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SUHRN

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

Predmetom prezentovanej prace je komplexné spektralne a fyzikdlno-chemické hodnotenie
monol{3-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl}-izopropylaménium]fumarétu,
potencidlneho ultrakritko pdsobiaceho B -blokatora. TotoZnost Studovanej substancie (pracovne
oznalenej ako UPB-1) bola potvrdend 'H- a '*C-NMR spektrami ako aj IR spektrometriou. Medzi
stanovené zakladné fyzikalno-chemické charakteristiky patrilo uréenie teploty topenia, rozpustnosti
v spektre rozpustadiel, overenie Cistoty (adsorpnd chromatografia na tenkej vrstve), urCenie
povrchovej aktivity (Traubeho stalagmometrickd metdda), acidobdzické charakteristiky (hodnota
pK, pomocou alkalimetrickej titracie), urCenie hodndt log € s vyuZitim spektrofotometrie v UV/VIS
oblasti, ako aj hodnotenie vplyvu kyslého a zasaditého prostredia na stabilitu Studovanej latky.
Dal§imi experimentilne stanovenymi parametrami boli lipohydrofilné charakteristiky pomocou
RP-HPLC (log k’), shake flask metdédou stanovené hodnoty rozdelovacich koeficientov P, (resp.
log PV rdznych lipohydrofilnych prostrediach. Na zéklade log Pexp_dét sa predikovala schopnost
latky prechadzat cez hematoencefalicki bariéru. Pre stanovenie obsahu UPB-1 sa pouZila
RP-HPLC (reversed-phase HPLC) metéda vnutorného Standardu a UV/VIS spektrofotometria
pri vinovej dizke 260 nm (vodné prostredie) a 258 nm (prostredie metanolu).

KIucové slova: f-blokitory — analytické hodnotenie — spektralna a fyzikalno-chemicka
charakteristika — stanovenie obsahu
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SUMMARY

Analytical evaluation of mono[{3-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl}-isopropyl-
ammonium [fumarate

The present paper deals with a complex spectral and physicochemical evaluation of mono[{3-[4-
-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl }-isopropylammonium]fumarate, a potential ultra-
short acting f3-blocker. The identity of the substance under study (labelled as UPB-I) was
confirmed by 'H- and *C-NMR spectra as well as IR spectrometry. The determined fundamental
physicochemical characteristics included the determination of the melting point, solubility in
a spectrum of solvents, verification of purity (adsorption thin-layer chromatography), determination
of surface activity (Traube’s stalagmometric method), acidobasic characteristics (pK, value by
means of alkalimetric titration), determination of log € values using spectrophotometry in UV/VIS
region, as well as the evaluation of the effect of acid and basic media on the stability of the
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substance under the study. Other experimentally determined parameters were lipohydrophilic
characteristics essayed by means of RP-HPLC (log k’), and the shake-flask method was employed
to determine the values of the partition coefficients P, (resp. log P, ) in different lipohydrophilic
media. On the basis of log P, data, the ability of the substance to penetrate the hematoencephalic
barrier was predicted. To determine the UPB-1 content, RP-HPLC (reversed-phase HPLC) method
of the internal standard and UV/VIS spectrophotometry at the wavelength of 260 nm (aqueous
medium) and 258 nm (methanol medium) were used.

Key words: f3,-blockers — analytic evaluation — spectral and physicochemical characte-

ristic — content determinbation
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Uvod

Vyznamné postavenie a s tym suvisiaci benefit [-blo-
katorov (fB) v terapii hypertenzie, akiitneho myokardial-
neho infarktu ako aj chronického zlyhavania srdca je dlho-
dobo zndme. f3-Adrenergné antagonisty (f3-AA), ako
napriklad propranol, st preto vyuZivané na kontrolu tachy-
arytmii a hypertenzie na jednotkach intenzivnej starostli-
vosti. B st pomerne bezpecné, relativne lacné a Gcinné
v monoterapii alebo aj v kombinécii s diuretikami, anta-
gonistami vapnikovych kandlov alebo s o-blokatormi.
Konven¢né 3B st vSak kontraindikované u pacientov s ast-
matickym ochorenim a/alebo chronickou obstrukénou
chorobou pliic kvoli si¢asnému /3 -blokujiicemu pdsobe-
niu, ¢o spdsobuje bronchokonstrikciu . Okrem toho je
ich pouzivanie spojené aj s pomerne Sirokym spektrom
neZiaducich Gcinkov — bradykardiou, hypotenziou, peri-
férnou vazokonstrikciou, insomniou alebo aj depresiou.
Preto sa projekcia novych potencidlnych B sustreduje na
Struktiry s ,,unikatnymi‘* metabolickymi a farmakokine-
tickymi vlastnostami s pol¢asom eliminécie menej ako 10
mindt. Zamerom je teda eliminovat uzZ spominané nezia-

)
R
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Esmolol: R'=CH(CH,),

R’=CH,

Flestolol

Landiolol: R'= Hzc/\EJ\N/\

duce uc¢inky relativne dlho pdsobiacich (rddovo v hodi-
nach) B s cielom dosiahnut a udrzat ich klinickd ucin-
nost . Prvym extenzivne §tudovanym a pouZivanym ultra-
kratko posobiacim 5B bol kardioselektivny esmolol (obr.
1) s pol¢asom eliminacie 9 mindt ¥, ktory podlieha rych-
lej hydrolyze nezavislej od rendlnych alebo hepatilnych
funkcii, ¢o je vyznamnym aspektom v pripadoch velmi
vazne chorych pacientov s multiorganovym systémovym
zlyhanim ¥. Landiolol (obr. 1), dal§i ultrakratko posobiaci
3B, je rychlo metabolizovany sérovymi pseudocholineste-
rdzami a karboxyestrazami v peceni s pol¢asom elimind-
cie 4 min ©. Neselektivny ultrakratko posobiaci B flesto-
lol (pracovny nazov ACC-9089 (obr. 1), ktory je rychlo
metabolizovany na kyselinu o-fluérbenzoovu plazmatic-
kymi esterdzami, ma polcas elimindcie priblizne 6,5 mi-
nit 7.

Predkladand praca, analytické hodnotenie mono[{3-
-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl }-izo-
propylaménium]fumaratu (pracovne oznaceného ako
UPB-1), ktoré bolo doplnené aj o niektoré dolezité
a potrebné experimentilne stanovené charakteristiky
kyseliny p-hydroxybenzoovej (pracovne oznacenej ako
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Obr. 1. Chemickd Struktiira najzndmejsich ultrakrdtko posobiacich f3-blokdtorov
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p-OHBA) ako vstupného reaktantu pri syntéze latky
UPB-1, mé za ciel roz§irit spektrum poznatkov o (poten-
cidlnych) ultrakratko pdsobiacich B z hladiska urcenia
ich spektralnych a fyzikdlno-chemickych parametrov
vyuZziteInych nielen v rdimci QSAR Studii ale aj spitne
v projekcii novych potencidlnych lieciv.

