Uzyskane warto$ci mieszcza si¢ w zakresie 0od -0,07 do -1,71, co pozwala stwierdzi¢,
ze wszystkie analizowane zwigzki s3 umiarkowanie aktywne. Dhtuzszy tancuch
weglowodorowy wplywa na to, ze wartosci sg blizsze 0, dlatego wprowadzenie
dodatkowych, niepolarnych grup weglowodorowych zwieksza wchtanianie czasteczek przez
organizm. Polozenie atomu azotu, jak wykazano w badaniach z wykorzystaniem

chromatografii cienkowarstwowej, nie ma wigkszego wptywu na bioaktywno$¢ czasteczek.
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Zmiany te s3 niewielkie, nieregularne i maja niepordwnywalnie mniejsze znaczenie niz

obecnos$¢ niepolarnych podstawnikow.

Wvkresy zaleznosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci od wartosci miLogP

Wykresy  10.-14. przedstawiaja ~ zaleznosci  pomiedzy  wartoSciami
chromatograficznego deskryptora lipofilowosci uzyskanych technika chromatografii
cienkowarstwowej w odwroconym uktadzie faz (gdy jako faz¢ ruchoma wykorzystano
mieszaning acetonitrylu z woda, 1,4-dioksanu z wodg, metanolu z wodg, propan-2-olu
z wodg oraz acetonu z woda) a miLogP obliczonych z wykorzystaniem Internetowej bazy
danych Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-

rodaninokarboksylowego.

acetonitryl-woda
4,0000 ~

3,5000 - °
3,0000 A

2,5000 -

°s
o 2,0000

1,5000 - . y = 0,3302x + 1,7087
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miLogP

Wykres 10. Wykres zalezno$ci pomigdzy warto$ciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako faze ruchomg wykorzystano mieszaning acetonitrylu z wodg) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego
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1,4-dioksan—woda
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Wykres 11. Wykres zaleznosci pomigdzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowos$ci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszaning 1,4-dioksanu z woda) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego

metanol-woda
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Wykres 12. Wykres zalezno$ci pomig¢dzy warto$ciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako faz¢ ruchomg wykorzystano mieszaning metanolu z woda) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego
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propan-2-ol-woda
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Wykres 13. Wykres zaleznosci pomigdzy warto$ciami chromatograficznego deskryptora lipofilowos$ci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszaning propan-2-olu z woda) a miLogP obliczonych
z wykorzystaniem Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-
rodaninokarboksylowego

aceton—woda
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Wykres 14. Wykres zalezno$ci pomig¢dzy warto$ciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
(gdy jako fazg ruchoma wykorzystano mieszaning acetonu z woda) a miLogP obliczonych z wykorzystaniem
Molinspiration dla analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego
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Wszystkie modyfikatory organiczne fazy ruchomej wykazuja istotnie statystyczne
zalezno$ci 1 koreluja ze soba. Najwigksza warto§¢ wspdtczynnika R Pearsona
zaobserwowano dla modyfikatora organicznego 1,4-dioksanu i wynosi ona 0,9691
a najmniejszg dla acetonitrylu i wynosi ona 0,7779. Widoczna jest prawie petna dodatnia
korelacja dla takich modyfikatorow jak 1,4-dioksan, metanol i propan-2-ol (wspotczynnik R
Pearsona > 0,9000) oraz bardzo wysoka dodatnia korelacja dla takich modyfikatorow jak
acetonitryl i aceton (0,7000 < R < 0,9000).

Na kazdym wykresie mozna zauwazy¢, ze Wszystkie zwiazki uktadajg si¢ w cztery

grupy w zalezno$ci od dtugosci tancucha alkilowego w strukturze zwiazku.

Analiza  korelacji  pomiedzy doswiadczalnymi chromatograficznymi _deskryptorami

lipofilowosci a komputerowymi wartosciami logarytmow wspotczynnikow podziatu

Obliczone teoretycznie pig¢ wartosci logP  skorelowano z warto$ciami
do$wiadczalnymi, takimi jak RY; i wspotczynnik nachylenia prostej a (rownanie 12).

W tabeli 19. przedstawiono warto$ci wspotczynnikow regresji i wspotczynnikow
korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomigdzy wartosciami uzyskanymi in-silico a wartoscia

eksperymentalng RY,.

