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L. Kwietniewski, M. Janicka, J.K. Rézylo
Modelling of RP chromatographic systems
Chromatographia 52 (2000) 559-563
IF2000 =1 ,619
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M. Janicka

Use of OPLC to study the biological activity of organic compounds
Chromatographia 57 (2003) 395-403

IF2003 =] , 145

Jestem autorkq koncepcji pracy. Wykonatam czes¢ eksperymentalng i obliczeniowq.
Redakcja pracy i korespondencja z wydawnictwem sq moim wylgcznym udziatem.
Udzial wiasny: 100%.

M. Janicka, N.U. Peri$i¢-Janji¢, J. K. Rozyto

Thin-layer and overpressured-layer chromatography for evaluation of the
hydrophobicity of s-triazine derivatives

J. Planar Chromatogr. — Modern TLC 17 (2004) 468-475

IF2004 :0,824

Jestem autorkq koncepcji pracy. Wykonatam czesé¢ eksperymentalng i obliczeniowg,
a takze analize wynikow. Redakcja pracy i korespondencja z wydawnictwem sq
moim wytgcznym udziatem. Udzial wiasny oceniam na 65%.

M. Janicka, L. Kwietniewski, N.U. Perisi¢-Janji¢

Determination of retention factors of s-triazines homologous series in water using
a numerical method basing on Oscik’s equation

Chromatographia 63 (2006) S87-S93

IF2006 :1,171

Jestem autorkq koncepcji pracy i wspotwykonawczynig czesci doswiadczalnej.
Wykonatam czes¢ obliczeniowg i wspotpracowatam przy analizie wynikow.
Redakcja pracy i korespondencja z wydawnictwem sqg moim wytgcznym udziatem.
Udzial wilasny oceniam na 70%.
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Redakcja pracy i korespondencja z wydawnictwem sqg moim wytgcznym udziatem.
Udzial wltasny: 100%.

M. Janicka, E. Tyihak, A. M. Méricz, B. O$cik-Mendyk

Crucial role of formaldehyde and its reaction products in the antiproliferative
activity of some potential pesticides

J. Planar Chromatogr. 21 (2008) 161-166

IFZ()()g :0,982

Jestem autorkg koncepcji pracy. Wykonatam wigkszos¢ badan chromatograficznych.
Wykonatam czes¢ obliczeniowq. Wspolpracowatam przy analizie wynikow

i redakcji manuskryptu. Prowadzitam korespondencje z wydawnictwem. Udzial
wlasny oceniam na 55%.

M. Janicka

Application of Oscik’s equation for description of solute retention in RP HPLC and
calculation of retention factor in water

J. Lig. Chromatogr. and Rel. Technol. 32 (2009) 2779-2794

IF2009 :0,998

Jestem autorkq koncepcji pracy. Wykonatam czes¢ obliczeniowq. Redakcja pracy
i korespondencja z wydawnictwem sqg moim wytgcznym udziatem. Udzial wlasny:
100%.

M. Janicka, D. Pietras-Ozga

Chromatographic evaluation of the lipophilicity of N-phenyltrichloroacetamide
derivatives using micellar TLC and OPLC

J. Planar Chromatogr. — Modern TLC 23 (2010) 6, 396-399

IF2010 =1 ,247

Jestem autorkq koncepcji pracy. Zaplanowatam czesc¢ eksperymentalng, wykonatam
czes¢ obliczeniowq, analize wynikow, zredagowatam prace i prowadzitam
korespondencje z wydawnictwem. Druga autorka pracy byta studentkq wykonujgcq
prace magisterskq pod mojq opiekq. Moj udziat oceniam na 90%.
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[HI1] M. Janicka, K. Stepnik and A. Pachuta-Stec
Quantification of lipophilicity of 1,2,4-triazoles using micellar chromatography
Chromatographia 75 (2012) 449456
IF2012 =] ,437
Jestem autorkg koncepcji pracy. Zaplanowatam czes¢ eksperymentalng
i wykonatam czes¢ obliczeniowq. Wykonatam czes¢ badan chromatograficznych.
Zredagowatam prace i prowadzitam korespondencje z wydawnictwem. Moj udziat
oceniam na 85%.
[H12] M. Janicka, K. Stgpnik and A. Pachuta-Stec
A comparative study of the lipophilicity of 1,2,4-triazoles by reversed-phase and
micellar TLC and OPLC
J. Planar Chromatogr. — Modern TLC 26 (2013) 153-159
IF2012 :0,955*
Jestem autorkq koncepcji pracy. Zaplanowatam i w czesci wykonatam badania
eksperymentalne. Wykonatam czes¢ obliczeniowq. Zredagowatam prace
i prowadzitam korespondencje z wydawnictwem. Moj udziat oceniam na 85%.
[H13] M. Janicka
Correlation between chromatographic parameters and bioactivity predictors of
potential herbicides
J. Chromatogr. Sci. 2013: DOI: 10.1093/chromsci/bmt098
IF2012 :0,794*
Jestem autorkq koncepcji pracy. Wykonatam czesé¢ eksperymentalng i obliczeniowq.
Redakcja pracy i korespondencja z wydawnictwem sq moim wylqcznym udziatem.
Udzial wiasny: 100%.
[H14] M. Janicka, M. Sztanke, K. Sztanke
Reversed-phase liquid chromatography with octadecylsilyl, immobilized artificial
membrane and cholesterol columns in correlation studies with in silico biological
descriptors of newly synthesized antiproliferative and analgesic active compounds
J. Chromatogr. A 1318 (2013) 92-101
IF2012 :4,612*
Jestem autorkq koncepcji pracy. Zaplanowatam i wykonatam badania
eksperymentalne. Wykonatam czesé obliczeniowq. Zredagowatam prace
i prowadzitam korespondencje z wydawnictwem. Moj udziat oceniam na 95%.
[H15] M. Janicka, A. Pachuta-Stec
Retention-property relationships of 1,2,4-triazoles by micellar and reversed-phase
liquid chromatography
J. Sep. Sci. DOI: 10.1002/jss¢.201400192
IF2012 :2,591 *
Jestem autorkq koncepcji pracy. Zaplanowatam i wykonatam badania
eksperymentalne. Wykonatam czes¢ obliczeniowq. Zredagowatam prace
i prowadzitam korespondencje z wydawnictwem. Moj udziat oceniam na 90%.
’ Najnowszy dostepny IF.
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c¢) Oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnigetych wynikéw
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

4c.1. Wprowadzenie i cel naukowy badan

Przewidywanie wlasciwosci lipofilowych oraz biologicznych substancji organicznych
stanowi integralng cze$¢ wykorzystywania chromatografii cieczowej w badaniach
fizykochemicznych. Parametry retencyjne substancji, jako efekt sity jej oddzialywan z faza
stacjonarng 1 regulowane oddzialywaniami z faza ruchoma, sa zalezne od wlasciwosci
wszystkich elementow uktadu chromatograficznego, tj. substancji, fazy stacjonarnej oraz
ruchomej. Moga by¢ one stosowane do oceny wilasciwosci badanej substancji 1 fazy
stacjonarnej oraz wyznaczania statych rownowag 1 parametrow termodynamicznych
procesow lezacych u podstaw retencji [Valké, 1998].

Chromatografia cieczowa z odwrdconym uktadem faz, RPLC (Reversed-Phase Liquid
Chromatography), jest najbardziej rozpowszechniona w badaniu wtasciwosci lipofilowych
substancji organicznych o znanej lub spodziewanej aktywnosci biologicznej [Gocan i wsp., 2005;
Giaginis i Tsantili-Kakoulidou, 2008; Kaliszan, 1987; Lipinski i wsp., 2001; Nasal i wsp., 2003; Poole i Poole,
2003; Sangster, 1997; Valko, 2004; H1]. Badania te sa niezwykle wazne w farmacji, kosmetologii,
rolnictwie 1 ochronie $rodowiska, poniewaz lipofilowos¢ to kluczowy parametr
fizykochemiczny, wptywajacy na profil farmakokinetyczny i farmakodynamiczny substancji
aktywnej biologicznie. Decyduje ona o podstawowych etapach dziatania ksenobiotyku, to jest
o procesach jego uwalniania, absorpcji, dystrybucji, metabolizmu i wydalania z organizmu,
jak tez toksycznosci (LADME/Tox: Libeartion, Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion/Toxicity) [Kaliszan, 2007; Testa i wsp., 2000]. Skutek biologiczny zalezy gtéwnie od
transportu danej substancji w organizmie oraz jej oddziatywania z receptorem. Wlasciwosci
elektronowe 1 steryczne substancji majg decydujacy wptyw na jej oddziatywanie z receptorem
a lipofilowo$¢, cho¢ wptywa na oddzialywanie typu receptor-lek, to przede wszystkim
decyduje o procesach transportu w organizmie [Liu i wsp., 2011; Van de Waterbeemd, 1996]. Obok
takich cech jak rozpuszczalno$¢, stabilno$¢, charakter kwasowo-zasadowy, lipofilowos¢
powinna by¢ wyznaczana na jak najwcze$niejszym etapie badan nowych substancji
aktywnych biologicznie. Ocena wiasciwosci substancji organicznych, rozwazanych jako
potencjalne leki, bardzo czesto zwigzana jest z kosztownymi i czasochlonnymi, a przede
wszystkim nieetycznymi testami na zwierz¢tach. Poszukiwanie alternatywnych metod
przewidywania in vitro lub in silico wlasciwosci substancji organicznych jest wazne

z ekonomicznego i etycznego punktu widzenia.
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Podstawowym parametrem charakteryzujacym wiasciwosci lipofilowe substancji jest
logarytm wspotczynnika podzialu w uktadzie dwufazowym woda-rozpuszczalnik organiczny,
log P. Juz od lat 70-tych ubieglego wieku, gdy mieszanina n-oktanol/woda, zostala
zaakceptowana jako uktad odniesienia, parametr log P,s funkcjonuje jako standardowy
deskryptor lipofilowosci i jako taki stosowany jest w metodzie QSRRs (Quantitative
Structure-Retention Relationships), QSARs (Quantitative Structure-Activity Relationships)
oraz QSPRs (Quantitative Structure-Property Relationships). Tradycyjna metoda pomiaru
log P, jest bardzo zmudna, czasochlonna i wymaga stosowania czulych metod
analitycznych. Trudno jest takze wuzyska¢ powtarzalnos¢ danych doswiadczalnych
w poszczegdlnych laboratoriach. Dlatego rézne techniki analityczne sg rozwazane jako
alternatywne metody wyznaczania parametrow lipofilowych zwigzkéw organicznych.
Dominuje wsérdd nich chromatografia cieczowa z odwroconym uktadem faz [Giaginis i Tsantili-
Kakoulidou, 2008; Poole i Poole, 2003; Valké, 2004], zarowno kolumnowa [Casoni i wsp., 2009;
Chrysanthakopoulos i wsp., 2010; Pallicer i wsp., 2010, 2011], jak 1 planarna [Djakovié¢-Sekuli¢ i wsp., 2008;
Hawryt i wsp., 2012; Komsta i wsp., 2010; Perisi¢-Janji¢ i wsp., 2011; 2013; Pyka, 2004, 2009; Waksmundzka-
Hajnos i wsp., 2008]. Jedng z najcenniejszych zalet chromatografii cieczowej jest mozliwos¢
stosowania faz stacjonarnych, ktore imituja uktady biologiczne. Coraz bardziej stajg si¢
popularne fazy nowej generacji, takie jak sztuczne membrany (IAM - Immobilized Artificial
Membranes) [Barbato i wsp., 2004, 2007; Giaginis i Tsantili-Kakoulidou, 2008; Grumetto i wsp., 2013;
Kaliszan, 2007; Li i wsp., 2006, 2007; Sprunger i wsp., 2007; Taillardat-Bertschinger i wsp., 2003 Valko, 2004;
Valké i wsp., 1998; Vrakas i wsp., 2006], fazy stacjonarne z immobilizowanymi proteinami [Nasal
i wsp., 2003; Valké, 2004], ceramidami [Yin i wsp., 1998], keratyng [Turowski i Kaliszan, 1997],
fosfolipidami [Godard i Grushka, 2011] 1 liposomami [Giaginis i Tsantili-Kakoulidou, 2008; Liu i wsp.,
2002, 2011]. Stosowane sg takze alternatywne techniki chromatografii cieczowej, takie jak
chromatografia z micelarng faza ruchoma, tj. MLC (Micellar Liquid Chromatography)
[Detroyer i wsp., 2001; Kawczak i Baczek, 2012; Kawczak i wsp., 2010; Ruiz-Angel i wsp., 2008] i BMC
(Biopartitioning Micellar Chromatography) [Bermudez-Saldafia i wsp., 2007; Escuder-Gilabert i wsp.,
2003, 2004; Lu i wsp.,, 2009; Martinez-Pla i wsp., 2001], elektrochromatografia EC
(Electrochromatography) [Klotz i wsp., 2001; 2002], elektrokinetyczna chromatografia micelarna
MEKC (Micellar Electrokinetic Chromatography) lub chromatografia przeciwpradowa CCC
(Counter-Current Chromatography) [Berthod i wsp., 1999; Carda-Broch i Berthod, 2003].