POKUSNA CAST

SPEKTRALNA CAST
'H- a BC-NMR spektrometria

Pouzité chemikdlie: Deuterovana voda (rozpustadlo),
ako vnutorny Standard bol pouzity tetradeutero-3-trimetyl-
silylpropionat  (Fluka AG, Buchs, Svajéiarsko;
(CH,),SiCD, COONa, M = 172,27). Pripravili sa roztoky
hodnotenej substancie UPB-1 s koncentraciou 2 mg/650
ul D,0O.

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

Parametre pri merani 'H-NMR spektier: Rozsah =
13 — -1 ppm, aktivacny Cas = 3 s, pocet akvizicii = 32,
delay = 1 s, pracovna teplota = 20 °C.

Parametre pri merani >C-NMR spektier: Rozsah =
240 — - 20 ppm, aktivacny ¢as = 1,815 s, pocet akvizicii =
10 000, delay = 1 s, pracovna teplota = 20 °C.

'H-NMR (300 MHz) 6 (ppm): 1,24 (t, 3H, CH,CH,,
J =17,0 Hz); 1,29-1,34 (d-d, 6H, CH(CH,),, J = 6,5
Hz); 2,96-3,06 (m, 2H, CH,NH,*CH(CH,),); 3,24
(kvi, 1H, NH,*CH(CH,),, J = 6,4 Hz); 3,56-3,63 (kva,
2H, CH,CH,, J = 7,0 Hz); 3,79 (t, 2H, CH,OCH,CH,,
J = 4,6 Hz); 4,15 (t, 2H, CH,CH,OAr, J = 4,7 Hz);
4,22-4,39 (m, 2H, (OH)CHCH,NH,"); 4,40-4,50 (m,
1H, CH(OH)); 6,63 (s, 1/2, fumarat, 1H, CH = CH);
6,90; 6,93 (d, 2H, OArH, J = 8,8 Hz); 7,56 (broad
peak, 3H, (OH), NH,"); 7,94; 7,97 (d, 2H, ArHCOO,
J = 28,8 Hz).

BC-NMR (75 MHz) & (ppm): 15,13 (CH,CH,0);
19,30; 19,72 (NH,*(CH,),); 48,05 (CH(CH,),); 50,47
(CH,NH,"); 65,30; 66,09; 66,90; 67,59; 68,70
((OH)CHCH,, CH,CH,0CH,CH,0); 114,28 (2C,
OCArC,); 122,08 (1C, ArCCOO); 131,72 (2C,
ArC,CCOO0); 136,12 (fumarat, CH = CH); 162,80 (1C,
OArC); 166,06 (COO); 173,11 (fumarat, COO").

IR spektrometria

Pristroje a zariadenia: Spektrometer FTIR IMPACT
400D (NICOLET), merané technikou kapilarneho filmu
alebo v KBr-tabletich v koncentricii 2-3 mg latky
UPB-1/800 mg KBr.

IR cm™: v (C-H): 2975; v(C-H): 2875; v(C=0):
1704; v (C=C): 1606; d(N-H) 1508; 8(CH,): 1462;
V(C-N)_, 1353, 1280; v (C-O-C): 1169 (1112);
V(C-0),: 1254, 1054; y(C-H): 765, 659; v IR spektre
nebola nepozorovand vibrdcia V(NH,") — predpokladand

—¢—

priblizne okolo 2700; S(NH;): 1600 — 1575 v prekryve;
V(C-OH): skryté v oblasti 1450-1500.

Spektrofotometria v UV/VIS oblasti

PouZité chemikdlie: Destilovand voda, metanol p.a.
(CentralChem, Bratislava, SR).

Priprava roztokov: Pripravili sa roztoky ¥ $tudovanej
latky UPB-1 vo vode a v metanole s ¢ = 1 x 10 mol.I"!
ako aj roztok p-OHBA v metanole s ¢ = 3 X 10~ mol.I"".

Pristroje a zariadenia: Analytické vahy Chyo JL-180
(Chyo Balance Corporation, Japonsko), UV/VIS spekt-
rofotometer (8452 A, diode array spectrophotometer, typ
Vectra 286/12) s kremennymi kyvetami hribky 1 cm,
osobny pocita¢, vyhodnocovaci softvér (HP 845 X
UV-Visible System).

Pracovny postup: Absorpcné spektrum UPB-I sa
meralo v destilovanej vode ako aj v metanole, absorpc-
né spektrum p-OHBA bolo merané v metanole. Na
zéklade Lambert-Beerovho zdkona sa vypocitali hodno-
ty €, resp. log € pre vSetky absorpéné maxima v obi-
dvoch médiach.

UPB-1, vodné prostredie — UV lmax nm (absorbancia;
log €): 198 (1,17790; 5,07), 260 (0,76744; 4.,89).
UPB-1, metanolové prostredie — UV /”Lmax nm (absor-
bancia; log €): 210 (0,86716; 4,94), 258 (0,90437,
4,96). p-OHBA, metanolové prostredie — UV 4 nm
(absorbancia; log ¢€): 214 (0,74230; 4,39), 252
(1,09170; 4,56).

ANALYTICKA CAST

Stanovenie teploty topenia

Pristroje a zariadenia: STUART SMP 11 (Lennox
Laboratory Suppliers, Dublin, Irsko).

Pracovny postup: Teplota topenia UPB-1 bola stano-
vend po 24-h suleni v exsikatore nad P,O, pri tlaku
10 kPa a laboratornej teplote, jej nekorigované hodnoty
st uvedené v tabulke 1.

Stanovenie rozpustnosti

PouZité chemikdlie: Destilovand voda, metanol p.a.
(CentralChem, Bratislava, SR), liech 96 % (Lachema,
Brno, CR), kyselina chlorovodikovd s ¢ = 0,1 mol.l"
(CentralChem, Bratislava, SR), hydroxid sodny s ¢ =
0,1 mol.I"" (CentralChem, Bratislava, SR), chloroform
p.a. (CentralChem, Bratislava, SR), acetéon p.a. (Central-
Chem, Bratislava, SR), dietyléter p.a. (CentralChem,
Bratislava, SR), dimetylsulfoxid p.a. (Lachema, Brno,
CR).