Tabela 19. Wspotczynniki regresji i wspotczynnik korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomiedzy warto$ciami
uzyskanymi in-silico a eksperymentalng warto$cia RY dla analizowanych pochodnych kwasu
5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

RY, (doswiadczalne) = a - LogP + b

Modyfikator organiczny fazy ruchomej

Program Ws;l)Fglczyr_l.niki | Fopan.- La.
gresjl acetonitryl metanol  aceton P 2-F<))I dioksan

ALOGPs a 0,4364 1,0627 0,6118 0,4919 0,8452
b 1,0324 1,2140 1,3056 0,5178 1,5409
R? 0,6421 0,8465 0,7308 0,8994 0,9652
R 0,8013 0,9200 0,8549 0,9484 0,9824

AClogP a 0,3636 0,8845 0,5027 0,4118 0,7107
b 1,3327 1,9478 1,7437 0,8511 2,1039
R? 0,6162 0,8106 0,6814 0,8713 0,9428
R 0,7850 0,9003 0,8255 0,9334 0,9710
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XlogP2 a 0,3227 0,7694 04439  0,3574  0,6286

b 1,7411 2,9691  2,3058  1,3280  2,8970

R? 0,6282 0,7937 06743  0,8492  0,9360

R 0,7926 0,8909 08212 09215  0,9675

XLOGP3 a 0,3356 0,7975 04582  0,3706  0,6535
b 1,1323 1,5267  1,4794 06574  1,7108

R? 0,6246 0,7840  0,6600 0,8396  0,9293

R 0,7903 0,8854 08124 09163  0,9640

LOgP acp a 0,3350 0,8365 0,4880 0,3830 0,6814
b 1,7718 2,9812  2,2952 173427  2,8968

R? 0,5706 0,7911 06717 08221  0,9064

R 0,7554 0,8894 08196  0,9067  0,9521

Wspotczynnik korelacji Pearsona dla zaleznosci pomiedzy warto§ciami uzyskanymi
in-silico a eksperymentalng wartoscia RY; sa wicksze lub réwne 0,7554, co oznacza,
ze korelacja pomiedzy wynikami jest dodatnio bardzo wysoka lub dodatnio prawie petna.
Najwigkszg wartos¢ R uzyskano dla modyfikatora jakim jest 1,4-dioksan oraz wartosci logP
z programu ALOGPs i wynosi ona 0,9824, a najmniejsza dla modyfikatora jakim jest
acetonitryl oraz wynikéw z programu LogPacp i wynosi ona 0,7554. Dla 1,4-dioksanu
otrzymano najwicksze wspotczynniki R we wszystkich programach i mieszcza si¢
w przedziale 0,9521-0,9824. Rownie wysokie wartosci mozna zaobserwowac dla uktadu
propan-2-ol-woda. Najmniejsze wartosci otrzymano dla uktadu acetonitryl-woda i mieszcza
si¢ w przedziale 0,7554-0,8013.

Analiza korelacji  pomiedzy doswiadczalnymi  wspolczynnikami  nachylenia prostej

a komputerowymi wartosciami logarytmow wspolczynnikow podziatu

W tabeli 20. przedstawiono warto$ci wspotczynnikow regresji i wspotczynnikow
korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomigdzy wartosciami uzyskanymi in-silico a wartoscia

eksperymentalng a (nachylenie prostej).
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Tabela 20. Wspoétczynniki regresji i wspotczynnik korelacji Pearsona dla zalezno$ci pomiedzy warto$ciami
uzyskanymi in-silico a eksperymentalng wartoscig nachylenia prostej a dla analizowanych pochodnych
kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