Parametry chromatograficzne, jako deskryptory lipofilowosci, korelowane sg nie tylko
z podzialowymi indeksami lipofilowosci log P, ale takze wielko$ciami charakteryzujacymi

aktywnos$¢ biologiczng substancji. Metoda iloSciowych zalezno$ci wigzacych parametry
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retencyjne substancji z jej aktywnoscig biologiczng QRARs (Quantitative Retention-Activity
Relationships), obok QSARs, czy tez bardziej ogoélnej metody QSPRs jest stosowana
w projektowaniu substancji o pozadanych wtasciwosciach biologicznych [Kaliszan, 1987, 2007].

Chromatografie cieczowa stosuje si¢ do przewidywania wchtaniania ksenobiotykow
w uktadzie pokarmowym, przenikalnosci przez bariery biologiczne i wigzania z biatkami
osocza, co ma decydujacy wpltyw na stezenie substancji w organizmie i jej biodostepnosc [Al-
Haj 1 wsp., 1998; Barbato i wsp., 2007; Detroyer i wsp., 2001; Escuder-Gilabert i wsp., 2003, 2004; Grumetto
i wsp., 2013; Hidalgo-Rodriguez i wsp., 2013; Kaliszan, 2007; Kotecha i wsp., 2007; Liu i wsp., 2002; Lu
i wsp., 2009; Nasali wsp., 1997; Perisi¢-Janji¢ i wsp., 2011, 2013; Sugano i wsp., 2000; Valko, 2004; Valkd
i wsp., 2011; Waters i wsp., 2013;]. Chromatograficzne parametry lipofilowosci korelowane sg
takze z aktywnos$cig biologiczng danej substancji, ktorg w sposéb ilosciowy oceniajg takie
parametry jak stezenie $miertelne LC (Lethal Concentration) lub dawka $miertelna LD (Lethal
Dose), czy tez stezenie hamujace wzrost drobnoustroju MIC (Minimal Inhibitory
Concentration) [Bermudez-Saldafa i wsp., 2007; Giaginis i wsp., 2007; Jézwiak i wsp., 2000; Martinez-Pla
i wsp. 2001; Nasal i wsp., 2003; Poole i wsp., 2013; Wang i wsp., 2007].

W chromatografii cieczowej uznanym parametrem lipofilowosci jest wspotczynnik
retencji k, ktory w polaczeniu z prawem Nernsta i1 reguta Collandera [Kaliszan, 1987; Kirkland,
1971], prowadzi do nastepujacej zaleznosci:
logP = plogk +q (1),
w ktorej p i g to wspolczynniki regresji prostoliniowe;.

Roéwnanie (1) jest teoretyczng podstawg stosowania wartosci log k& jako
chromatograficznego deskryptora lipofilowosci, analogicznego do log P.

Standaryzowanym deskryptorem lipofilowo$ci w chromatografii cieczowej jest
logarytm wspoétczynnika retencji substancji w uktadzie zawierajacym wodg¢ (lub bufor) jako
faze ruchoma, czyli warto$¢ log k&, [Kaliszan, 1987]. Obecnie parametry log P i log k, sa
rekomendowane jako deskryptory lipofilowosci przez miedzynarodowa Organizacje
Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD - Organization for Economic Co-operation and
Development) [Nasal i wsp., 2003].

Zmierzenie wspotczynnika retencji log k, w uktadzie izokratycznym, zawierajacym
niepolarng fazg stacjonarng i czysta wode (bufor) jako faze ruchoma, z uwagi na og6lny
problem elucji [Kirkland, 1971], jest bardzo trudne i mozliwe jedynie dla substancji stabo lub
umiarkowanie lipofilowych, o ile stosuje si¢ techniki z wymuszonym przeplywem fazy

ruchomej, takie jak HPLC (High Performance Liquid Chromatography) czy OPLC (Over-
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Pressured-Layer Chromatography). Dobrym rozwigzaniem jest w tym przypadku stosowanie
elucji gradientowej [Du i wsp., 1998, 2001; Kaliszan, 2007; Nasal i wsp., 2003; Valké i wsp., 2001 ].

NajczesSciej do wyznaczania wartosci  log &, wykorzystywane s3 metody
ekstrapolacyjne, w ktorych wykorzystuje si¢ doswiadczalne zaleznosci opisujace wplyw
stezenia modyfikatora organicznego w fazie ruchomej na parametry retencyjne substancji.
Metode ekstrapolacji stosowatl w swoich wczesnych pracach Biagi 1 wsp. [Biagi i wsp., 1964,
1970, 1975], wykorzystujac w tym celu rownanie linii prostej oraz wielomian drugiego stopnia.
Ekstrapolacja prostoliniowa jest konsekwencja rownania Soczewinskiego i Wachtmeistera
[Soczewinski i Wachtmeister, 1962]:

logk =logk,, +s¢, (2),

w ktorym ¢ to ulamek objetosciowy modyfikatora organicznego w fazie ruchome;,
a wspolczynnik regresji s charakteryzuje chromatografowang substancje.

Réwnanie (2) spelnione jest w ograniczonym zakresie stezenia modyfikatora
organicznego w eluencie, zaleznym zaré6wno od substancji jak 1 uktadu chromatograficznego.

Mimo ze metoda ekstrapolacyjna budzi liczne watpliwosci wynikajace z faktu, ze
otrzymywane wyniki zaleza nie tylko rodzaju stosowanego modyfikatora organicznego
1 zakresu jego stezenia w fazie ruchomej oraz matematycznej postaci funkcji ekstrapolacyjnej,
jest ona powszechnie uznana jako procedura standaryzacji parametréw chromatograficznych,
a ekstrapolowane wartos$ci log k,, tworza akceptowang skale lipofilowosci.

Pewnym rozwigzaniem problemow  wynikajacych ze  stosowania  metod
ekstrapolacyjnych bylo wprowadzenie przez Valkd i1 Slegela [Valké i Slegel, 1993] nowego
chromatograficznego parametru lipofilowosci, ¢,. Parametr ten dla wigkszo$ci substancji jest
mozliwy do wyznaczenia na drodze eksperymentalnej i1 bardziej powtarzalny niz
ekstrapolowana warto$¢ log k,. Wartosci ¢, wyznaczone dla réznych modyfikatorow
organicznych, zard6wno bardzo dobrze koreluja ze sobg jak 1 wspolczynnikami log P.
Parametr ¢, znalazt spektakularne zastosowanie w chromatografii gradientowej, poniewaz
stat si¢ podstawa do wprowadzenia chromatograficznego indeksu hydrofobowosci CHI
(Chromatographic Hydrophobicity Index). [Du i wsp., 1998; 2001; Fuguet i wsp., 2007; Nasal i wsp.,
2003; Valké, 2003; Valké i wsp., 2001].

Mimo rozleglych badan dotyczacych przewidywania lipofilowosci substancji
organicznych oraz powigzania jej z wlasciwosciami biologicznymi, temat ten jest wcigz
otwarty i inspirujacy do dalszych poszukiwan. Prowadzone przeze mnie badania

zaowocowaly cyklem artykutow naukowych [H2-H15] oraz rozdziatem w monografii [H1],
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ktore staly si¢ podstawa niniejszego opracowania. W swoich badaniach skoncentrowatam si¢
na:

. Poszukiwaniu alternatywnej w stosunku do ekstrapolacji metody obliczania wartos$ci
log k,, mozliwej do zastosowania w izokratycznej chromatografii kolumnowej oraz
chromatografii planarnej. Przedstawitam nowa, numeryczng metode wyznaczania warto$ci
log k, substancji organicznych, oparta o rownanie OS$cika oraz jej zastosowanie do oceny
wlasciwosci lipofilowych 1 biologicznych substancji organicznych o potencjalnym znaczeniu
biologicznym [H1, H3-H7, H8, H13]. Byly to przede wszystkim nowozsyntezowane zwigzki
organiczne, tj. benzanilidy i benzamidy [H3, H6], s-triazyny [H4, HS, H7] i pochodne kwasu
karbaminowego 1 fenoksyoctowego [H8, H13] badane jako potencjalne leki lub $rodki
ochrony roslin, ale takze substancje wzorcowe [H9].

o Zastosowaniu uktadéw chromatograficznych imitujacych rzeczywiste uktady
biologiczne, tj. chromatografii micelarnej [H10-H13, H15] i1 chromatografii kolumnowe;j
z immobilizowang sztuczng membrang 1 cholesterolem [H13-H15], do przewidywania
wilasciwosci lipofilowych i1 biologicznych réznych zwigzkéw organicznych o potencjalnym
znaczeniu biologicznym. Oprdcz substancji wymienionych wyzej byty to 1,2,4-triazole [H11,
H12, H15] i pochodne imidazotriazynowe [H14], nowe substancje o rozlegtym spektrum
aktywno$ci  biologicznej, = min.  jako  potencjalne  leki  anty-proliferacyjne,
przeciwnowotworowe 1 przeciwbolowe. Nowoscig w badaniach tych bylo zastosowanie
micelarnej chromatografii cieczowej w technice OPLC [H10-H12] oraz fazy stacjonarnej
z immobilizowanym cholesterolem [H13-H15].

. Przedstawieniu sSwojego udziatu W systemie badan biologicznych
i chromatograficznych, okre§lanym nazwa BioArena, wykorzystujacym unikatowe
mozliwo$ci chromatografii planarnej do badania mechanizmu dziatania substancji organicznej

na zywe organizmy [H1, HS].

4c¢.2. Zastosowanie rownania Oscika do obliczania wartosci log k,,

Teoretycznym uzasadnieniem wykorzystania rownania OScika [Jaroniec i Oscik, 1982] do
opisu retencji substancji w chromatografii cieczowej z odwroconym uktadem faz, byly
kompleksowe prace Jaronca nad teorig retencji w chromatografii cieczowej [Jaroniec, 1993;
Jaroniec i Martire, 1987]. Wedlug Jaronca, model mieszany, czyli adsorpcyjno-podziatowy,
przyjmujacy adsorpcje jako proces odpowiedzialny za tworzenie fazy powierzchniowej oraz
mechanizm  podzialowy dla  dystrybucji  substancji migdzy fazami  uktadu

chromatograficznego, jest najbardziej prawdopodobny w chromatografii cieczowe]
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z odwroconym uktadem faz. Rownanie Oscika, cho¢ wyprowadzone w oparciu
o termodynamiczny opis uktadéw roztwor-ciato state [Jaroniec i Oscik, 1982], jest zgodne z tym
wlasnie mechanizmem.
Oscik [Oscik i Roézylo, 1971; H2] podaje nastepujaca zalezno$¢ miedzy retencja
chromatografowanej substancji a stezeniem dwusktadnikowej fazy ruchome;:
I I o ks
logk, s, = x! logk,, +x} logh, ) +(x7 —x! )(logk— +A), 3),
5(2)

w ktorejlogk ,,,, logk,

1) i logk,

sz t0 wspolczynniki retencji substancji w uktadach

z mieszang fazg ruchomg oraz z czystymi rozpuszczalnikami / 1 2. W chromatografii
cieczowej z odwroconym uktadem faz, sktadnikiem / jest modyfikator organiczny natomiast

2 — woda. W literaturze parametr logk,, , a wigc wspolczynnik retencji w ukfadzie
zawierajacym wode¢ jako faz¢ ruchoma oznaczany jest zwykle jako logk . Parametry
x|ix}to utamki molowe sktadnikéw 7 i 2 w fazie objeto$ciowej, natomiast xto utamek
molowy skladnika / w fazie powierzchniowej. Parametr A4, ([H2]: Eq. (2)) opisuje
oddzialywania miedzyczasteczkowe wystepujace w fazie objetosciowej. Wartos¢ x;” , mozna
wyznaczy¢ w sposob doswiadczalny lub tez obliczy¢ przyjmujac okreslony model adsorpcji.

Stosujac w tym celu réwnanie Everetta [Everett, 1964; H2] otrzymuje si¢ prostoliniowa postaé

rownania Oscika [Rézyto i wsp., 1987; Rozyto i Janicka, 1990]:

1
i Xy X I
G(xl)zl b ok, —xllogh “n T @.
Og K1y — X1 0Ky — X, LOZK (5

Symbol G(xi) oznacza wyrazenie znajdujace si¢ po lewej stronie réwnania (4),
natomiast a i b to parametry regresji liniowej. Parametry a 1 b pozwalaja obliczy¢ stale

charakteryzujace wiasciwosci substancji chromatografowanej 4,,,, ([H2]: Eq. (2); [H9]: Eq.
(8)) 1 uktadu chromatograficznego K, ([H9]: Eq. (7)).