Pristroje a zariadenia: Analytické vahy Chyo JL-180
(Chyo Balance Corporation, Japonsko).

Pracovny postup: Rozpustnost Studovanej latky
UPB-1 a p-OHBA bola stanovend ? podla SL 1. Navazok
latky, resp. latok predstavoval jednotlivo 0,0100 g pre
vsetky rozpustadla. Postupne sa hodnotila ich rozpust-
nost v destilovanej vode, v metanole, v liechu 96 %,
v kyseline chlorovodikovej s ¢ = 0,1 mol.I"", v hydroxide
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Tab. 1. Zakladna charakteristika monof {3-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl}-izopropylaménium [fumardtu

(pracovné oznacenie UPB-1)

0 CH,
/k 172
J@AOMN
R OH

0O
= OH
HO

H.C
(0]
Sumarny vzorec (baza) M_ (baza) Sumarny vzorec (sol) M_(sol) 1, (°C)
C,H,NO, 32541 C,H,NO,, 766,89 104-106

sodnom s ¢ = 0,1 mol.l"!, v chloroforme, v acetone, v di-
etyléteri a v dimetylsulfoxide pri laboratérnej teplote.
Objem pridavanych rozpustadiel bol adekvatne upraveny
vzhladom na zvoleny navazok.

Stanovenie hodnoty R, pomocou adsorpénej
chromatografie na tenkej vrstve

Poufzité chemikdlie: Lieh 96 % (Lachema, Brno, CR),
benzén p.a. (Lachema, Brno, CR), dietylamin p.a.
(Merck, Schudart, SRN), petroléter p.a. (Lach-Ner,
Neratovice, CR), dietyléter p.a. (CentralChem, Bratisla-
va, SR), aceton p.a. (Spolchim, Bratislava, SR), propan-
1-ol p.a. (Plichem, Darmstadt, SRN), cyklohexan p.a.
(Lach-Ner, Neratovice, CR), chloroform p.a. (Centra-
IChem, Bratislava, SR), toluén p.a. (Lachema, Brno,
CR), etylacetét p.a. (CentralChem, Bratislava, SR).

Materidl, pristroje a zariadenia: Silufol® UV , s vrst-
vou silikagélu s rozmermi 200 X 200 mm (nastrihany na
vhodne velké casti), sklenené komory s rozmermi 190 X
180 x 80 mm, mikrokapildra (Hamilton Bonaduz, Svaj-
¢iarsko), UV-lampa (KRUSS UV 240, 230VAC, Ham-
burg, SRN).

Pracovny postup: Na komeréne vyrabané folie Silufol®
UV, s vrstvou silikagélu sa na vyznaCeny Start mikroka-
pilarou naniesli 2 pl 1 % roztoku hodnotenej zliceniny
UPB-1 a ,Standardu® p-OHBA v metanole p.a. Po ukon-
¢eni vyvijania sa chromatogramy susili pri laboratérnej
teplote a detegovali sa pod UV-lampou pri vinovej dizke
254 nm ¥. Vysledné hodnoty st priemerom zo Siestich
paralelnych stanoveni (pozri Cast Vysledky a diskusia).

SkaSanymi vyvijacimi sastavami boli: S : petroléter :
dietyléter (¢ =1 : 2 ako aj 2 : 1); S,: acet6n : petroléter
(p=2:3); S, acetoén : toluén (@ =1 : 2); §,: aceton :
toluén : dietylamin : chloroform (¢ =1:2:0,5: 1); S,
petroléter : dietylamin (@ =8 : 2 ako aj 8 : 3); S,: propan-
-1-ol : cyklohexan (@ =1: 1); S,: etanol : benzén (¢ = 10
: 3); S: chloroform : dietylamin (¢ =6: 0,1); S,: propan-
-1-ol : cyklohexan : dietylamin (¢ =5 : 5 : 0,1 ako aj
5:5:1); S, aceton : petroléter : dietylamin (=8 :8:
0.1 ako aj 8 : 8 : 1); §,,: etanol : benzén : dietylamin
(p=10:3:0.,1); §,,: chloroform : cyklohexan : dietyl-
amin (¢ =6 : 3 : 1); §,;: hexan : etylacetat (¢ =7 : 3).
NajoptimalnejSie hodnoty R, pre UPB-1 a p-OHBA boli
ziskané v sustave S, .

Stanovenie povrchového napitia

PouZité chemikdlie: Destilovana voda, metanol p.a.
(CentralChem, Bratislava, SR).

Pristroje a zariadenia: Analytické vdhy Chyo JL-180
(Chyo Balance Corporation, Japonsko), skleneny Trau-
beho stalagmometer (Kavalier, CR).

Pracovny postup: Povrchové napitie UPB-1 bolo
stanovené, podobne ako v praci ¥, nepriamou stalag-
mometrickou metéddou pocitania kvapiek. Pouzity bol
skleneny Traubeho stalagmometer (Kavalier, CR). Pri-
pravil sa roztok UPB-1 s ¢ = 1 x 10 mol.I'.. Ako refe-
ren¢nd kvapalina sa pouZila destilovand voda, ktorej
povrchové napitie je 0,07259 N.m! pri teplote ¢ =
21 °C.

Stanovenie disocia¢nej konstanty

PouZité chemikdlie: Destilovana voda, hydroxid sodny
s ¢ = 0,1 mol.I"! (CentralChem, Bratislava, SR), metanol
p.a. (CentralChem, Bratislava, SR).

Pristroje a zariadenia: Analytické vahy Chyo JL-180
(Chyo Balance Corporation, Japonsko), automaticka
byreta OP 930, digitdlny pH-meter (HANNH Instru-
ments HI 221, SRN), mikropipeta, elektromagnetické
mieSadlo (Laboratorni pfistroje, Praha, CR).

Priprava roztokov: Roztok hodnotenej latky UPB-1
bol pripraveny rozpustenim 0,025 g substancie v destilo-
vanej vode na objem 50,0 ml; p-OHBA bola rozpustena
(0,025 g) v zmesi destilovana voda : metanol (¢ =3 : 2)
na objem 50,0 ml.