a (doswiadczalne) =a - LogP +b

Modyfikator organiczny fazy ruchome;j

Program ngglczyl.’.niki _ ropan- 1.4-
gresjl acetonitryl metanol  aceton P 2-%| dioksan
ALOGPs a -0,0009 -0,0088 -0,0048 -0,0388 -0,0084
b -0,0246 -0,0207  -0,0249 -0,0154 -0,0327
R? 0,0391 0,7725 0,5053 0,7389 0,9427
R 0,1977 0,8789 0,7108 0,8596 0,9709
AClogP a -0,0007 -0,0073 -0,0039 -0,0032 -0,0071
b -0,0255 -0,0269 -0,0285 -0,0181 -0,0384
R? 0,0278 0,7305 0,4568 0,6976 0,9177
R 0,1667 0,8547 0,6759 0,8352 0,9580
XlogP2 a -0,0006 -0,0063 -0,0034 -0,0028 -0,0063
b -0,0261 -0,0353 -0,0328 -0,0219 -0,0462
R? 0,0335 0,7106 0,4535 0,6682 0,9112
R 0,1830 0,8430 0,6734 0,8174 0,9546
XLOGP3 a -0,0007 -0,0065 -0,0035 -0,0028 -0,0065
b -0,0250 -0,0236  -0,0265 -0,0168 -0,0345
R? 0,0319 0,6997 0,4395 0,6554 0,9040
R 0,1786 0,8365 0,6629 0,8096 0,9508
LogPacp a -0,0005 -0,0068 -0,0038 -0,0029 -0,0067
b -0,0264 -0,0355 -0,0327 -0,0221 -0,0463
R? 0,0183 0,7064 0,4686 0,6331 0,8736
R 0,1353 0,8405 0,6845 0,7957 0,9361

Wspotczynnik korelacji Pearsona dla zaleznos$ci pomiedzy warto$ciami uzyskanymi
in-silico a warto$cig wspotczynnika nachylenia prostej zmienia si¢ w zaleznosci
od zastosowanego modyfikatora organicznego fazy ruchomej. Stabg korelacje uzyskano

dla acetonitrylu, gdzie wartosci R nie przekraczaja 0,3000. Najmniejsza warto$¢ otrzymano
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dla programu LogPacp | wynosi ona 0,1353. Wysoka dodatnia korelacja widoczna jest dla
wiekszosci programéw, gdy organicznym modyfikatorem byt aceton (0,5000 <R < 0,7000).
Bardzo wysoka dodatnia lub prawie petna dodatnia korelacja jest dla pozostatych wynikow
doswiadczalnych i teoretycznych. Najwigksze wartosci R uzyskano ponownie dla uktadu

1,4-dioksan—woda i mieszczg si¢ one w przedziale 0,9361-0,97009.

Macierz korelacji dla otrzymanych komputerowo wartosci logP

W tabeli 21. przedstawiono wyniki przeprowadzonej analizy statystycznej
wszystkich warto$ci logP uzyskanych dla wszystkich programéw oraz internetowej bazy

danych Molinspiration. Wszystkie dane poréwnano ze soba i obliczono wspotczynniki R?.

Tabela 21. Wartosci wspotczynnika korelacji uzyskane przez poréwnanie wynikoéw in-silico dla
analizowanych pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego

Program
miLogP ALOGPs AClogP  XlogP2 XLOGP3 LogP,p
miLogP 1 - — - — _
ALOGPs | 0,9911 1 - _ _ _
S| Aclogp | 09997 09924 1 _ _ _
g XlogP2 | 09928 09916  0,9928 1 - -
XLOGP3| 09934 09889 09932  0,9996 1 -
LogP,cp | 09810 09748 09782 09916  0,9918 1

Kazdy program do wykorzystuje inne algorytmy do wyznaczania wartosci logP,
jednak istnieje bardzo wysoka korelacja pomigdzy uzyskanymi wynikami. Wspotczynniki
korelacji R? sa wicksze lub rowne 0,9748, co wskazuje, ze kazdy z programéw moze by¢

z powodzeniem stosowany do wstgpnej oceny lipofilowosci analizowanych zwigzkow.
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Niniejsza praca przedstawia wyniki badan dotyczace lipofilowos$ci wybranych grup
zwiazkow, tj. pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu oraz pochodnych
kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego. Analizy przeprowadzono dwoma
metodami — doswiadczalnie, wykorzystujac technike chromatografii cienkowarstwowe;j
w odwroconym uktadzie faz oraz komputerowo z zastosowaniem réznych programow i baz
danych.