Rownanie OS$cika, w postaci zapisanej wyrazeniem (4), uwzgledniajac zaleznos¢
Everetta, jest rtOwnaniem czteroparametrowym jednej zmiennej niezaleznej x; ([H2]: Eq. (4)).
Wartosci poszczegdlnych parametrow tego rOwnania, to jest logk,, logk,, , K, oraz
A5 zaleza od wlasciwosci wszystkich elementow uktadu

chromatograficznego: logk, ilogk,, zaleza od substancji i fazy stacjonarnej, stata K,

charakteryzuje fazg stacjonarng i ruchomg, natomiast A4, ,,, substancj¢ i faz¢ ruchoma.
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Roéwnanie Oscika zastosowatam do opisu retencji substancji w chromatografii cieczowe]
z odwroconym uktadem faz w badaniach modelowych [H2]. Oceniatam wplyw wilasciwosci
poszczegolnych elementow uktadu chromatograficznego na retencj¢ substancji. W tym celu

zmieniany byt jeden z parametrow rownania (3), to jest logk,,, logk,,, , K,lub A, , przy

s(1)»
statych wartosciach trzech pozostatych. Postepowanie takie jest pewnym uproszczeniem,
poniewaz zmiana ktéregokolwiek elementu uktadu chromatograficznego, niesie ze sobg
jednoczesng zmiang warto$ci pozostalych parametrow tego rownania. Przyjmujac jako stale

wartosci logk, ), logk , 1 K,, oraz zmieniajac 4, , analizowalam wplyw oddzialywan

miedzyczgsteczkowych wystepujacych w fazie objetosciowej na retencje substancji.

Zmieniajagc wartoSci K ,, przy zachowaniu stalych wartosci logk,,,, logk,, 14,/

ocenialam wplyw sktadu fazy powierzchniowej na retencje. Zachowanie stalych wartosci
logk,y, K, oraz 4, , przy zmieniajacej si¢ wartosci logk,,, , pozwolito mi oceni¢ wptyw

wlasciwosci substancji na jej retencj¢ w danym uktadzie chromatograficznym.

Wykresy przedstawione na rysunkach ([H2]: Fig. 1-3) ilustruja mozliwe ksztatty funkcji
retencji opisanych rownaniem Oscika. Zalezno$ci te pozwalaja oceni¢, ktore wlasciwosci
uktadu chromatograficznego, i w jakich warunkach, maja najistotniejszy wptyw na retencje
badanej substancji. Otrzymane wyniki, uwzgledniajac wspomniane wczesniej zatozenia
upraszczajace, pozwolity stwierdzi¢, ze oddzialywania miedzyczasteczkowe wystepujace
w fazie objetosciowej maja wplyw na retencje substancji w calym zakresie stezenia
modyfikatora organicznego w eluencie ([H2]: Fig. 1). Wplyw skladu fazy powierzchniowej
na wartosci log k, podobnie jak wilasciwosci chromatografowanej substancji, jest
najistotniejszy dla faz ruchomych ,,bogatych” w wode¢ ([H2]: Fig. 2, Fig. 3). Gdy stezenie
modyfikatora organicznego w fazie ruchomej jest znaczne, wartoSci log &
chromatografowanych substancji w mniejszym stopniu zalezg od tego stezenia.

Przeprowadzone badania teoretyczne potwierdzone zostaly do$wiadczalnymi
zalezno$ciami log k vs. x| ([H2]: Fig. 4), otrzymanymi dla réznych uktadéw i substancji.
Badania modelowe oraz ich weryfikacja doswiadczalna pozwolily uzna¢, ze réwnanie Oscika
nie tylko prawidlowo opisuje funkcje retencji w chromatografii cieczowej z odwroconym
ukladem faz, ale takze przewiduje rozne ksztalty tych zaleznosci. Tym samym staty si¢ one

podstawg do opracowania numerycznej metody obliczania wartosci logk,,, (log k)

chromatografowanych substancji.
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Podobnej analizy dokonatam korzystajac z danych literaturowych [H9, Sanagi i wsp.,
1996], dla grupy substancji standardowych (homologicznych alkilowych pochodnych benzenu:
toluen, etylobenzen, propylobenzen, butylobenzen, heksylobenzen) oraz testowych
(benzamid, p-krezol, benzaldehyd, acetofenon, nitrobenzen, benzoesan metylu, benzofenon
i bifenyl), znacznie rdéznigcych si¢ wlasciwosciami z uwagi na réznorodno$¢ grup
funkcyjnych 1 stosowanych w chromatografii cieczowej do wyznaczania skali indeksow
retencji [Sanagi et al., 1996]. Wykorzystane przeze mnie doswiadczalne wartosci log &
zmierzone zostaly technika HPLC, dla trzech faz stacjonarnych RP-8, RP-18 i PLRP-S
(polistyren-diwinylobenzen) oraz mieszanin woda-metanol i woda-acetonitryl jako faz

ruchomych.  Wartosci 4, oraz K, charakteryzujace poszczegédlne uklady

chromatograficzne ([H9]: Table 3) obliczytlam korzystajac z prostoliniowego réwnania Os$cika
([H9]: Fig. 1). Dla wszystkich badanych substancji, bez wzgledu na stosowany uktad
chromatograficzny, uzyskalam bardzo dobra zgodno§¢ danych doswiadczalnych
z obliczonymi teoretycznie funkcjami retencji ([H9]: Fig. 2, Fig. 3). Otrzymane wyniki
potwierdzajg rozwazania teoretyczne Jaronca [Jaroniec i Martire, 1987], a tym samym stusznos$¢
stosowania rownania OS$cika, w postaci podstawowej (rdwnanie (3)) oraz prostoliniowej
(rownanie  (4)), do opisu retencji substancji w  chromatografii = cieczowe]

z odwroconym uktadem faz.

l-l:ll}k— 8o -T ] T T T T T T T
log logk
800 — &o0 —
4 DD — 400 —
100 = 200 —
Ot
¥ nm I T r L] I T —I—
Qoo 0 X0 D40 .60 1] ]
B3 =} 1ap o0 =B i) 0an (1] 088 1'1 1,00

Figure 3. Effect of solute hydrophobicity on retention. log k vs. x§ relationships { Eq.(4) ) obtained
for Asr12)= L35, log k_,lr” =0.0, log k;f}_.l =50; 55 60, 6.5; 7.0 and for: (A) K;2=5.0 and
(B) K2 =10.

Rysunek 1. Teoretyczne zaleznosci log & vs. x; otrzymane dla r6znych wartosci log k.. ((H2]: Fig. 3).
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Zaré6wno badania modelowe [H2] jak 1 opis retencji substancji w uktadach
rzeczywistych [H9, Kwietniewski i wsp., 1998], staly si¢ teoretycznym uzasadnieniem badan
prowadzacych do opracowania nowej metody obliczania wartosci wspotczynnikdéw retencji
substancji w uktadzie zawierajagcym czysta wode jako faze ruchomg. Problem wyznaczania
wartosci  log k. (logk,, ) jest S$cisle zwigzany z oceng wplywu wiasciwosci
chromatografowanej substancji na przebieg funkcji retencji opisanych rownaniem OSscika, co
ilustruja wykresy przedstawione na Rysunku 1 ([H2]: Fig. 3). Dokonujac inwersji
postawionego problemu, wykresy te mozna interpretowa¢ w sposob nastepujacy: linie

teoretyczne odpowiadajace roznym wartoSciom logk,, (log k) przedstawiajg, w jaki sposob,
dla danej substancji i ukfadu chromatograficznego (state wartosci logk,,, K, oraz 4 ,),
zmiana wartosci logk,,, wptywa przebieg funkcji retencji i ich ewentualne dopasowanie do

danych doswiadczalnych.
W postaci prostoliniowej, réwnanie O$cika moze by¢ wykorzystane do obliczania

wartoSci logk,,. Jezeli dla danej substancji zmierzone zostang wartosci logk,,, oraz
logk,,, w ukladach z mieszang faza ruchomg o roznych stezeniach modyfikatora
organicznego oraz czystym modyfikatorem, to jedyng niewiadoma w rownaniu (4) pozostaje
logk,(,). Warto$¢ t¢ wyznaczy¢ mozna przez numeryczne dopasowanie, ktorego warunkiem
jest prostoliniowa zalezno$¢ pomiedzy wyrazeniem G(x{) ixll . Kolejne etapy tej metody
ilustruja wykresy przedstawione na rysunkach ([H3]: Fig. 2, 4).

W etapie pierwszym do rownania (4) wprowadzane sg rdzne, zmieniajgce si¢ ze stalym
krokiem, wartosci logk,,) ([H3]: Fig. 2A, Fig. 4). W etapie drugim analizowane sa wartosci
wspotezynnikéw korelacji dopasowania (R?) funkcji G(xi) Vs. xll ([H3]: Fig. 2B, Fig. 5).
W etapie ostatnim rozniczkowane sa zalezno$ci R’ vs. logk,,, a wartosci logk,, obliczane
sa przez ekstrapolacje prostoliniowych fragmentéw otrzymanych wykresow dR”/d( logk,,))
vs. logk,,), w kierunku zerowych zmian R’([H3]: Fig. 2C, Fig. 6).

Powyzsza metodg stosowalam do obliczania wartosci logk,,, (log k) zwiazkow

organicznych, na podstawie danych do$wiadczalnych otrzymanych w réznych technikach
i uktadach chromatograficznych (Tabela 1). Byly to substancje wzorcowe (pochodne
benzenu) oraz nowe zwigzki organiczne, to jest benzanilidy 1 benzamidy majgce potencjalne

wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, zsyntezowane w Zakltadzie Chemii Uniwersytetu
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Przyrodniczego w Lublinie, pochodne kwasu fenoksyoctowego 1 karbaminowego
o potencjalnych wlasciwosciach chwastobdjczych, zsyntezowane w Zakladzie Chemii
Organicznej Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, oraz grupa homologicznych
s-triazyn, substancji o potencjalnych wlasciwosciach chwastobdjczych, dostarczona

z Instytutu Chemii Uniwersytetu w Nowym Sadzie.

Tabela 1. Badane substancje i uktady chromatograficzne.

substancje Technika: uktad chromatograficzny publikacja
pochodne benzenu | HPLC: RP-18/woda-acetonitryl H9
HPLC: RP-8/woda-metanol H9
HPLC: RP-8/woda-acetonitryl H9
HPLC: PLRP-S/woda-tetrahydrofuran H9
benzanilidy TLC: RP-18W/woda-aceton H6
1 benzamidy TLC: RP-18W/woda-metanol H6
TLC: RP-CN/woda-metanol H6
TLC: RP-CN/woda-aceton H6
OPLC: RP-18/woda-acetonitryl H3
s-triazyny TLC: RP-18/woda-acetonitryl H4
TLC: RP-18/woda-1,4-dioksan H4
TLC: RP-18/woda-tetrahydrofuran H4
TLC: RP-18/woda-aceton H4
TLC: RP-CN/woda-acetonitryl H4
TLC: RP-CN/woda-1,4-dioksan H4
TLC: RP-CN/woda-tetrahydrofuran H4
TLC: RP-18/bufor-metanol H7
OPLC: RP-8/woda-acetonitryl H4
OPLC: RP-18/woda-acetonitryl H4
OPLC: RP-8/bufor-acetonitryl H7
OPLC: RP-8/bufor -1,4-dioksan H7
OPLC: RP-8/bufor —tetrahydrofuran H7
OPLC: RP-18/bufor-acetonitryl H7
OPLC: RP-18/bufor -1,4-dioksan H7
OPLC: RP-18/bufor —tetrahydrofuran H7
HPLC: RP-18e/woda-metanol HS5
HPLC: RP-18e/woda-acetonitryl HS5
pochodne kwasu TLC: RP-18/bufor-metanol HS8
karbaminowego HPLC: RP-18e/bufor-metanol HI13
i fenoksyoctowego | HPLC: RP-18e/bufor-acetonitryl H13

4c.2.1. Wplyw rodzaju ukladu i techniki chromatograficznej na numeryczne wartosci
log &,
W  przeprowadzonych badaniach oceniatam wptyw rodzaju uktadéw 1 technik
chromatograficznych na numeryczne wartosci log k,. Porownywatam takze wartosci

obliczone metoda numeryczng z warto$ciami obliczonymi metodami ekstrapolacyjnymi.
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Poréwnujac wartosci log k,, pochodnych benzenu, obliczone metoda numeryczng na
podstawie danych do$wiadczalnych otrzymanych w réznych uktadach chromatograficznych
HPLC [H9], otrzymatam zaleznosci prostoliniowe, o warto$ciach wspotczynnika korelacji
R zawartych w przedziale od 0,8805 do 0,9818 1 odchylenia standardowego sd od 0,449 do
0,195 ([H9]: Table 2). Zaleznosci te jedynie dla fazy stacjonarnej RP-8 i obu modyfikatorow
organicznych (metanol i acetonitryl) sa zadowalajace (R = 09818, sd = 0,195).
W pozostatych przypadkach stwierdzitam wyrazne odchylenia od liniowosci dla substancji
najmniej i najbardziej lipofilowych.