Pracovny postup: Disocia¢na konstanta UPB-1 (ako
aj p-OHBA) bola stanovena potenciometricky alkali-
metrickou titrdciou pomocou automatickej byrety OP
930 spojenej s digitilnym pH-metrom. KonStantny
pridavok odmerného roztoku hydroxidu sodného
s ¢ = 0,1 mol.I"! predstavoval 0,005 ml. Titracia pre-
biehala pri teplote 21 °C. Zaznamenali sa hodnoty pH
titrovaného roztoku, resp. roztokov v zavislosti od pri-
daného mnozstva hydroxidu sodného. Po ukoncent tit-
racie sa interpolacnym stupfiom podla Hahna zistila
presnd spotreba odmerného roztoku a hodnota pri
polovi¢nej spotrebe ¥. Z priebehu potenciometrickej
titrdcie sa podla vhodnej polynomickej funkcie v pro-
grame Statistica 8.0 (Stat Soft, Tulsa, USA) pomocou
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Tab. 2. Retencny faktor k’ studovanej substancie UPB-1 a p-OHBA ziskany z RP-HPLC v prostredi 90% metanolu

Pracovné oznacenie k’ log k’
UPB-1 L 1L 111 Priemer L 1L 1I1. Priemer
0,85 0,85 0,85 0,85 -0,071 -0,071 -0,071 -0,071
p-OHBA 0,01 0,01 0,01 0,01 -2,153 -2,153 -2,153 -2,153
“Cislo merania
Tab. 3. Retencny faktor k’ Studovanej substancie UPB-1 a p-OHBA ziskany z RP-HPLC v prostredi 95% metanolu
Pracovné oznacenie k’ log k&’
UPB-1 L* 1L 111 priemer I 1L III. priemer
1,03 1,03 1,03 1,03 0,015 0,015 0,015 0,015
p-OHBA 0,32 0,32 0,32 0,32 -2,643 -2,643 -2,643 -2,643

“¢islo merania

V,,, vypocitala disociacnd konStanta. Vyslednd hodno-
ta pK, pre UPB-1 ako aj p-OHBA v Casti Vysledky
a diskusia je prezentovana ako priemer troch paralel-
nych stanoveni.

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

PouZité chemikdlie: Dusitan sodny s ¢ = 0,1 mol.l"!,
metanol p.a. (CentralChem, Bratislava, SR), natriumace-
tat (Lachema, Brno, CR) na tpravu hodnoty pH mobil-
nej fazy.

Pristroje a zariadenia: Chromatograf s vysokotlako-
vou pumpou Delta Chrom SDS 030, (WATREX, SR),
sluckovy davkovac s 20-pul sluckou (WATREX, SR),
koléna s nepolarnou chemicky viazanou fazou Separon
SGX C ;7 um, 250 X 4 mm (Lachema, Brno, CR), prie-
tokovy UV-detektor Delta Chrom UVD 200 (WATREX,
SR).

Pracovny postup: Hodnota retencného faktora k’
(v literatire uvadzany aj ako kapacitny faktor k) bola
stanovena podla prace ' na kvapalinovom chromato-
grafe s vysokotlakovou pumpou, so slu¢kovym davko-
vacom, nepoldrnou chemicky viazanou fazou a prieto-
kovym UV-detektorom. Pre Studovanu latku UPB-1
a ,Standard” p-OHBA boli pouZité dve mobilné fazy
s rozdielnym percentudlnym zastipenim metanolu, t.j.
90 % a 95 % (pripravené z metanolu p. a. a destilova-
nej vody).

Chromatografické podmienky:

A. Mobilna faza (pH = 6,0) — 90 % metanol upraveny
vodnym roztokom natriumacetétu; prietokova rychlost —
0,6 ml.min"'; tlak — 7,9 MPa; vlnova dizka — 260 nm; pra-
covna teplota — 21 az 22 °C.

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

Mftvy Cas kolony (z)) sa stanovil roztokom dusitanu
sodného s ¢ = 0,1 mol.I', ktory mal v pouZitom systéme
nulovu retenciu. Hodnota(-y) log £’ boli vypocitané zo

vztahu: log k’ = log [(7, — 1)) / 1,1, kde ¢, je retencny Cas
roztoku dusitanu sodného s ¢ = 0,1 mol.l'' a t,, je retenc-
ny ¢as roztoku vzorky '%.

Roztoky UPB-1 a p-OHBA boli pripravené rozpuste-
nim 0,005 g prislusnej substancie v metanole a upravené
na objem 25,0 ml. Po odvzdu$neni mobilnej fazy bol
chromatograficky systém premyvany priblizne 20 min.
Prvé dva néastreky bol roztok dusitanu sodného, potom sa
aplikovali roztoky S$tudovanych latok (20 ul). Kazda
vzorka bola aplikovana trikrat 1%, pre vypocet sa pouZzila
priemernd hodnota 7,. Ziskané hodnoty si uvedené
v tabulkach 2 a 3.

Stanovenie rozdelovacieho koeficientu a vypocet
niektorych molekulovych deskriptorov

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

Pristroje a zariadenia: Analytické vahy Chyo JL-180
(Chyo Balance Corporation, Japonsko), mechanick4 tre-
packa (Laboratorni piistroje, Praha, CR), UV/VIS spek-
trofotometer (pozri UV/VIS spektrofotometriu).

Priprava roztokov: Tlmivy roztok s hodnotou pH =
7,2 sa pripravil zmieSanim 20,8 ml roztoku kyseliny cit-
rénovej a 195,2 ml roztoku hydrogenfosfore¢nanu disod-
ného, a potom sa hodnota pH upravila na 7,4. Zakladny
roztok skusanej latky UPB-1 sa pripravil navaZzenim
0,100 g zlt€eniny a preniesol sa do 50-ml odmernej ban-
ky. Rozpustil sa v 30-40 ml timivého roztoku % '” a po
ochladeni sa doplnil tymto roztokom na objem 50 ml.

Pracovny postup: Rozdelovaci koeficient Pexp Studova-
nej zluiceniny UPB-1 bol stanoveny experimentdlne kla-
sickou shake flask metédou jej vytrepanim medzi dve
nemiesatelné fazy tak, ako sa postupovalo aj v pra-
cach 319, Lipofilnd fazu reprezentoval postupne oktéan-1-
-ol, heptdn, cyklohexdn a ako vodni faza bol pouzity
tlmivy fosfore¢nanovy roztok (TFR) s hodnotou
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pH = 7,4. U analyzovanej substancie UPB-1 sa vykonali
v kazdom deliacom systéme tri paralelné stanovenia.

Vypocet niektorych molekulovych deskriptorov.
Hodnota poldrneho povrchu molekuly (PSA) a poctu
akceptorov vodikov (n, ) pre UPB-1 (forma bazy) bola
generovand programom ChemBioDraw Ultra 11 (Cam-
bridgeSoft Corporation, Cambridge, USA); PSA
=77,02;n,  =6.