Do badan doswiadczalnych wykorzystano pie¢ dwusktadnikowych faz ruchomych
w sktad ktorych wehodzita woda oraz modyfikator organiczny (acetonitryl, metanol, aceton,

propan-2-ol oraz 1,4-dioksan). W oparciu o liniowa zalezno$¢ R,, od ilosci modyfikatora

organicznego w fazie ruchomej wyznaczono wartos¢ chromatograficznego deskryptora
lipofilowosci (Rfy) poprzez ekstrapolacje otrzymanych prostych do 100%-owej zawartosci
wody. Uzyskane wyniki odpowiadaja wartosci logarytmu wspotczynnika podziatu
wyznaczonego tradycyjng metoda ekstrakcyjng. Dla wszystkich analizowanych zwigzkow
dla zaleznosci Ry, w funkcji objetosci rozpuszczalnika organicznego otrzymano wysokie,
bliskie jednosci, wartoSci wspotczynnika kierunkowego prostej, co dowodzi o liniowej
zaleznosci uzyskanych wynikow.

Wyniki do$wiadczalne r6znig si¢ po zastosowaniu roznych faz ruchomych, co jest
spowodowane odmiennymi  wlasciwosciami  fizykochemicznymi  zastosowanych
rozpuszczalnikow, m.in. ich silg elucji, lepkoscia czy polarnoscig. Najwigksze wartosci
chromatograficznego deskryptora lipofilowosci otrzymano, gdy fazg ruchomg byta
mieszania wody z 1,4-dioksanem lub metanolem, za$ najmniejsze dla mieszaniny wody
z acetonitrylem lub propan-2-olem. Posrednie wartosci uzyskano dla acetonu. Wyniki
dla kilku zwigzkow przekraczajg warto$¢ 5,00; co z punktu widzenia zasad ustalonych przez
Lipinskiego jest zjawiskiem niekorzystnym, aczkolwiek reguty te ,,nie sg sztywne”, tzn.
warto$ci przekraczajace ustalony przedzial, nie przekreslaja ostatecznie danego zwigzku
chemicznego jako potencjalnego kandydata na $rodek leczniczy. Na nastgpnej stronie
widoczny jest zbiorczy wykres wszystkich uzyskanych do$wiadczalnie wartosci RY.

W pierwszym etapie do badan in-silico wykorzystano Internetowg baze danych
Molinspiration, ktora postuzyta do wyznaczenia wartosci miLogP oraz kilku wtasciwosci
fizykochemicznych badanych substancji, przyktadowo: mase czasteczkowa, liczbe donorow
1 akceptorow wigzania wodorowego, objetos¢ molekularng, liczbg wigzan rotacyjnych oraz
catkowitg powierzchni¢ polarng. Uzyskane warto$ci przedstawiono na wykresach 16.-21.

Wszystkie otrzymane wyniki spetniajg ustalone przez Lipinskiego i Vebera zasady.
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Wykres 15. Warto$ci chromatograficznych deskryptoréw lipofilowosci uzyskanych dla wszystkich analizowanych zwigzkoéw chemicznych
(na czerwono zaznaczono stupki, ktorych wartosci przekraczaja 5,50; na

zaznaczono stupki, ktorych warto$ci mieszczg si¢ w przedziale 5,00-5,50; zielone stupki
przedstawiaja wartosci nieprzekraczajace 5,00; czerwong linig zaznaczono graniczng warto$¢ logP ustalong przez Lipinskiego)
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Wykres 16. Warto$ci miLog uzyskane dla wszystkich analizowanych zwigzkow chemicznych
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Wykres 17. Masy molowe wszystkich analizowanych zwiazkéw chemicznych
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WyKkres 18. Liczba akceptoréw wigzania wodorowego wszystkich analizowanych zwigzkoéw chemicznych

92



PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1

la 1b 1c 1d le 1f 1g 1h 2a 2b 2c 2d 3a 3b 3c 3d 4a 4b 4c 4d
Zwiazek

Wykres 19. Liczba donoréw wigzania wodorowego wszystkich analizowanych zwiazkow chemicznych
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Wykres 20. Catkowita powierzchnia polarna wszystkich analizowanych zwigzkéw chemicznych
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Wykres 21. Liczba wigzan rotacyjnych wszystkich analizowanych zwiagzkoéw chemicznych
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Drugi etap analiz komputerowych opieral si¢ na wyznaczeniu logarytmow
wspoélczynnika podziatu za pomoca innych baz danych, takich jak ALOGPs, AClogP,
AlogP, MlogP, XlogP2, XLOGP3, LogPyynerchem | LOGPAcp. Wyniki w wigkszosci
przypadkoéw nie przekraczajg 5,00; jednakze zdarzaja si¢ nieliczne odstgpstwa. Wykresy
warto$ci logP dla wszystkich zwigzkow otrzymanych za pomoca wyzej wymienionych
programow znajduja si¢ na nastepnej stronie.