Wartosci log &, obliczone metoda numeryczng dla grupy 22 benzanilidow [H6], dla
roznych uktadow chromatograficznych w technice TLC, takze tworzg prostoliniowe korelacje
o korzystnych parametrach statystycznych (R = 0,899-0,967 i sd = 0,217-0,113). Ponownie
najwyzsze wartosci R otrzymatam dla zalezno$ci odpowiadajacych réznym fazom ruchomym,
przy tej samej fazie stacjonarnej ([H6]: Fig. 2). Porownujac warto$ci log k,, odpowiadajace
fazie stacjonarnej RP-18W stwierdzitam odchylenia od liniowo$ci substancji  3-5,
posiadajacych grupe hydroksylowa w pier§cieniu anilidowym ([H6]: Fig. 2A). Obecnos¢
hydrofilowego podstawnika wyraznie zmniejsza powinowactwo tych substancji do fazy
stacjonarnej RP-18W, w przypadku zastosowania metanolu jako modyfikatora fazy ruchome;.
Odchylen takich nie obserwowatam dla mniej hydrofobowej fazy stacjonarnej RP-CN ([H6]:
Fig. 2B). W badaniach tych, jako alternatywne deskryptory lipofilowosci, obliczytam
parametry wprowadzone przez Valkoé i Slegela [Valké i Slegel, 1993]. Rowniez dla tych
parametrow ocenialam wptyw uktadu chromatograficznego na obliczone warto$ci, analizujgc
istniejace pomigdzy nimi korelacje. W przypadku indeksu lipofilowosci x, charakteryzuja si¢
one niezadowalajagcymi parametrami statystycznymi, tj. R = 0,539 - 0,859 i sd = 0,045 -
0,027. Podobnie jest w przypadku ekstrapolowanych wartosci log 4, dla ktorych R = 0,629 -
0,893 i sd = 0,405 - 0,232.

Poniewaz obliczone wartosci x, [H6] wyrazone zostaly w utamku molowym
rozpuszczalnika organicznego, a nie w utamku objetosciowym jak podaja Valko i Slegel
[Valké i Slegel, 1993], poréwnatam wartosci utamkow objetosciowych i molowych metanolu
1 acetonu w roztworach wodnych. Obliczone dla poszczegdlnych substancji wartosci x,
zmieniajg si¢ w zakresie od 0,34 do 0,63 dla metanolu, oraz od 0,21 do 0,37 dla acetonu
([H6]: Table 3). W tym zakresie, pomiedzy utamkiem objetosciowym (@) i molowym (x),
zarOwno metanolu jak i1 acetonu, istniejg prostoliniowe zalezno$ci, o bardzo wysokich

;e 2
warto$ciach R*:

16



Zalacznik 2a

®Dmetanol = 0,866 Xmetanol T 03250

(Xmetanol €< 0,3 = 0,7>, n=41; R* =0,9933; sd’ =7 x10”) (5)
oraz

Paceton = 1,248 Xoceton + 0,255

(Xaceton €< 0,15 —0,4>, n=25; R’ = 0,9879; sd’ = 0,0001) 6).

Pozwala to uznaé, ze wszystkie korelacje wigzace indeksy lipofilowosci Valko i Slegela maja
analogiczne parametry statystyczne, bez wzgledu na to, czy wyrazone s3 one
w ulamku molowym, czy objetosciowym, o ile zawarte s3 w wymienionym przedziale
wartosci.

Parametry retencyjne homologicznych s-triazyn wyznaczalam stosujac rozne techniki
(TLC, OPLC 1 HPLC) i uktady chromatograficzne [H4, H5, H7]. Do obliczenia wartosci
log k, wykorzystatam metod¢ numeryczng i1 ekstrapolacje prostoliniowa. W badaniach
opisanych w artykule H4 stosowalam technik¢ TLC z dwiema fazami stacjonarnymi RP-18
1 RP-CN, oraz aceton, acetonitryl, tetrahydrofuran i 1,4-dioksan jako modyfikatory faz
ruchomych, jak réwniez OPLC z fazami stacjonarnymi RP-8 i RP-18, oraz acetonitryl jako
modyfikator organiczny. Poréwnujac ze sobg wszystkie obliczone wartosci log 4, ([H4]:
Table 4) stwierdzitam wyrazny wplyw zaréwno fazy stacjonarnej, ruchomej jak i techniki na
otrzymane korelacje. Poniewaz obliczona metoda numeryczng wartos¢ log k,, dla substancji
7, w uktadzie OPLC: RP-8/woda-acetonitryl, jest znacznie zanizona i wyraznie odbiega od
pozostalych danych zdecydowatam, aby wylaczy¢ ja z wigkszosci korelacji analizowanych
w dalszej czesci pracy.

Najwyzsze wartoéci wspolczynnikow dopasowania (R’ > 0,98) otrzymatam dla
parametrow log k,, wyznaczonych dla uktadéw z tetrahydrofuranem lub 1,4-dioksanem jako
sktadnikami faz ruchomych (OPLC i TLC). Stwierdzitam takze, ze korelacje odpowiadajace
ekstrapolowanym warto$ciom log k,, charakteryzuja si¢ wyzszymi warto$ciami R niz te, ktore
otrzymatam dla parametrow log k, obliczonych metoda numeryczng. Nalezy zauwazy¢, ze
odchylenia od liniowosci w analizowanych korelacjach wykazuja substancje najmniej
1 najbardziej lipofilowe ([H4]: Fig. 1). Jest to zrozumiale w przypadku analizowania
zwigzkow tak bardzo rdézniacych si¢ lipofilowoscig jak badane homologiczne s-triazyny.
Wartosci clog P tych substancji obejmuja zakres od 2,5 do 12,11 ([H4]: Table 2).

Bardziej szczegdétowo wptyw witasciwosci uktadu chromatograficznego na numeryczne
wartosci log &, homologicznych s-triazyn zbadatam w technice OPLC [H7]. Zastosowatam

fazy stacjonarne RP-8 1 RP-18 oraz tetrahydrofuran, 1,4-dioksan 1 acetonitryl jako
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modyfikatory faz ruchomych. Wartosci log k, obliczylam metoda numeryczng 1 przez
ekstrapolacje prostoliniowa ([H7]: Table 4). Dla numerycznych warto$ci log 4, obliczonych
z roznych uktadow chromatograficznych, otrzymatam prostoliniowe korelacje, o wysokich
wartosciach R zawartych w przedziale od 0,9970 do 0,9703 oraz sd od 0,078 do 0,244.
Wyraznie gorsze wyniki otrzymatam dla ekstrapolowanych wartosci log k,, dla ktorych
R=0,9631-0,67841sd = 0,228 — 0,498.

Prostoliniowg zalezno$¢, o wysokiej wartosci wspdlczynnika korelacji (R = 0,989)
otrzymatam takze dla numerycznych wartosci log &, homologicznych s-triazyn, obliczonych
dla techniki HPLC z fazg stacjonarng RP-18e oraz acetonitrylem i metanolem jako
modyfikatorami faz ruchomych ([H5]: Table 3; Eq. (6)). W przypadku ekstrapolowanych
parametrow log k,, analogiczne korelacje charakteryzujg si¢ mniej korzystnymi parametrami

statystycznymi R i sd ([H5]: Eq. (4), Eq. (5)).

4c¢.2.2. Ocena numerycznych wartosci log k,, jako indeksow lipofilowoSci

Waznym kryterium oceny parametrow retencyjnych jako deskryptorow lipofilowosci,
w przypadku substancji tworzacych szeregi homologiczne, jest pordwnanie ich z liczbg
atomow wegla w czasteczce (nc). W przypadku homologicznych s-triazyn, badanych
w roznych uktadach chromatograficznych technika OPLC [H7], korelacje pomig¢dzy
numerycznymi warto$ciami log &, a liczba atomoéw wegla w podstawniku pier§cieniowym
majg posta¢ wielomianu drugiego stopnia ([H7]: Fig. 3, Fig. 4). Wartosci wspotczynnikow
korelacji R, odpowiadajace r6znym uktadom chromatograficznym, zawieraja si¢ w przedziale
od 0,9995 do 0,9779. Analogiczne zaleznosci, otrzymane dla ekstrapolowanych parametroéw
log k., maja takze posta¢ paraboli, o nizszych warto$ciach R, zawartych w przedziale 0,9801
—0,8572.

W przypadku techniki HPLC korelacje typu log k, vs. nc, otrzymane dla obu
stosowanych faz ruchomych, opisane zostaty rownaniami linii prostej ([H5]: Fig. 2).

Dla numerycznych wartos$ci log &, rtOwnania te maja postac:

log &y, mcon = 0,780 nc—0,118; n=9; R=0,9962; sd = 0,229 (7),
log &y, Mecn = 0,361 ne +0,883; n=9; R =10,9949; sd = 0,124 (8),
dla log k,, obliczonych przez ekstrapolacj¢ prostoliniowa:

log &y, mcon = 0,406 nc + 0,588; n=9; R=0,9778; sd = 0,294 9),
log &y, Mecn = 0,237 ne +0,626; n=9; R =0,9427; sd = 0,284 (10),

dla log k,, obliczonych przez ekstrapolacje paraboliczng:

log k&, Mcon = 0,823 n¢—0,466; n=9; R =0,9799; sd = 0,566 (11),
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log &y, Mecn = 0,333 ne + 0,508; n=9; R =10,9501; sd = 0,370 (12).

Zardéwno dane statystyczne rownan (7) — (12) jak i wykresy przedstawione na rysunku
([H5]: Fig. 2), wskazuja, ze najlepsze korelacje, nie posiadajace odchylen od liniowosci,
otrzymane zostaly dla numerycznych wartosci log k,, zwlaszcza dla metanolu jako
modyfikatora fazy ruchome;.

Jak wspomnialam w czeSci wstgpnej] niniejszego opracowania, standardowym
parametrem lipofilowos$ci substancji jest wspolczynnik podziatu w uktadzie dwufazowym
n-oktanol-woda. Doswiadczalnym kryterium oceny warto$ci log 4, jako deskryptorow
lipofilowosci, jest pordwnanie ich ze wspotczynnikami podziatu zmierzonymi w tym uktadzie
referencyjnym. Porownanie takie przeprowadzitam dla substancji standardowych i testowych
([H9]: Table 5), otrzymujac prostoliniowe zaleznosci log P, vs. log k,, o wysokich
wspotczynnikach korelacji (R = 0,9962 - 0,9386) oraz niskich wartosciach sd (sd = 0,088-
0,341), zwlaszcza dla numerycznych wartosci log k,, obliczonych z uktadu RP-8/woda-
metanol.

Dostep do doswiadczalnych wartosci log P, z uwagi na wyjatkowo Zzmudna,
wymagajacg bardzo czulych analiz ilosciowych 1 mato powtarzalng metodyke pomiaru, jest
ograniczony. W przypadku nowosyntezowanych substancji, poddawanych badaniom
przesiewowym, wysitek wlozony w pomiar log P jest niewspotmierny do osigganych
rezultatdéw. W praktyce do wyznaczania log P substancji o znanej strukturze wykorzystuje si¢
metody obliczeniowe. Sg to metody oparte o wtasciwosci atomow lub fragmentow czasteczki
lub tez czasteczki jako calo$ci [Hansch i Leo, 1979; Rekker i Mannhold, 1992; Tetko, 2005]. Metody
obliczeniowe, korzystajace z réznych baz danych, dostarczajg wartosci log P cz¢sto znacznie
r6éznigcych si¢ miedzy sobg i wymagajacych kolejnej weryfikacji.

W omawianych opracowaniach analizowatam teoretyczne wartosci log P réznych
substancji organicznych, obliczane na podstawie ich budowy strukturalnej. W przypadku
pochodnych benzenu ([H9]: Table 4), teoretyczne parametry log P tworza prostoliniowe
wzajemne korelacje, o bardzo korzystnych parametrach statystycznych (R = 0,9976 — 0,9737
i sd = 0,070 — 0,327) ([H9]: Table 6). Wartosci teoretyczne, zwlaszcza Alog P,, AB/log P
1 KowWin, daja takze prostoliniowe korelacje o korzystnych danych statystycznych,
z doSwiadczalnymi warto$ciami log P.,, ([H9]: Table 6).