Stabilita Studovanej substancie UPB-1

Pésobenie kyslého prostredia (kyselina chlorovodikovd
s ¢ =0,1moll")

PouZité chemikdlie: Metanol p.a. (CentralChem, Bra-
tislava, SR), lieh 96 % p.a. (Lachema, Brno, CR), benzén
p.a. (Lachema, Brno, CR), dietylamin p.a. (Merck,
Schudart, SRN).

Pracovny postup: Pripravilo sa 5 ml 1 % metanolové-
ho(-ych) roztoku(-ov) UPB-1 a ,Standardu* p-OHBA,
z ktorych sa odobral 1 ml, pridal sa 1 ml kyseliny chlo-
rovodikovej s ¢ = 0,1 mol.I'". Po 5 min sa roztoky hod-
notili chromatograficky na TLC. Na f6liu Silufol UV,
sa 1,5 cm od spodného okraja nanieslo 5 ul roztokov
UPB-1 a p-OHBA. Po vyvinuti vo vyvijacej sustave S |
sa chromatogram vysusil a detegoval pod UV-lampou pri
254 nm. Ziskané hodnoty R, (priemer troch paralelnych
stanoveni) si uvedené v tabulke 4.

Tab. 4. Hodnotenie stability UPB-1 v kyslom a zdsaditom
prostredi pomocou adsorpénej TLC

Pracovné oznacenie Prostredie HCI" Prostredie NaOH*
(¢ = 0,1 mol.I'") (c = 0,1 mol.I'")

UPB-1 0,34 0,32

p-OHBA 0,69 0,65

X1 0,49 0,45

X2 0,83 0,81

“hodnoty R, urcené v stistave S,,: etanol : benzén : dietylamin
(¢=10:3:0,1)

Péosobenie zdsaditého prostredia (hydroxid sodny
s ¢ =0,1moll")

Pracovny postup: Rovnako ako v pripade hodnotenia
stability v kyslom prostredi, ale namiesto kyseliny
chlorovodikovej s ¢ = 0,1 mol.lI"! sa pouzil hydroxid

—¢—

sodny s rovnakou koncentrciou. Ziskané hodnoty R,
(priemer troch paralelnych stanoveni) st uvedené
v tabulke 4.

Pésobenie UV/VIS Ziarenia

Pracovny postup: Pripravil sa vodny a metanolovy
roztok UPB-1 s ¢ = 1 x 10 mol.I'l. V priebehu 1 h sa
v 5-min intervaloch sledovali (pripadné) posuny vo vilno-
vych dizkach absorpénych maxim ako aj (pripadné)
zmeny Vv absorbancidch pri jednotlivych absorpénych
maximach v obidvoch zvolenych prostrediach.

Stanovenie obsahu UPB-1

Stanovenie obsahu UPB-1 v UV/VIS oblasti spektra

Pristroje a zariadenia: Pozri UV/VIS spektrofotomet-
riu.

Pracovny postup: Pripravil sa 0,002 % roztok, resp.
roztoky UPB-1 vo vode ako aj v metanole, ktorych
spektrum sa zaznamenalo v oblasti 190-400 nm proti
¢istému rozpustadlu. Zo zasobného roztoku (0,002 %)
UPB-1 sa odpipetovalo postupne 2, 4, 6, 8, 10 ml do pia-
tich 10-ml odmernych baniek. VSetky odmerné banky sa
doplnili po znacku vodou, resp. metanolom a zazname-
nala sa absorbancia takto pripravenych roztokov ¥.
Z nameranych hodndt A (log A) sa zostrojila kalibracna
krivka; vo vodnom prostredi pri vlnovej dlzke
A = 260 nm, v metanolovom prostredi pri

max

A, = 258 nm. Hodnoty koncentricii, absorbancii
a log A st uvedené v tabulke 5.

Vyhodnotenie vysledkov: Obsah UPB-I sa stanovil
z funkcie priamky (y = a x + b). Po zostrojeni kalibrac-
nej krivky a Statistickom vyhodnoteni jednotlivé sym-
boly znamenaji: y = A (absorbancia), b = a, (usek na
osi y), a = a, (smernica priamky), x = c. Z tychto vzta-
hov vyplyva, Ze koncentracia sa vypocita podla vztahu:
c=(A-ay)la,.

Stanovenie obsahu UPB-1 RP-HPLC metodou
vniitorného Standardu

Pouzité chemikdlie: Metanol UV (Lachema, Brno,
CR), nétriumacetat taveny Cisty (Spolana, Neratovice,
CR), vnitorny 3tandard — p-OHBA.

Pristroje a zariadenia: Pozri stanovenie reten¢ného
faktora k* pomocou RP-HPLC.

Chromatografické podmienky: Mobilnd faza (pH =
6,0) — 90 % metanol upraveny roztokom nétriumacetatu;

Tab. 5. Parametre potrebné na zostrojenie kalibracnej krivky pre stanovenie obsahu UPB-1 vo vodnom a metanolovom prostredi

pomocou UV /VIS spektrometrie

¢ (mol.I) Destilovana voda Metanol

2 (nm) A log A A (nm) A log A
5,200 x 10° 260 0,21428 -0,66902 258 0,23018 -0,63793
1,040 x 10° 260 0,43454 -0,36197 258 0,45654 -0,34052
1,560 x 10 260 0,61581 -0,21055 258 0,68297 -0,16560
2,080 x 10° 260 0,82121 -0,08555 258 0,89954 -0,04598
2,607 x 10° 260 1,04250 0,01808 258 1,10730 0,04427
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Tab. 6. Parametre potrebné na zostrojenie kalibracnej krivky pre stanovenie obsahu UPB-1 pomocou RP-HPLC

V* (ml) ¢ (mol.I') P, (UPB-1)" P, (p-OHBA)" PP,
1 4,1726 x 10° 2412,0939 5954,6342 0,405078
2 8,3452 x 10° 4606,6765 6002,8474 0,767415
3 1,2518 x 10 8857,8866 6026,6103 1,469796
4 1,6691 x 10 12062,7966 6127,9547 1,968487
6 2,5036 x 10 17551,8224 6120,5693 2,867678

“objem pridaného zakladného roztoku UPB-1 (0,02 g/25 ml)
“plocha prislusnych pikov formovanych UPB-1 (P,) a p-OHBA (P,)

prietokova rychlost — 0,6 ml.min'; tlak — 7,7 MPa; vIno-
vé dizka — 248 nm; pracovn4 teplota — 21 °C.