Baza danych Molinspiration postuzyta takze do wyznaczenia kilku parametrow
bioaktywnosci analizowanych zwigzkéw takich jak: ligand receptora GPCR, modulator
kanalow jonowych, inhibitor kinazy, ligand receptora jadrowego, inhibitor proteazy oraz
inhibitor enzymow. Wyniki mieszczace si¢ w zakresie od 0,00 do -5,00 sugeruja,
ze te substancje wykazywalyby umiarkowang aktywno$¢ w organizmie. Ponizej widoczny

jest wykres ukazujacy otrzymane wartosci dla wszystkich zwigzkow.
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Wykres 22. Warto$ci parametrow bioaktywnos$ci dla wszystkich zwigzkow 2"
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Zwiazek

B ALOGPs mAClogP = XlogP2 = XLOGP3 mLogP(ACD) mAlogP ®MlogP = LogP(HyperChem)

Wykres 23. Wartosci logP pochodnych i analogéw 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-onu uzyskane komputerowo
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Zwiazek

mALOGPs ®AClogP =XlogP2 = XLOGP3 = LogP(ACD)

Wykres 24. Wartosci logP pochodnych kwasu 5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego uzyskane
komputerowo

Zbiorczy wykres wszystkich otrzymanych wartosci logP (doswiadczalnie
i komputerowo) widoczny jest na stronie 96.
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Wykres 25. Wartosci chromatograficznego deskryptora lipofilowosci uzyskanych doswiadczalnie dla wszystkich modyfikatoréw organicznych oraz logarytmow
wspolczynnika podziatu dla wszystkich programow i baz danych dla kazdego analizowanego w pracy zwiazku chemicznego
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Dane otrzymane komputerowo i wyznaczone dos§wiadczalnie skorelowano ze sobg.
Zbadano m. in.:

e zalezno$ci pomigdzy wartosciami chromatograficznego deskryptora lipofilowosci
amiLogP — dla wszystkich zwigzkéw i faz ruchomych otrzymano liniowe
zalezno$ci. Jedynie w czterech przypadkach wspotczynnik Pearsona nie przekraczat
0,9000;

e zalezno$ci pomiedzy obliczonymi  teoretycznie  wartoSciami  logarytmu
wspolczynnika a warto$ciami do$wiadczalnymi, takimi jak R} i wspotczynnik
nachylenia prostej a — w wigkszosci przypadkow uzyskano dodatnig bardzo wysoka
lub prawie petng korelacj¢. Dla pochodnych i analogow 2-tiokso-1,3-tiazolidyn-4-
onu najmniejsze wspotczynniki korelacji Pearsona otrzymano dla bazy danych
MlogP dla wigkszos$ci rozpuszczalnikow, natomiast dla pochodnych kwasu
5-pirydylometylideno-3-rodaninokarboksylowego najmniejsze wartosci uzyskano
po zastosowaniu acetonitrylu jako modyfikatora organicznego;

e wzajemne zaleznosci pomiedzy wynikami uzyskanymi komputerowo — logarytmy
wspotczynnika podziatu silnie korelujg ze sobg pomimo wykorzystywania przez
kazdy program innych algorytméw do ich obliczenia. Jedynie dla warto§ci MlogP
obserwowana jest umiarkowana zaleznos¢ z innymi danymi.

Przeprowadzone badania wyraznie pokazuja, ze mozliwe jest wyznaczenie
lipofilowo$ci zwiazkow posiadajacych pierScien tiazolidynowy z duza doktadnoscia
i precyzja wykorzystujac do tego technik¢ chromatografii cienkowarstwowej
w odwroconym uktadzie faz. Wyniki eksperymentalne i in-silico, chociaz rézniace si¢
miedzy soba, wykazujg istotne, wzajemne zaleznosci.