Teoretyczne wartosci log P (Alog P, clog P i log Pgowwin) grupy 22
nowozsyntezowanych benzanilidow [H6], obliczytam na podstawie struktur czgsteczkowych,
przy pomocy metod atomowo-fragmentarycznych [Tetko, 2005; Tetko et al., 2005] ([H6]: Table

2). Inaczej niz w przypadku omawianych powyzej pochodnych benzenu, parametry te
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znacznie roznig si¢ migdzy soba, a istniejace pomigdzy nimi korelacje charakteryzujag si¢
nizszymi wartosciami R (R = 0,907 — 0,830) ([H6]: Eq. (1) — (3)). Wskazuje to wyraznie, ze
metody obliczeniowe moga zawodzi¢ w przypadku substancji o bardziej skomplikowane;j
budowie 1 wymagaja weryfikacji do§wiadczalnej. Nalezy zauwazy¢, ze metody obliczeniowe
przewiduja takie same warto$ci log P dla izomerdw orto, meta i para ([H6]: Table 2).
Izomery, ktorych podstawnik w  polozeniu orto moze tworzy¢é  wigzanie
wewnatrzczasteczkowe, powinny mie¢ wyzsze wartosci parametrow lipofilowosci niz
izomery z podstawnikiem meta lub para. Przyktadem moga by¢ substancje 3-5 ([H6]: Table
1), ktérych obliczone wartosci log P nie r6znig si¢ migdzy soba ([H6]: Table 2). Numeryczne
parametry log k, ([H6]: Table 3) roznicuja substancje 3-5, na ogot oceniajgc substancje
5 (izomer orto) jako bardziej lipofilowa niz 3 i 4 (izomery para i meta), 1 zawsze jako
bardziej lipofilowa niz substancja 3 (izomer para).

Takze w przypadku homologicznych s-triazyn warto$ci log P poszczegolnych
substancji, obliczone przy pomocy réznych algorytméw (Alog P, TAlog P, clog P,
log Pxowwin, Xl0g P, 1og Pacp, 10g Pchemortr 1 Alog Ps) sa zroznicowane ([H4]: Table 2; [H5]:
Table 4; [H7]: Table 6). Jednak istniejace pomiedzy nimi korelacje sa prostoliniowe
1 charakteryzuja si¢ wysokimi warto$ciami R < 0,92 ([H4]: Table 2). Tylko dla parametréw
IAlog P i log Pxowwin korelacje te nie sg zadowalajace (R = 0,8522).

Analizowane dla tej homologicznej grupy substancji zaleznosci pomiedzy liczbg
atomow wegla w podstawniku (n¢) a teoretycznymi warto$ciami log P opisujg rownania
prostoliniowe, o bardzo korzystnych parametrach statystycznych ([H5]: Fig. 3; [H7]: Eq. (2) —
(5)). Dla parametrow [Alog P, Alog P i log Pchem.ofr. Zauwazalne sa wyrazne odchylenia od
liniowosci, typowe dla substancji najbardziej lipofilowych ([H5]: Fig. 3).

Wartosci log P obliczone dla 56 nowych pochodnych triazynowych [H14] sg takze
zroznicowane ([H14]: Table I, Table II), a istniejagce pomiedzy nimi prostoliniowe korelacje
maja wartosci R zawarte w przedziale 0,8773 - 0,9885 1 sd zawarte w przedziale 0,465 -
0,314.

Poréwnanie chromatograficznych parametréw log £, z teoretycznymi wartosciami log P
to wazne kryterium ich oceny jako deskryptorow lipofilowosci. W przedstawianych
badaniach poréwnywatam obliczone metoda numeryczna, z réznych uktadow
chromatograficznych, wartosci log k, substancji organicznych z parametrami log P
obliczonymi in silico, na podstawie budowy strukturalnej. Dla pochodnych benzenu korelacje

typu log P vs. log k,, sa prostoliniowe a odpowiadajace im warto$ci R zawarte sg w przedziale
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0,9233 - 0,9966 1 sd 0,379 - 0,084 ([H9]: Table 5). Dla tej grupy substancji najlepsze wyniki
odpowiadajg fazie stacjonarnej RP-8, z acetonitrylem jako modyfikatorem fazy ruchome;.

Dane statystyczne prostoliniowych korelacji pomigdzy warto$ciami log P obliczonymi
in silico 1 chromatograficznymi deskryptorami lipofilowosci (log 4, 1 x,), dla grupy 22
benzanilidow, przedstawione zostaly w artykule H6 ([H6]: Table 4). Z danych tych wynika,
ze zar6wno metoda obliczania warto$ci log P jak i rodzaj uktadu chromatograficznego, maja
wpltyw na korelacje log P vs. log k.. Najlepsze wyniki (R > 0,95) otrzymatam dla parametrow
clog P i numerycznych wartosci log k, obliczonych dla ukladéw z metanolem jako
modyfikatorem fazy ruchomej, bez wzgledu na faze stacjonarng stosowana w pomiarach
chromatograficznych. W przypadku fazy RP-18W substancje z podstawnikami —OH
w polozeniu orto i meta zachowujg si¢ jak typowe ,,outliers” ([H6]: Fig. 5). Efekt ten zostat
wyjasniony ~ wczesniej, w  czeSci omawiajacej]  wplyw  wilasciwosci  ukladu
chromatograficznego na wartosci log &, badanych substancji. W przypadku ekstrapolowanych
wartosci log &, analogiczne korelacje maja znacznie gorsze parametry statystyczne R 1 sd,
natomiast wartosci x, nie korelujg z parametrami log P ([H6]: Table 4).

Do przewidywania wtasciwosci lipofilowych homologicznych s-triazyn wykorzystatam
chromatografi¢ planarng TLC 1 OPLC oraz kolumnowa HPLC. W przypadku TLC
stosowatam dwie fazy stacjonarne RP-18 i RP-CN oraz aceton, acetonitryl, 1,4-dioksan
i tetrahydrofuran jako modyfikatory organiczne faz ruchomych [H4]. Obliczone metoda
numeryczng oraz przez ekstrapolacje prostoliniowg wartosci log k,, pordéwnatam
z obliczonymi in silico parametrami log P ([H4]: Table 6). Otrzymane zaleznosci,
z wyjatkiem uktadu TLC: RP-18/woda-acetonitryl, sg prostoliniowe i charakteryzuja si¢ dos¢
wysokimi warto$ciami R, zawartymi w przedziale od 0,8888 do 00,9932 (R2 = 0,7899 -
0,9865). Nalezy zauwazy¢, ze w tym przypadku numeryczne i ekstrapolowane wartosci log &,
tworzg z parametrami log P zalezno$ci o porownywalnej statystyce.

Takze w technice TLC stosowatam uktad RP-18/bufor-metanol, w ktorym pH buforu
zmieniatlo si¢ w granicach 3 — 9. Wartosci log k, obliczone metoda ekstrapolacji
prostoliniowej ([H7]: Table 5), bez wzgledu na pH buforu bedacego sktadnikiem fazy
ruchomej, tworzg prostoliniowe korelacje ze wszystkimi obliczonymi parametrami log P
(Alog Ps, clog P, log Pacp 1 log Pxowwin). Wartosci R tych korelacji zawarte sa w przedziale
0,9739 — 0,9927 a sd 0,524 — 0,400. Dla buforéw o pH < 7, korelacje te wykazuja odchylenia
od liniowosci, dla substancji najmniej i najbardziej lipofilowych. Badane s-triazyny, jako
stabe zasady, w kwasnym $rodowisku wystepuja w formie zdysocjowanej i jako takie, maja

mniejsze powinowactwo do apolarnej fazy stacjonarnej. Na rysunku ilustrujacym wptyw pH
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buforu na retencj¢ poszczegdlnych substancji chromatografowanych w uktadzie TLC: RP-
18/bufor-metanol ([H7]: Fig. 1), obnizenie wartosci log k& widoczne jest dla substancji
najmniej lipofilowych (1 1 2) i dla faz ruchomych ,,bogatych” w wodg¢. Podobne zalezno$ci
otrzymatam dla substancji najbardziej lipofilowych (8 1 9). Prawdopodobnie jest to przyczyna
odchylen od liniowosci zalezno$ci log P vs. log k&, ([H7]: Fig. 5) jak tez log k,, vs. nc ([H7]:
Fig. 2A).

Wiasciwosci  homologicznych — s-triazyn  ocenialam  stosujgc  takze  techniki
z wymuszonym przeptywem fazy ruchome;j, to jest OPLC [H4, H7] oraz HPLC [H5]. Dla
ukladow OPLC: RP-8/woda-acetonitryl oraz OPLC: RP-18/woda-acetonitryl [H4]
otrzymatam prostoliniowe korelacje typu log P vs. log k, ([H4]: Table 6, Fig. 4).
W przypadku numerycznych wartosci log 4, korelacje te charakteryzujg si¢ wyraznie
wyzszymi warto$ciami wspolczynnikéw dopasowania R’ = 0,9425 — 0,9948 (R = 0,9708 —
0,9974) niz dla ekstrapolowanych log £k, dla ktérych R = 0,7753 - 0,9491 (R = 0,8805 —
0,9742).

Takze w technice OPLC [H7], dla uktadow z r6znymi fazami stacjonarnymi (RP-8 1 RP-
18) 1 réznymi modyfikatorami faz ruchomych (tetrahydrofuran, 1,4-dioksan i acetonitryl),
otrzymatam prostoliniowe korelacje log P vs. log k,. Korelacje te, w przypadku
numerycznych wartosci log k,, bez wzgledu na stosowany uktad chromatograficzny,
charakteryzuja si¢ bardzo korzystnymi danymi statystycznymi, tj. R = 0,9586 - 0,9978 i sd =
1,0532 - 0,1546 ([H7]: Fig. 6). Dla ekstrapolowanych wartosci log £, analogiczne zaleznos$ci
sg zdecydowanie stabsze, co potwierdzajg ich parametry statystyczne: R = 0,7094 - 0,9483
1sd=2,6076 -0,7322.

W przypadku chromatografii kolumnowej [H5] do wyznaczenia chromatograficznych
parametrow lipofilowosci log k, zastosowalam faze¢ stacjonarng RP-18e¢ oraz metanol
1 acetonitryl jako modyfikatory faz ruchomych. Otrzymane korelacje log P vs. log k,, bez
wzgledu na stosowany uktad chromatograficzny, metod¢ obliczania wartosci log P oraz
log k., sa prostoliniowe, charakteryzuja si¢ bardzo korzystnymi parametrami statystycznymi
1 nie wykazujg wyraznych odchylen od liniowosci ([H5]: Table 6, Fig. 4). Mozna jednak
zauwazyC, ze zardwno parametry R jak 1 sd analizowanych korelacji, przyjmuja
najkorzystniejsze wartosci dla numerycznych wartosci log k,, ([H5]: Table 6).

Metode numeryczna i ekstrapolacj¢ prostoliniowa stosowatam do obliczenia warto$ci
log k, pochodnych kwasu fenoksyoctowego i karbaminowego [H13], w oparciu o dane
doswiadczalne otrzymane technika HPLC, w uktadach z faza stacjonarng RP-18e oraz

metanolem 1 acetonitrylem jako modyfikatorami faz ruchomych ([H13]: Table IV).
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Wyznaczone wartosci log k,, poréwnatam z obliczonymi in silico parametrami log P ([H13]:
Table II). Otrzymatam korelacje prostoliniowe, o bardzo korzystnych i porownywalnych dla
obu metod parametrach statystycznych. Dla numerycznych wartosci log &, wspolczynniki
korelacji R zawierajg si¢ w przedziale 0,9291 - 0,9961 a odchylenia standardowe sd
w przedziale 0,3648 - 0,1010. Dla ekstrapolowanych parametréw log &, warto$ci R 1 sd s3
tylko nieznacznie mniej korzystne, to jest R = 0,9228 - 0,9855 oraz sd = 0,38 - 0,1957.
W artykule [H13], jako przyktad, przedstawitam korelacje otrzymane dla usrednionych,
teoretycznych wartosci log P, czyli zaleznos$ci log Payer. vs. log k,, ([H13]: Table VI).
Podsumowujac opisane badania moge stwierdzi¢, ze wykorzystanie roéwnania
Oscika do opisu retencji substancji w chromatografii cieczowej z odwroconym ukladem
faz bylo wlasciwe i zweryfikowane doswiadczalnie. Stanowilo to teoretyczne
uzasadnienie wyprowadzonej z rownania OScika numerycznej metody obliczania
wartosci parametrow log k, chromatografowanych substancji. Zaobserwowalam, ze
numeryczne wartosci log £k, zaleza od warunkéw prowadzenia pomiardéw
chromatograficznych. Stwierdzilam takze, ze pomiedzy wspolczynnikami log k,,
obliczonymi z roznych technik i ukladéw chromatograficznych, istnieja prostoliniowe
korelacje o bardzo korzystnych parametrach statystycznych, zwlaszcza w przypadku
technik stosujacych wymuszony przeplyw fazy ruchomej, tj. OPLC i HPLC. Dla
substancji homologicznych otrzymalam bardzo korzystne, prostoliniowe zaleznosci
pomiedzy numerycznymi wartosciami log k,, i liczba atoméw wegla w czasteczce (n¢).
Otrzymalam takze znaczgce statystycznie korelacje prostoliniowe pomiedzy
numerycznymi wartosciami log k, i podzialowymi indeksami lipofilowosci (log P),
zaréwno zmierzonymi jak i obliczonymi teoretycznie. Otrzymane wyniki pozwalaja mi
oceni¢ obliczane metoda numeryczng wartosci log k, jako wartoSciowe parametry
lipofilowosci substancji organicznych. W badanych przeze mnie przypadkach, oceniane
zaleznosci maja na ogol korzystniejsze parametry statystyczne dla numerycznych
wartosci log &, niz dla wartosci obliczonych metodami ekstrapolacyjnymi. Pozwala mi
to uznaé, ze numeryczne wspolczynniki log k, tworza bardziej uniwersalng skale
lipofilowosci niz parametry ekstrapolowane, chociaz niewatpliwie obliczenie ich wymaga

wiekszego nakladu pracy.
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4c.3. Zastosowanie roznych technik chromatograficznych do oceny lipofilowosci
substancji organicznych