Pracovny postup: Pripravil sa roztok UPB-I navaze-
nim mnozstva 0,02 g substancie, ktoré sa kvantitativne
prenieslo do 25-ml odmernej banky a rozpustilo sa
v metanole (zasobny roztok). Z tohto zdsobného roztoku
sa odpipetovalo do 25-ml odmernych baniek postupne
po1,2,3,4,6,8, 10 ml, pridalo sa 5 ml vnttorného Stan-
dardu (pripraveného navazenim 0,01 g p-OHBA, ktoré sa
kvantitativne prenieslo do 25-ml odmernej banky a dopl-
nilo sa po znacku metanolom) a doplnilo sa metanolom
po znacku '9. Pomocou davkovacieho ventilu sa z takto
pripravenych roztokov na kolénu nanasal objem 20 pl.

Vyhodnotenie vysledkov: Z pamiti pocitaca bol vyvo-
lany zdznam analyzy vzorky, integrovali a opisali sa plo-
chy zodpovedajice analyzovanej latke (P)) a jej vnitor-
nému Standardu (P,). Vysledky analyz '” sa vypocitali
z pomeru ploch pikov P /P, (tab. 6).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnotena zlicenia s pracovnym oznacenim UPB-1,
chemicky monol{3-[4-(2-etoxyetoxy)-benzoyloxy]-2-
-hydroxypropyl }-izopropylaménium]fumarat, bola pri-
pravena na ustave chemickych 1é¢iv FaF VFU v Brne.
Ide o bielu krystalickud latku, ktorej chemicka Struktura,
sumarny vzorec (béazicka forma ako aj forma soli), M,
a interval teploty topenia (nekorigovana hodnota) st uve-
dené v tabulke 1. SubeZne s UPB-1 bola pre porovnanie
Studovana aj kyselina p-hydroxybenzoova (p-OHBA) ako
vstupna reagencia pouZita pri syntéze UPB-1.

Chemicka Struktira UPB-1 bola potvrdena prislus-
nymi spektralnymi metédami. V 'H- a 3*C-NMR spekt-
re boli identifikované signaly, ktoré prislichali alkylo-
vym retazcom, resp. jednotlivym atémov uhlika
v lipofilnej Casti ako aj v bazickej oblasti molekuly.
Taktiez bol identifikovany a priradeny signal protonu
OH-skupiny (v 2-hydroxypropan-1,3-diylovom zosku-
peni), signdly proténov aromatického jadra ako aj sig-
naly, ktoré identifikovali aniénovu zlozku — fumarat
(pozri spektralnu charakteristiku v Pokusnnej casti).
Pomocou IR spektrometrie bola potvrdena pritomnost
alkylového substituenta, lipofilného aromatického jad-
ra, karboxylovej, resp. oxoskupiny a bazického frag-
mentu. Pas IR spektra valen¢nej vibracie (C = O)-sku-

piny pri 1704 cm! sa méZe pri UPB-1 vyuzit pre kvan-
titativne hodnotenie.

Na zdklade Stidia rozpustnosti je UPB-1 relativne
hydrofilna — je velmi lahko rozpustna v kyseline chloro-
vodikovej s ¢ = 0,1 mol.I!, Tahko rozpustna v destilova-
nej vode, v hydroxide sodnom s ¢ = 0,1 mol.I'! a v dime-
tylsulfoxide, mierne rozpustnd v metanole, v lichu 96 %
a v chloroforme a velmi faZko rozpustnd v acetone
a v dietyléteri. Na porovnanie ako aj z pohladu dalSieho
fyzikalno-chemického hodnotenia bola urcend aj roz-
pustnost p-OHBA. Ta je velmi lahko rozpustnd v meta-
nole, v liechu 96 %, v dimetylsulfoxide a v acetone, lah-
ko rozpustnd v dietyléteri a v hydroxide sodnom
s ¢ = 0,1 mol.l'", mierne rozpustnd v kyseline chlorovo-
dikovej s ¢ = 0,1 mol.I"!, tazko rozpustna v destilovanej
vode a v chloroforme.

Na orienta¢né hodnotenie cistoty UPB-1 bola okrem
RP-HPLC pouZita adsorpcnd chromatografia na tenkej
vrstve — delenie l1atok na adsorpénom principe sa usku-
to¢nilo na platniach Silufolu®, vyvijanie prebiehalo do
vzdialenosti 10 cm. Stcasne s UPB-1 bola chromatogra-
ficky hodnotena aj p-OHBA. Z mnohych vyskdSanych
dvoj- a trojzlozkovych vyvijacich sustav bola ako naj-
vhodnejSia vyhodnotena sdstava S, : etanol : benzén :
dietylamin (¢ = 10 : 3 : 0,1). V systéme S|, nastalo jed-
nozna¢né oddelenie ohrani¢enych Skvin prislichajicich
UPB-1 (R, = 0,29) a p-OHBA (R.= 0,58), pricom na pri-
sluSnom ,,stlpci® UPB-1 neboli pozorované iné Skvrny.

Povrchové napitie bolo Studované nepriamou Traube-
ho stalagmometrickou metédou pocitania kvapiek
— UPB-1 (y = 0,06954 N.m') ako aj p-OHBA
(y=10,06969 N . m™) boli mierne povrchovoaktivne, pri-
¢om povrchovoaktivnejSia bola substancia UPB-1.

Na Stadium acidobazickych vlastnosti bola pouZzita
metdda alkalimetrickej titracie (roztok hydroxidu sodné-
ho s ¢ = 0,1 mol.I'!) pri potenciometrickej indikacii bodu
ekvivalencie. Studovand zltic¢enina UPB-I1 mala mierne
kysly charakter (pK = 5,71), pre porovnanie (resp. urci-
ta ,,verifikaciu® stanovenia pK) bola urCena aj disociac-
na konStanta p-OHBA, ktorej hodnota predstavovala 4,38
(tri paralelné stanovenia); literatira ' !'? uvadza ddaj
4,48-4,54.

Pri Studiu spektier v UV/VIS oblasti vykazovala
UPB-1 dve absorpc¢né maxima (vid Pokusna cCast). Vo
vodnom roztoku sd to maxima pri A = 198 nm

Imax

a A, =260 nm, v prostredi metanolu nastal mierny
posun — absorpéné maximd boli zistené pri
A =210nma A, =258 nm. V porovnani s absorpc-
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Tab. 7. Parametre linedrnej regresie pre stanovenie obsahu UPB-1

Metdda stanovenia a(xs,) b(£sy) F n
UV/VIS spektrofotometria (vodné prostredie) 39187 (+ 683) 0,01 (£ 0,01) 3288 5
UV/VIS spektrofotometria (metanolové prostredie) 42139 (= 514) 0,02 (£ 0,01) 6728 5
RP-HPLC 12142 (= 596) 0,13 (£ 0,09) 415 6

a — regresny koeficient, smernica priamky; b — regresny koeficient, posunutie priamky na osi y; s , s, — smerodajnd odchylka regresného
koeficienta a alebo b; F — F-test na testovanie Statistickych hypotéz (Statistickd indukcia); n — pocet pripadov

nym spektrom p-OHBA (absorpéné maxima pri
A =214nma A, =252 nm v metanole) je mozné
pozorovat mierny posun obidvoch maxim, ktory je
sposobeny charakterom substituenta na hydroxylovej
skupine v p-polohe aromatického jadra ako aj substitd-
ciou v esterovej Casti molekuly.