Badania dowiodly, ze wszystkie analizowane zwiazki sg lipofilowe, przez co moga
z powodzeniem przejs¢ do nastgpnych etapéw badan klinicznych nad nowymi lekami.
Badane zwigzki spelniajg zasady, ktore sg brane pod uwage przy mozliwosci
ich wykorzystania jako potencjalne leki. Przeprowadzone eksperymenty sugerujg ponadto,
ze wszystkie substancje wykazuja najprawdopodobniej umiarkowang bioaktywno$¢
W organizmie oraz jednoczes$nie bardzo dobra biodostepnos¢.

Leki, ktorych struktura chemiczna oparta jest na pierscieniu tiazolidynowym, moga
znacznie rdézni¢ si¢ logarytmami wspotczynnika podziatu. Zamiana atomow siarki
(w pierscieniu lub przytaczonych do niego) na inne atomy, takie jak tlen czy azot nie wptywa

znaczaco na wzrost lipofilowosci zwigzkow. Jezeli jednym z podstawnikow jest pierscien
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benzenowy z wbudowanym w nim atomem azotu, to zmiana jego polozenia réwniez
wykazuje znacznie mniejszy wptyw niz zwickszenie ilosci atoméw wegla w strukturze
czasteczki.

Wykorzystanie RP-TLC w badaniu lipofilowos$ci ma kilka istotnych zalet wzgledem
innych znanych i uzywanych technik. Jest ona zdecydowanie szybsza, ze wzgledu
na mozliwos¢ analizy kilku (nawet kilkunastu) zwiazkéw podczas jednego eksperymentu,
co jest niemozliwe przy zastosowaniu popularnej techniki ,,shake-flask” czy
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Dodatkowa zaletg jest jej prostota, poniewaz nie
wymaga ona skomplikowanej aparatury. Jak pokazaly badania, jest ona doktadna a wyniki
uzyskane przy jej uzyciu sg porownywalne z innymi metodami. Minimalna ilo$¢
odczynnikow oraz samej probki niewatpliwie wplywa na korzy$¢ dla srodowiska oraz jest
znacznie bardziej korzystna ekonomicznie dla laboratoriow zajmujacych si¢ tego typu

badaniami.
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ABSTRACT



ABSTRACT

Nowadays, a significant part of scientific research focuses on the discovery and synthesis
of biologically active compounds, studying their action, efficacy, physicochemical

properties, environmental toxicity and potential use in various areas of life.

The use of various mathematical models make it possible to establish qualitative and
quantitative relationships between the structure and activity of the newly synthesised
compounds. The most commonly used molecular descriptor to predict the potential of

a compound to be biologically active is lipophilicity.

Lipophilicity helps determine the behaviour of a drug in the body - permeability across
biological membranes, ability to interact with proteins or pass through the blood-brain
barrier. It also allows prediction of the ADMET profile, i.e. absorption, distribution,

metabolism, secretion and toxicity.

The aim of this study was to determine the lipophilicity of 20 newly synthesised substances,
I.e. eight derivatives and analogues of 2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-one and twelve derivatives
of 5-pyridylmethylidene-3-rodanine carboxylic acid. All of these compounds contain
a thiazolidine ring in their structure. Reports can be found in the literature that this class
of compounds exhibit high biological activity after oral administration. In addition, there are
preparations containing substances with a similar chemical structure available in the general
medical practice in Poland. It was investigated whether the analysed substances exhibit

biological activity and, consequently, whether they could be used as new drugs in the future.

Determination of lipophilicity of the analysed substances was performed using experimental
and computer methods. The experimental method used the reversed-phase thin-layer
chromatography technique. Binary mixtures consisting of water and an organic modifier
were used as mobile phases. In the in-silico method, up to nine databases and programmes
were used to calculate the logarithm value of the partition coefficient of the analysed
substances and their other physico-chemical and biological properties.

The results obtained experimentally and by computer were compared with each other.
Statistical analysis was carried out to determine whether there was any significant correlation

between determined and calculated values.

Keywords: analytical chemistry, medicinal chemistry, chemoinformatics, lipophilicity,
logP, thin-layer chromatography, TLC, computational methods, in-silico, thiazolidine

derivatives and analogues.
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