W ostatnich latach do przewidywania wlasciwosci lipofilowych, jak tez przenikalnosci
przez bariery biologiczne réznych substancji aktywnych biologicznie, coraz czesciej stosuje
si¢ uktady chromatograficzne imitujace rzeczywiste uktady podzialowe. Jak wspomniatam
wczesniej, wykorzystuja one fazy stacjonarne nowej generacji takie jak sztuczne membrany,
immobilizowane proteiny, keratyne, fosfolipidy czy liposomy. Nowg fazg stacjonarng
stosowang w chromatografii cieczowej jest tez immobilizowany cholesterol. Faza ta, chociaz
bardzo doktadnie zbadana i opisana w literaturze [Al-Haj i wsp., 1998; Bocian i wsp., 2010;
Buszewski i wsp., 1999; Courtois i wsp., 2008; Pesek i wsp., 2003; Soukup i Jandera, 2012], dotychczas nie
byta wykorzystywana do systematycznego badania lipofilowos$ci substancji organicznych [ Al-
Haj i wsp., 1998; Studzinska i Buszewski, 2012]. Cholesterol, jako lipid wystepujacy w btonach
wszystkich komorek zwierzgcych 1 w znacznej mierze decydujacy o ich wlasciwosciach,
wpltywa na przenikalno$¢ substancji organicznych przez bariery biologiczne. Wydaje sig, ze
fazy stacjonarne z immobilizowanym cholesterolem powinny by¢ doskonalym narzedziem do
przewidywania wtasciwosci lipofilowych 1 przenikania przez bariery biologiczne substancji
organicznych. Nowos$cig przeprowadzonych przeze mnie badan bylo zastosowanie fazy
stacjonarnej z immobilizowanym cholesterolem do charakteryzowania nowych zwigzkéw
organicznych, to jest pochodnych kwasu fenoksyoctowego i1 karbaminowego [H13],
pochodnych imidazotriazynowych [H14] oraz 1,2,4-triazoli [15] i do przewidywania ich
wlasciwosci lipofilowych 1 biologicznych.

Stosujac chromatografie cieczowa do oceny wilasciwosci lipofilowych i biologicznych
réznych substancji organicznych, oprocz faz stacjonarnych imitujacych rzeczywiste uktady
biologiczne, wykorzystuje si¢ alternatywne techniki, np. chromatografi¢ micelarng [Escuder-
Gilabert i wsp., 2003, 2004; Kawczak i Baczek, 2012; Kawczak i wsp., 2010; Martinez-Pla i wsp., 2001].
Chromatografia micelarna jest szczegdlnym rodzajem chromatografii cieczowej
z odwréconym uktadem faz, w ktérej wykorzystuje si¢ jako faz¢ ruchomga surfaktant
o stezeniu przewyzszajagcym krytyczne stezenie micelizacji cmc (critical micelle
concentration) [Garcia-Alvarez-Coque i wsp., 1997; Jiménez i Marina, 1997; Ruiz-Angel i wsp., 2009a,
2009b]. W takich warunkach w fazie objetosciowej powstaja micele, a jednoczes$nie
monomery surfaktantu modyfikuja faze powierzchniowa w wyniku oddziatywan
hydrofobowych apolarnego ,,ogona” surfaktantu z tancuchami weglowodorowymi fazy
stacjonarnej. Oddziatywania migdzyczasteczkowe wystepujace w takim uktadzie moga

prowadzi¢ do asocjacji ,,glowy” surfaktantu z czasteczka chromatografowanej substancii,
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penetracji substancji do wnetrza miceli oraz oddziatlywania substancji z zaadsorbowanymi
monomerami surfaktantu 1 tancuchami weglowodorowymi fazy stacjonarnej. Retencja
substancji, jako wypadkowa wszystkich tych oddzialywan, zalezy od trzech procesow:
dystrybucji substancji pomiedzy micele i1 fazg objetosciows, dystrybucji substancji pomiedzy
faze objetosciowa i zmodyfikowang przez surfaktant fazg¢ powierzchniowa, oraz podziatu
substancji  pomigdzy  zmodyfikowang przez  surfaktant faze¢  powierzchniowag
i micele. Poniewaz kazdy z tych procesow podziatlowych zalezy od wtasciwosci lipofilowych
substancji, micelarne parametry retencyjne moga by¢ wykorzystane jako deskryptory
lipofilowosci.

Zgodnie z réwnaniem Foley’a [Foley, 1990], pomie¢dzy wspodiczynnikiem retencji
substancji k 1 stezeniem surfaktantu w fazie ruchome;j istnieje nastepujaca zaleznos¢:

11 Ky

+
kK k, k

[M] (13),

m

gdzie [M] to stezenie ,,wolnego” surfaktantu w fazie objetosciowej ([M] = catkowite stezenie
surfaktantu — cmc); Ky jest stalg trwatosci ukladu substancja-micela, £k, jest
wspoélczynnikiem retencji substancji w ukladzie, w ktorym stezenie surfaktantu jest rowne

cmce ([M] = 0). Parametry K4y 1 k,, rtOGwnania (13) mozna obliczy¢ jako wspodtczynniki regres;ji
prostoliniowej zaleznos$ci zvs.[M ] Roéwnanie Foley’a jest spelnione dla wodnych roztworow

surfaktantu oraz dla roztworéw o statym stezeniu modyfikatora organicznego [Garcia-Alvarez-
Coque i wsp., 1997]. Parametr k, (lub log k,) uznaje si¢ za micelarny indeks lipofilowosci,
analogiczny do parametru log k, wyznaczanego w chromatografii cieczowej z odwroconym
uktadem faz. R6zni autorzy stosowali micelarng chromatografie cieczowa do przewidywania
wiasciwosci lipofilowych substancji aktywnych biologicznie, otrzymujac prostoliniowe [Gago
i wsp., 1987; Gonzélez i wsp., 1992; Ruiz-Angel i wsp., 2004] lub paraboliczne [Garcia i Marina, 1994;
Khaledi i Breyer, 1989; Hinze i Weber, 1991] zaleznosci log k&, vs. log P. Specyficznym rodzajem
chromatografii micelarnej imitujagcym biologiczne uktady podziatowe jest technika BMC,
w ktorej stosuje si¢ jako surfaktant Brij 35, czyli eter polioksyetyleno laurylowy [Escuder-
Gilabert et al., 2003].

Dotychczas micelarne fazy ruchome stosowane byly przede wszystkim
w chromatografii kolumnowej. W dostepnych danych literaturowych istnieje niewiele
doniesien o zastosowaniu micelarnych fazy ruchomych w technice planarnej [Sumina i wsp.,
2003; Shtykov i wsp., 2002]. Problemem stanowi w tym przypadku ztozony sktad fazy ruchome;j

powodujacy nasilenie tzw. ,efektow cienkowarstwowych”, zwlaszcza demiksji eluentu,
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utrudniajagcych zrownowazenie uktadu chromatograficznego. Ponadto, wodno-micelarny
eluent z trudem penetruje apolarng fazg stacjonarng i czas rozwijania chromatogramu, przy
wykorzystaniu jedynie sit kapilarnych, jest bardzo dlugi, a osiaggana sprawnos$¢
niezadowalajgca. Nowoscig przedstawianych przeze mnie badan byto zastosowanie ukladow
z micelarng fazg ruchoma w wysokocisnieniowej chromatografii planarnej OPLC, w ktorej
przeptyw fazy ruchomej jest wymuszony 1 kontrolowany. Dodatek modyfikatora
organicznego, w stezeniu nie przekraczajacym 20% objetosciowych tak, aby nie dopusci¢ do
dezintegracji miceli [Ruiz-Angel i wsp., 2009a, 2009b], pozwolil na wykorzystanie micelarnych
eluentow rowniez w technice TLC. Obecno$¢ modyfikatora organicznego utatwia penetracje
apolarnych faz stacjonarnych przez micelarne fazy ruchome oraz obniza retencje
chromatografowanych substancji. Wykorzystanie przeze mnie faz stacjonarnych RP-18W
[H10] i RP-CN [HI11, HI2], bardziej polarnych i tatwiej zwilzalnych przez roztwory
micelarne niz faza RP-18, utatwito stosowanie micelarnych faz ruchomych takze w technice
TLC.

Po raz pierwszy micelarng chromatografie cienkowarstwowg (TLC 1 OPLC)
zastosowatam do oceny wiasciwosci lipofilowych pochodnych kwasu karbaminowego [H10].
Wykorzystatam w tym przypadku faze stacjonarng RP-18W oraz roztwory Brij 35
zawierajace 20%-owy dodatek tetrahydrofuranu jako fazy ruchome. Obliczone zgodnie
z rdbwnaniem Foley’a wartosci micelarnych parametrow lipofilowosci log k,, ((H10]: Table 2),
porownatam ze wspotczynnikami podziatowymi log P obliczonymi in silico, na podstawie
struktur czasteczkowych poszczegdlnych substancji ([H10]: Table 1). Otrzymane korelacje
([H10]: Table 3, Fig. 1) sa prostoliniowe i charakteryzuja si¢ wysokimi warto§ciami R.
Zdecydowanie najkorzystniejsze korelacje (R > 0,91) otrzymatam dla wartosci log £k,
obliczonych na podstawie pomiarow wykonanych technika OPLC. Otrzymane wyniki
pozwolity oceni¢ micelarng OPLC jako szczegoélnie przydatng technik¢ do badania
lipofilowo$ci zwigzkéw organicznych. Pozwala ona znacznie ograniczy¢ czas 1 koszty
wykonywanych analiz. Rozwinigcie jednej ptytki chromatograficznej, wymagajace ok. 1 mL
fazy ruchomej, trwa nie dluzej niz 4 min. Znacznie ograniczone jest tez zuzycie
rozpuszczalnikow organicznych.

Micelarng chromatografi¢ planarng TLC i OPLC zastosowatam nastgpnie do oceny
wlasciwosci lipofilowych 21 substancji organicznych z grupy 1,2,4-triazoli [H11, H12, H15],
zsyntezowanych na Wydziale Farmacji Uniwersytetu Medycznego w Lublinie i badanych
jako potencjalne leki. Triazole to bardzo szeroka grupa heterocyklicznych zwigzkow

organicznych interesujacych z uwagi na rozleglte spektrum aktywnosci biologicznej.
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Wykazuja one dzialanie przeciwdrobnoustrojowe, przeciwzapalne, przeciwcukrzycowe,
przeciwdepresyjne, przeciwgruzlicze, przeciwbolowe, przeciwmalaryczne
1 przeciwnowotworowe [Singhal i wsp., 2011]. Parametry log k,, otrzymane przy pomocy technik
planarnych TLC 1 OPLC, porownalam z warto$ciami log 4, obliczonymi dla micelarnej
chromatografii kolumnowej MLC oraz parametrami Ry, wyznaczonymi w technice RP TLC
[HI1]. Dane statystyczne obliczone dla réwnania Soczewinskiego i Wachtmeistera oraz
rownania Foley’a ([H11]: Table 3) pozwalaja oceni¢ oba modele teoretyczne jako prawidiowo
opisujace retencje 1,2,4-triazoli w zastosowanych uktadach chromatograficznych. Do oceny
podobienstwa wyznaczonych 13 parametrow lipofilowosci (8 wartosci log P, 5 parametrow
retencyjnych log k, 1 Ryp) ([H11]: Table 1, Table 3) wykorzystalam analize gtownych
sktadowych PCA (Principal Component Analysis). Obliczone dane statystyczne ([HI11]:
Table 2) wskazuja bardzo duze podobienstwo podziatowych i1 chromatograficznych
parametréw lipofilowosci — dwie pierwsze sktadowe (PC1 i PC2) wyjasniajg blisko 94%
ogolnej wariancji.