Ako experimentdlne stanovené parametre lipofility
latky UPB-1 a p-OHBA boli urcené retenc¢né faktory k’,
resp. log k’ v sustaviach s rozdielnym percentudlnym
zastiipenim metanolu ako sucastou mobilnej fazy a roz-
delovacie koeficienty v troch rozdielnych rozdelovacich
systémoch. Rozdielna miera lipofility UPB-1 a p-OHBA
sa odzrkadlila v hodnotach log k’ v oboch systémoch
(vid tab. 2 a 3); v 90 % metanole boli zistené takéto

reten¢né charakteristiky: log &’ , -0,071;

log k’ = -2,153; v 95% metanole boli ziskané tieto
* p-oHBA

tdaje: log k” = 0,015; log k7, = -2,643.

Hodnoty log P, pre UPB-I "boli uréené Klasickou
shake flask metédou; pre urenie koncentracie latky vo
vodnej faze sa vyuzila UV/VIS spektrofotometria. V roz-
delovacom systéme oktidn-1-ol/TFR (oktan-1-ol je
amfiprotny H-donor a H-akceptor) predstavoval log P_
hodnotu 1,70; v ststave heptan/TFR bola hodnota
logpP, =1, 66; a v systéme cyklohexan/TFR log P =
1,62 (cyklohexan je relativne inertnym médiom oproti
vodnému prostrediu, resp. TFR). Kyselina p-hydroxy-
benzoova je latkou hydrofilnejSou s log P, = 1,37. Ten-
to udaj bol prevzaty z literatiry ', kedZe nebolo mozné
korektne p-OHBA rozpustit v destilovanej vode, a tak
stanovit jej log P spdsobom shake flask.

V ramci projekcie a komplexného $tudia potencidlne-
ho lieciva je dolezité urcit, ¢i kandidat na liecivo je
schopny prenikat hematoencefalickou bariérou (blood-
brain barrier, BBB). Relativne vysoka miera schopnosti
permeovat cez BBB je potrebna pri lie¢ivach, ktoré maja
cielene ovplyvilovat CNS. Na druhej strane nizka miera
permedcie cez BBB je ziaduca pre minimalizaciu vedlaj-
Sich dcinkov spojenych s ovplyvnenim CNS. Kvantita-
tivne je mozné tento stupeii vyjadrit ako pomer rovno-
vaznych koncentracii substancie v mozgu (Cpooe) AV krvi
(c,,,), tj. ako log (cmozog c,,,) alebo log BB '. Rozdelenie
latky do nepolarnych oblasti mozgu odzrkadluje hodno-
ta log Pexp v systéme cyklohexan/TFR (log Pexp ) zatial
Co udaj log P_ , stanoveny v systéme oktan-1-ol/TFR
(logP__ ) vyjadruje vézbu na proteiny v periférnom krv-
nom riedisti'®. Vo vieobecnosti plati, Ze latka ma tym
hydrofilnejsi charakter, ¢im je jej priemernd hodnota
log Pex o (tj. rozdiel medzi log P, alog P pozi-
tivnej 51a to znamend, Ze ochotnejs Sie tvori vodikové viz-
by, v mensej miere prenikd do nepolarnych oblasti moz-

gu a je v organizme distribuovand prednostne do krvi.
Hodnotalog P, = 0,08 pre UPB-I teda indikuje, Ze ta
minimélne prechidza cez hematoencefalicku bariéru do
nepolarnych oblasti mozgu. Implementacia stanovenych
hodnot prislusnych rozdelovacich koeficientov do Youn-
govho modelu ', v ramci ktorého hodnota log BB kore-
luje s log P oc podla vztahu: logBB = 0,889-0,485 x
logP, . viak priniesla jednoznacnejSie tvrdenie — hod-
nota log BB pre UPB-1 predstavovala 0,850. Na druhe;j
strane sa vSak pre pomerne Siroké spektrum zlicenin
Youngov model ukazal ako nevyhovujici. Preto sa
v predkladanej préci pouZili aj iné, detailnejSie schémy
predikcie schopnosti UPB-1 prechadzat cez BBB.

Kaliszan ' navrhol pre koreldciu log P, alog BB
vztah, v ktorom bola ako aditivna veli¢ina inplementova-
na aj M:

log BB = -0,088 + 0,272 x logP_ .~ 0,00112 X M ;
podla tohto modelu je hodnota log BB litky UPB-I
-0,925.

Délezitymi faktormi ovplyviiujucimi log BB sui
velkost a povrch molekuly ako aj tvorba vodikovych
vazieb. Z tychto deskriptorov sa relativne najvacsi
vyznam prisudzuje prave polarnemu povrchu molekuly
(polar surface area, PSA), ktory sa uplatiuje aj v mode-
loch Keldera '¥ charakterizovaného vztahom:

logBB = 1,330 — 0,032 x PSA (log BB pre UPB-1 je
—1,135) a Clarka'” definovaného nasledujicou rovnicou:

logBB = 0,550 — 0,016 x PSA (log BB pre UPB-1 je
-0,682).

Na baze Clarkovej metédy bol zaloZeny aj pristup
Pana 20, predstavoval relativne jednoduchy vztah, v kto-
rom v$ak pdvodne absentovali niektoré relevantné Statis-
tické ukazovatele:

log BB = 0,064 + 0,200 x logP_  ,— 0,010 X PSA. Pre
UPB-1 je podla tohto modelu hodnota log BB -0,366.

Podla Abrahamovho a Weathersbyho modelu predik-
cie 2V log BB plati nasledovny vztah:

log BB = 0,119 + 0,350 x logP,  —0,00502 x M,. Po
dosadeni prislusnych parametrov je hodnota log BB
v tomto pripade -0,920.

Niektori autori inplementovali do QSAR modelov pre-
dikujicich log BB aj schopnost latky vytvédrat vizby
vodikovym mostikom. Feher?® navrhol nasledujuci
model: log BB =0,4275 —0,0017 x PSA + 0,1092 x logP
-0,3873xn__, v ktorom log P =log Poody, bol pocet
akceptorov vodikov v molekule vo vodnom prostredi
(pre bazicka formu UPB-1 je to Sest akceptorov). Z toh-
to pohladu bola hodnota log BB pre UPB-1 -1,842. Pri
komplexnejSom pohlade na ziskané vysledky je mozné
predpokladat, Ze Studovand zlicenina bude s vysokou
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pravdepodobnostou preferovat vizbu na proteiny krvné-
ho riecista pred prechodom cez hematoencefalicki ba-
riéru.

Hodnota log Py on (rozdiel medzi hodnotami log P,
v systéme oktan-1-ol/TFR a v rozdelovacej sustave hep-
tan/TFR) predstavovala 0,04; to znamen4, Ze Studovand
zlicenina je velmi slabym donorom proténu.

Z hladiska hodnotenia stability UPB-1 v kyslom ako
aj v zasaditom prostredi — kyselina chlorovodikova, hyd-
roxid sodny; obe média s ¢ = 0,1 mol.lI"! — pomocou
adsorpcnej chromatografie na tenkej vrstve mozno kon-
Statovat, Ze UPB-1 nie je pri laboratornej teplote v tych-
to prostrediach stabilna. Na chromatograme(-och) sa na
,wstipci UPB-1 okrem jej ,.vlastnej $kvrny objavili
v oboch prostrediach aj ohranic¢ené Skvrny prislichajice
jednak p-OHBA (ktorad bola zaroveil nandSana na chro-
matogram ako referencnd substancia), ako aj dalSim
LStiepnym®  produktom vznikajicim pri rozklade
UPB-1 — zlaCenindm pracovne oznacenym ako ,.X
a ,,X,“. Pravdepodobne nastalo vplyvom prisluSného
prostredia parcidlne Stiepenie molekuly UPB-1 v jej este-
rovej Casti alebo v alkoxylovom zoskupeni v lipofilnom
fragmente (vid tab. 4). Pri hodnoteni vplyvu UV/VIS
Ziarenia na vodny a metanolovy roztok UPB-1 bolo
zistené, Ze v priebehu 1 h nedoslo k zmene hodnét absor-
bancii pri jednotlivych absorpénych maximach a v ¢aso-
vom intervale 1 h ani k ich posunu.

Na ,,metodicku pripravu® pre (pripadné) stanovenie
obsahu UPB-1 v konkrétnej liekovej forme alebo v telo-
vych tekutinich mozno vyuZzit UV/VIS spektrofotomet-
riu alebo RP-HPLC. Latka UPB-1 bola stanovena spekt-
rofotometricky pri vlnovej dizke druhého absorpéného
maxima, teda pri A, =260 nm (pre vodné prostredie),
resp. pri A, =258 nm (pre prostredie metanolu). Na
zaklade ziskanych udajov bola zostrojend kalibraéna
krivka, vysledkom stanovenia bolo formulovanie regres-
nej rovnice v tvare: y = 39187x + 0,0138; R?> = 0,9991
(vodné prostredie, vid tab. 5); resp. y =42139x + 0,0173,;
R?=0,999 (metanolové prostredie, vid tab. 5). V prezen-
tovanych rovniciach parameter y predstavuje absorban-
ciu, x vyjadruje koncentriciu stanovovanej latky
v mol.I"%,

Pri vybere mobilnej fazy (MF) pri stanoveni obsahu
UPB-1 pomocou RP-HPLC sa vychéadzalo z vlastnosti
rozpustadiel, ktoré si uvedené v Rohrschneiderovom
rade ¥, kde st zohladnené nukleofilné, elektrofilné
vlastnosti rozpustadiel a zaroveil aj ich moZnosti tvorby
vodikovych vizieb s molekulami separovanych latok.
Vhodnou MF pre delenie latky sa ukdzal metanol 90 %.
Regresna rovnica ma nasledujuci tvar: y = 12141x +
0,1255; R? =0,993; parameter y predstavuje pomer ploch
pikov Studovanej latky UPB-I a vnuitorného Standardu
(p-OHBA), x vyjadruje koncentriaciu stanovovanej latky
v mol.I'". DalSie parametre linedrnej regresie sii uvedené
v tabulke 7.

Experimentalne ziskané spektralne a fyzikalno-che-
mické deskriptory charakterizujiice mono[{3-[4-(2-eto-
xyetoxy)-benzoyloxy]-2-hydroxypropyl }-izopropylamo-
nium|fumarat predstavuji cenny prispevok pre budicu
QSAR-analyzu v skupine ultrakritko pdsobiacich anta-
gonistov f3 -adrenergnych receptorov. V dalSich Stidiach
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sa bude pozornost venovat spektralnym identifikacnym
charakteristikim a stanoveniu fyzikdlno-chemickych
konstant Struktirne podobnych zlicenin, v ktorych mole-
kule bude, v porovnani s UPB-1, modifikovany alkoxy-
lovy retazec v lipofilnej Casti a izopropylovy fragment
viazany na atome dusika v bazickej casti molekuly.
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Recenzované dielo je u nas prakticky prvou mongra-
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klasifikacie a charakteristike najdoleZitejSich zastupcov
saponinov, dalej popisuji ich biosyntézu, hlavné vlast-
nosti a vyznam, aky hraju tieto latky v Zivote rastlin.
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venuju priemyselne vyznamnym saponinovym drogam
a komplexne popisuji ich biologické Gc¢inky.

V zavere monografie autori uvadzaju izolaciu, analy-
zu a stanovenie obsahu a identifikdciu saponinov.

Analyza obsahu monografie ukazuje, Ze je v nej vhod-
ne dodrzand rovnovaha medzi teoretickymi poznatkami
a praktickou aplikaciou vyuZitia saponinov vo farmaceu-
tickom, kozmetickom a potravinarskm priemysle s upo-
zornenim nielen na ich pozitivne, ale i negativne tcinky.
Cenné su aj informacie o saponinoch vyskytujicich sa
v morskych Zivo¢ichoch, ktoré tvoria mimoriadne per-
spektivnu oblast zdrojov novych latok z tejto skupiny.
Pre svoju konzistentni a komplexnt formu spracovania
zakladnych informadcii a idajov som presvedceny, Ze tato
monografia bude nenahraditelnou priruckou vedeckych
pracovnikov, doktorandov, ale i Studentov pracujicich
a zaujimajucich sa o tieto prirodné latky.
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