W opisanych powyzej badaniach wykorzystatam SDS (dodecylosiarczan sodu) oraz
acetonitryl 1 tetrahydrofuran jako skladniki faz ruchomych. Badania te zostaty rozszerzone
1, w kolejnej pracy [H12], zastosowatam dwa rodzaje surfaktantow, tj. Brij 35 1 SDS, oraz
rézne rozpuszczalniki organiczne (aceton, acetonitryl, 1,4-dioksan i tetrahydrofuran) jako
modyfikatory faz ruchomych. Pomiary w technice RP TLC wykonane zostaly dla faz
stacjonarnych RP-8 i RP-18, stosowanych jako standardowe w ocenie lipofilowosci r6znych
zwigzkow organicznych ([H12]: Table 2). Micelarne parametry lipofilowosci log £,
obliczytam zgodnie z réwnaniem Foley’a, natomiast warto$ci Ry przy pomocy rownania
Soczewinskiego i Wachtmeistera. Parametry statystyczne regresji prostoliniowej Ryp vs. s
([H12]: Table 4) potwierdzaja, ze badane 1,2,4-triazole zachowuja si¢ jak substancje
spokrewnione. Dane statystyczne rownania Foley’a ([H12]: Table 5A, B) wskazuja, ze
prawidlowo opisuje ono funkcje retencji w badanych uktadach TLC i OPLC a tym samym, ze
zastosowany model retencji jest poprawny.

Badania pilotujace, ktore wykonatam dla wybranych substancji, w uktadach
micelarnych TLC 1 OPLC ([H12]: Table 5A, B), wskazaty na uklad chromatograficzny
RP-CN: SDS-tetrahydrofuran (TLC3 i OPLC3) jako najbardziej obiecujacy w badaniu
lipofilowos$ci 1,2,4-triazoli. Dla tych uktadoéw, otrzymane zaleznos$ci log Py vs. log ki
charakteryzowaly si¢ najkorzystniejszymi parametrami statystycznymi, tj. dla TLC3

R=0,9783 15d = 10,0877, a dla OPLC3 R =0,9748 i sd = 0,0938.
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Aby oceni¢ zgodnos¢ wszystkich obliczonych w badaniach parametréw lipofilowos$ci
(8 wartosci log P, 9 warto$ci Ry 1 2 wartosci log k), zastosowatam analizg statystyczng
PCA. Podobnie jak w poprzednich badaniach, stwierdzitam duze podobienstwo parametrow
podziatlowych 1 chromatograficznych ([H12]: Table 6, Fig. 2). Wartosci pierwszej sktadowej
wyznaczone dla zmiennych log P i log &, oraz Rygaver. zawieraja si¢ w przedziale 0,25 — 0,32,
a dla drugiej sktadowej w przedziale od —0,74 do 0,42 ([H12]: Fig. 2A). W przypadku
zmiennych log P oraz Ry ([H12]: Fig. 2B) wartosci pierwszej sktadowej zawarte sg
w przedziale 0,2 - 0,26 natomiast drugiej sktadowej —0,54 — 0,45. W przypadku analizy
wszystkich zmiennych (log P, Ryy 1 log k,), dwie pierwsze skltadowe wyjasniaja 93%
catkowitej wariancji ([H12]: Table 6). Tak jak poprzednio ([HI1]: Fig. 2), analiza
podobienstwa miedzy badanymi substancjami, dokonana w oparciu o wyznaczone dla nich
parametry podzialowe i chromatograficzne, prowadzi do utworzenia dwodch klasteréw
odpowiadajacych substancjom o strukturze A (1-10) i B (11-21) (H12: Fig. 3) (Rysunek 2).
Potwierdza to, ze czynnikiem decydujacym o wtasciwosciach lipofilowych badanych 1,2,4-
trizoli nie jest rodzaj podstawnika w pierScieniu triazolowym, ale obecno$¢ pierscienia
cykloheksanowego. Substancje o ogodlnej strukturze B ([H12]: Table 1) sa mniej lipofilowe
niz ich odpowiedniki o strukturze A, na skutek obecnosci dodatkowych elektronow

7w pierscieniu skondensowanym.
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Rysunek 2. PCA — ocena podobienstwa badanych 1,2,4-triazoli ([H12]: Fig. 3).
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4c.4. Zastosowanie chromatografii cieczcowej do przewidywania wlasciwoSci
biologicznych substancji organicznych
Technike¢ chromatografii planarnej TLC 1 OPLC zastosowalam do przewidywania
wlasciwosci lipofilowych 1 aktywnosci biologicznej zwigzkéw organicznych z grupy
benzanilidow [H3, H6] i benzamidéw [H3], zsyntezowanych w Zakladzie Chemii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie 1 badanych jako substancje o potencjalnych

wiasciwo$ciach przeciwdrobnoustrojowych. Wartoscilogk, badanych substancji, obliczatam

metodg numeryczng, na podstawie danych dos$wiadczalnych otrzymanych przy pomocy
techniki OPLC w uktadzie RP-18/woda-acetonitryl ([H3]: Table I). Wymuszony przeptyw
fazy ruchomej umozliwit zastosowanie w badaniach chromatograficznych eluentow o duzej
zawarto$ci wody. Utamek molowy acetonitrylu w fazie ruchomej zmieniat si¢ w granicach
0,13 - 0,58, co odpowiada utamkowi objetosciowemu w zakresie 0,3 - 0,8 ([H3]: Table II).
Obliczone metoda numeryczng oraz ekstrapolacji parabolicznej wartosci log 4, ([H3]: Table
IIT) porownatam z aktywno$cig biologiczng badanych substancji wyrazong przez MIC,
w stosunku do réznych drobnoustrojéw. Analizowatam funkcje MIC vs. log k,, ([H3]: Fig. 7,
Fig. 8) oraz log (1/MIC) vs. log k,, ([H3]: Fig. 9). W przypadku ekstrapolowanych wartosci
log k, nie otrzymatam korelacji z wartosciami MIC ([H3]: Fig. 7), natomiast dla log £,
obliczonych metoda numeryczng, korelacje te sa prostoliniowe i charakteryzuja si¢ dos¢
wysokimi warto$ciami wspolczynnika dopasowania. Dla zaleznosci MIC vs. log k,, R = 0,817
- 0,962 (R = 0,904 - 0,981) a dla log (1/MIC) vs. log k, R’ = 0,689 - 0,990 (R = 0,830 -
0,995). Badania omowione w artykule [H3], z uwagi na ograniczony dostgp do danych
biologicznych, dotyczyty bardzo matych grup substancji i jako takie majg skromne znaczenie
badawcze. Podstawowym celem tych opracowan bylo wprowadzenie do literatury nowe;,
opartej o rownanie OS$cika, metody obliczania wartosci log k,, substancji organicznych.

W kolejnych badaniach [H6] oceniatam wlasciwosci lipofilowe grupy 22 benzanilidow
([H6]: Table 1), stosujac technike TLC 1 rézne uktady chromatograficzne, tj. fazy stacjonarne
RP-18W 1 RP-CN oraz metanol 1 aceton jako modyfikatory faz ruchomych. Fazy stacjonarne
RP-18W 1 RP-CN sa dobrze zwilzalne przez wodne eluenty. Umozliwito to wykonanie
pomiar6w z fazami ruchomymi ,bogatymi” w wodg, co powinno zwigksza¢ realno$¢
obliczanych wartosci log k,,. Utamek molowy metanolu w eluencie zmienial si¢ w granicach
od 0,25 do 1, natomiast acetonu od 0,15 do 1 ([H6]: Fig. 1). Jako chromatograficzne
deskryptory lipofilowosci przyjetam wartosci log 4, obliczone metoda numeryczng

1 ekstrapolacji prostoliniowej, oraz indeksy lipofilowosci wprowadzone przez Valko i Slegela

29



Zalacznik 2a

[Valko i Slegel, 1993] ([H6]: Table 3). Parametry te poroOwnatam z wartosciami MIC
zmierzonymi w stosunku do réznych drobnoustrojow ([H6]: Table 5, Table 6, Table 7).
Dysponowatam literaturowymi warto§ciami MIC dla 15 sposréd 22 badanych substancji
[Jozwiak, 2000; Matysiak i wsp., 2000]. Zaleznosci typu log (1/MIC) vs. log P, jedynie
w przypadku parametrow clog P oraz Candida Albicans ATCC 1 Aspergillus niger sa
prostoliniowe i1 charakteryzuja si¢ wysokimi warto§ciami wspotczynnikoéw korelacji (R > 0,9).
Dane statystyczne ([H6]: Table 6) §wiadczg o braku korelacji pomiedzy wartosciami x, i log
(1/MIC), bez wzgledu na rodzaj drobnoustroju. Jednocze$nie otrzymatam prostoliniowe
zaleznos$ci log (1/MIC) vs. log k,, ktorych wspotczynniki korelacji zawarte sag w przedziale
0,719 - 0,940 dla numerycznych, oraz w przedziale 0,499 - 0,924 dla ekstrapolowanych
wartosci log k,, ([H6]: Table 7). Otrzymane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze numeryczne
wartosci log k,, bez wzgledu na zastosowany uktad chromatograficzny, z dobrym
prawdopodobienstwem przewiduja aktywnos¢ biologiczng badanych benzanilidow, zwtaszcza
w stosunku do Candida Albicans ATCC. Z wigkszo$ci omawianych korelacji wyltaczona
zostala substancja 4 zachowujaca si¢ jak typowy ,,outlier”.

Jak wspomnialam we wstepnej czgSci ponizszego opracowania, ocena in  Vvivo
wlasciwosci biologicznych substancji organicznych wymaga kosztownych i czasochtonnych
badan, czgsto zwigzanych z nieetycznymi testami na zwierze¢tach. Poszukiwanie metod
alternatywnych, in vitro lub in silico, jest wazne z ekonomicznego i etycznego punktu
widzenia. Osiagniecia wspoOtczesnej nauki, wykorzystujace nowoczesne techniki
obliczeniowe, pozwalaja unikna¢ tych probleméw. Teoria liniowych zaleznos$ci energii
swobodnej LFERs (Linear Free Energy Relationships) pozwala opisa¢ korelacje pomiedzy
réznymi parametrami fizykochemicznymi charakteryzujacymi badane substancje [Kaliszan,
2007; Poole i wsp., 2013; Vitha i Carr, 2006]. Przyktadem modelu LFERs, powszechnie
akceptowanym 1 szeroko stosowanym, jest rOwnanie Abrahama [Abraham i Martins, 2004;
Abraham i wsp., 1999, 2004; Poole i Poole, 2008]. ROwnanie to wigze SP (SP — solute property), czyli
zalezng od energii swobodnej wielko$¢ charakteryzujaca substancje w danym uktadzie, z jej
deskryptorami molekularnymi (V, S, B, A i E) w nastepujacy sposob:

SP=c+VvV +sS+bB+aAd+eE (14).

W rownaniu Abrahama V' to objetos¢ McGowana, S to polaryzowalno$¢/dipolowose,
B i A to catkowita zasadowos$¢ i1 kwasowo$¢, E to nadmiarowa refrakcja molowa.
Wspotczynniki ¢, v, s, b, a 1 e sa charakterystyczne dla danej substancji i1 ukladu

dwufazowego.
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W przeprowadzonych badaniach wartosci SP poszczegdlnych substancji obliczatam na
podstawie ich struktur czasteczkowych, korzystajac z handlowo dostgpnego programu
ACD/Percepta (ACD/Labs, Toronto, Kanada). Obliczatam r6ézne wielkosci odnoszace si¢ do
wlasciwosci  biologicznych. W  przypadku  pochodnych kwasu karbaminowego
i fenoksyoctowego ([H13]: Table I), zwigzkow badanych jako potencjalne $rodki ochrony
ro$lin, byty to log Py, 10g Pynsa, log K 1log K, ([H13]: Table 1I). Wspotczynnik podziatu
w uktadzie woda-kutikulum (log P,,,.) opisuje podziat substancji w uktadzie modelujacym jej
przenikanie z roztworu wodnego do kutikulum. Zjawisko to uwaza si¢ za podstawowy
mechanizm pochlaniania herbicydow, lub zanieczyszczen srodowiska, przez rosliny [Platts
i wsp., 2000]. Wspotczynnik podziatu w uktadzie woda-albumina surowicy ludzkiej (log Pynsa)
opisuje oddzialywanie danej substancji z albuming znajdujaca si¢ w surowicy, a wigc
mozliwo$¢ dystrybucji do wszystkich tkanek bedacych z nig w kontakcie [Valko, 2004;
Wanwimolruk i wsp., 1991]. State podziatu w uktadzie woda-skéra (log Ki.) i przenikania przez
skore z roztworéw wodnych (log K,), opisuja absorpcje danej substancji w skorze 1 jej
absorpcje przez skor¢ do wnetrza organizmu. Parametry log Pne, log K 1 log K,
charakteryzuja zagrozenie ze strony badanej substancji 1 jej ewentualng toksyczno$é
w stosunku do organizmow zwierzecych [Abraham i Martins, 2004; Anissimov i Roberts, 2001; Cleek
i Bunge, 1994].

Chromatograficzne parametry lipofilowosci pochodnych kwasu karbaminowego
i fenoksyoctowego ([H13]: Table I) wyznaczatam stosujac rozne techniki: chromatografie
micelarng MLC w uktadzie RP-18e/SDS-acetonitryl, oraz RP HPLC z trzema r6znymi fazami
stacjonarnymi, tj. RP-18e, immobilizowang sztuczng membrang IAM i cholesterolem. Na
kolumnie IAM i cholesterolowej jako modyfikator organiczny faz ruchomych stosowany byt
acetonitryl, natomiast na kolumnie RP-18e, oprécz acetonitrylu, takze metanol. Jako
chromatograficzne parametry lipofilowosci przyjetam wartosci log 4, obliczone zgodnie
z réwnaniem Foley’a ([H13]: Table III), log 4, obliczone metoda numeryczng i1 przez
ekstrapolacje¢ prostoliniowa dla kolumny RP-18 ([H13]: Table IV), log 4, 1am obliczone przez
ekstrapolacj¢ prostoliniowg dla kolumny IAM ([H13]: Table V), oraz wartosci log k
zmierzone na kolumnie cholesterolowej, z zastosowaniem faz ruchomych zawierajacych 50%
1 60% objetosciowych acetonitrylu (log ko s 1 log ko) ((H13]: Table V). Na podstawie budowy
czasteczkowej poszczegdlnych substancji, obliczytam in silico podzialowe parametry

lipofilowosci log P ([H13]: Table II).
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Figure 3. Loading plot of chromatographic, partitioning and biopartitioning lipophilicities.

Rysunek 3. PCA: analiza podobienstwa chromatografowanych substancji ((H13]: Fig. 3).

Do oceny podobienstwa podzialowych 1 chromatograficznych deskryptorow
lipofilowo$ci oraz parametrow biologicznych ([H13]: Table II) wykorzystalam analize
gtéwnych sktadowych PCA ([H13]: Fig. 2). Metoda ta wykazata bardzo duze podobienstwa
pomiedzy rozwazanym 13 zmiennymi - dwa pierwsze czynniki wyjasniaja 95,3% ogdlnej
wariancji. Wyrazne oddzielenie wartosci log 4, 1am oraz log k zmierzonych na kolumnie
cholesterolowej od pozostatych zmiennych ([H13]: Fig. 2), pozwala wyjasni¢ wykres
przedstawiony na Rysunku 3 ([H13]: Fig. 3). Substancja 3 wyraznie oddziela si¢ od
pozostatych, tworzacych wspdlny klaster. Substancja ta wykazuje znacznie zawyzong retencje
na kolumnie IAM i cholesterolowej, co prawdopodobnie jest skutkiem obecnosci atomu
fluoru 1 mozliwosci tworzenia wigzania wodorowego migdzy substancjg a fazg stacjonarng.
Efektu tego, z powodu ograniczen sterycznych, nie obserwujemy dla substancji 12 1 13.
W przypadku kolumny RP-18e, jak rdwniez techniki micelarnej, obecno$¢ atomu fluoru nie
wpltywa w sposob specyficzny na retencje substancii.

W omawianych badaniach sprawdzitam zaleznosci istniejace pomigdzy poszczegdlnymi
parametrami chromatograficznymi 1 biologicznymi. Bezposrednie korelacje pozwalaja
okresli¢ przydatno$¢ danej techniki do oceny konkretnych wlasciwosci biologicznych
badanych substancji. Z zaleznosci wigzacych dane chromatograficzne otrzymane na kolumnie

IAM i cholesterolowej wylaczona zostata, jako typowy ,,outliers”, substancja 3. W technice
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MLC, z uwagi na ,,0g0lny problem elucji”’, nie bylo mozliwe zmierzenie retencji dla
najbardziej lipofilowych substancji 12 1 13.

Parametry statystyczne analizowanych zalezno$ci ([H13]: Table VI) pozwolity ocenié¢
wszystkie parametry chromatograficzne jako jednakowo rzetelne w przewidywaniu
wlasciwosci  lipofilowych badanych substancji. Najkorzystniejsze dane statystyczne
otrzymatam dla wartosci log P, oraz log k, wyznaczonych z uktadu RP-18e/bufor-
acetonitryl oraz log k,, dla ktorych R’ > 0,98. Korelacje 1og Py vs. log k oraz log K. vs.
log k, sa prostoliniowe i charakteryzuja si¢ bardzo korzystnymi danymi statystycznymi
([H13]: Table VI), co pozwala stwierdzi¢, ze wszystkie zaproponowane parametry
chromatograficzne w analogiczny sposob przewiduja wigzanie badanych substancji
z albuming surowicy ludzkiej, jak tez ich absorpcje w skorze. Korelacje log P, vs. log k sa
takze prostoliniowe 1 majg wysokie wartosci R (R > 0,9), z wyjatkiem tych, ktore otrzymatam
dla parametréw log k, obliczonych w technice micelarnej. Mozna uzna¢, ze jedynie uktady
micelarne nie pozwalajg przewidzie¢ wystarczajaco doktadnie absorpcji badanych substancji
w kutikulum ro$linnym z roztworow wodnych. Uznatam takze, ze stosowane uklady
chromatograficzne nie imituja procesu przenikania badanych substancji przez skore,
poniewaz zbadane korelacje log K, vs. log k nie sa zadowalajace. Jedynie w przypadku
parametréw log k,, obliczonych dla uktadu RP-18e/bufor-acetonitryl i log k£ zmierzonych na
kolumnie cholesterolowej, wartosci wspotczynnikéw dopasowania R’ tych korelacji sa
wieksze od 0,8 ([H13]: Table VI).

Nowoscig w opisywanych badaniach bylo zastosowanie przeze mnie kolumny
cholesterolowej do przewidywania wilasciwosci biologicznych i lipofilowych zwiazkow
organicznych w poréwnaniu z kolumng RP-18e, IAM oraz chromatografig micelarng MLC.
Stwierdzitam, ze parametry retencyjne zmierzone kolumnie cholesterolowej oceniajg
wlasciwosci lipofilowe 1 biologiczne pochodnych kwasu karbaminowego i1 fenoksyoctowego,
w sposob zgodny z parametrami otrzymanymi przy pomocy innych technik
chromatograficznych. Otrzymane wyniki wskazuja na faz¢ ruchoma zawierajaca 50%
acetonitrylu jako korzystniejsza do prowadzenia omawianych badan. Z praktycznego punktu
widzenia, kolumna cholesterolowa wydaje si¢ by¢ szczegdlnie atrakcyjna, poniewaz dla tej
fazy stacjonarnej, jako deskryptory lipofilowosci zastosowatam wartosci log & zmierzone
w konkretnym uktadzie chromatograficznym. W przypadku wszystkich pozostatych technik
wartosci log k, 1 log k,, byly obliczane metoda ekstrapolacji, z wielu danych retencyjnych,
zmierzonych w roznych uktadach chromatograficznych, co znacznie wydtuza czas i koszty

wykonywanych analiz.
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Kolejna grupa badanych przeze mnie substancji to 56 nowozsyntezowanych zwigzkow
organicznych nalezacych do 7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6H)-onow 1 2,6,7,8-
tetrahydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyno-3,4-dionéw ([H14]: Table I), majacych potencjalne
znaczenie jako leki anty-proliferacyjne, przeciwnowotworowe i przeciwbolowe [Horodyjewska
i wsp., 2009]. Substancje te zostaly zsyntezowane w Katedrze i Zaktadzie Chemii Medycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Potencjalne wiasciwosci biologiczne tych substancji
charakteryzowalam obliczajac, zgodnie z rownaniem Abrahama, parametry log K., log K,
log BB, log Kps4, Caco-2 i P ([H14]: Table II). Wymienione parametry, zwigzane
z farmakokinetyka dziatania ksenobiotykow, maja duze znaczenie w ocenie wlasciwosci
biologicznych substancji badanych jako potencjalne leki. Znaczenie parametréw log K.
1 log K, zostalo wyjasnione juz wczesniej. Wartos¢ log Kuss (tak jak log Pms) opisuje
stopien zwigzania substancji z albuming surowicy ludzkiej, kontrolujacy stezenie wolnej
formy leku w plazmie, log BB opisuje podziat leku w ukladzie mozg-krew (przenikanie leku
przez barier¢ krew-mozg) a f,, pain to niezwigzana frakcja (utamek) leku w mozgu. Obecnie
warto$¢ f, paim Uznaje si¢ za lepsze narzedzie opisujace dziatanie leku na centralny uktad
nerwowy niz parametr log BB [Spreafico i Jacobson, 2013]. Caco-2 to parametr charakteryzujacy
szybko$¢ wchlaniania danej substancji w jelitach, natomiast P.; szybko$¢ wchtaniania
w jelicie czczym. Oba parametry, Caco-2 i P.;; pozwalaja przewidywa¢ wchlanianie
substancji w przewodzie pokarmowym [Yamashita i wsp., 2000].

Wiasciwosci lipofilowe substancji oceniatam stosujac technike RP HPLC, z trzema
roznymi fazami stacjonarnymi, to znaczy RP-18e, immobilizowang sztuczng membrang IAM
i cholesterolem, oraz acetonitryl jako modyfikator faz ruchomych. Jako chromatograficzne
deskryptory lipofilowosci zastosowatam wartosci log k, obliczone metoda ekstrapolacji
prostoliniowej ([H14]: Table III). Dla wszystkich uktadéw chromatograficznych otrzymatam
prostoliniowe zalezno$ci, o wysokich warto$ciach wspotczynnikow korelacji, pomiedzy
parametrami log k, 1 s rownania Soczewinskiego i Wachtmeistera ([H14]: Egs. (3)-(5)),
swiadczace o kongeneryczno$ci badanych substancji. Ponadto, pomigdzy warto$ciami
log k, obliczonymi dla poszczegolnych faz stacjonarnych istnieja prostoliniowe relacje,
o bardzo korzystnych danych statystycznych, co oznacza, ze parametry te tworza analogiczne
skale lipofilowosci. W badaniach opisanych w artykule [H14], jako parametry lipofilowosci
dla kolumny cholesterolowej, zastosowatam wartosci log k,, obliczane metodg ekstrapolacji
prostoliniowej. W tym przypadku, standaryzowane parametry log &, tworzyly korzystniejsze

statystycznie korelacje z innymi parametrami (chromatograficznymi, podzialowymi
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1 biologicznymi), niz wspotczynniki retencji zmierzone w konkretnym ukladzie
chromatograficznym, tak jak opisatam w artykutach [H13] 1 [H15].

Analiza profili lipofilowosci ([H14]: Fig. 1) pozwolita oceni¢ wpltyw budowy
czasteczkowej na retencje substancji. W przypadku substancji z jednym lub dwoma
podstawnikami, dotagczonymi do tej samej grupy fenylowej, tj. dla substancji z grup A, C, D
1 E oraz 14, 15, 16, 17, 23 1 29 z grupy B ([H14]: Table I), wyrdzni¢ mozna podstawniki
zwiekszajace 1 obnizajgce parametry retencyjne w stosunku do substancji bez podstawnika.
Podstawniki —CI, —CH3 i —OCHj; znajdujace si¢ w potozeniu orto obnizaja wartosci log
w kolejnosci: —Cl < —CH; < —-OCHs;. Oprocz substancji 6, chromatografowanej na kolumnie
RP-18e, zwiagzki z grupg —OCH3; w potozeniu para takze wykazuja obnizong retencjg.
Podstawniki —CI, —CHj3 1 —OC,Hs znajdujace si¢ w potozeniu meta i para zwigkszaja wartosci
log k,, substancji w kolejnosci: —CH3 = —-OC,Hs < —Cl < 3,4-Cl,. Obecno$¢ dwoch atomow
chloru dotagczonych do pierscienia fenylowego przez atomy wegla C, i Cq ([H14]: Table I:
substancja 42), obniza retencj¢ substancji. Wartosci log £, substancji 42 sg znacznie nizsze od
otrzymanych dla substancji 43 z podstawnikami 3,4-Cl,, a takze dla substancji 40 1 41,
posiadajacych po jednym atomie chloru w potozeniu meta lub para. Podstawniki znajdujace
sie¢ W pozycji orto wywieraja dodatni efekt mezomeryczny, ktory zwigkszajac
elektrodonorowe wtasciwosci atoméw N i O struktury imidazotriazynowej, powoduje
obnizenie retencji substancji. Podstawniki w potozeniu orto prawdopodobnie stanowig takze
zawadg steryczng, ktorej skutkiem jest obnizenie parametrow retencyjnych w stosunku do
substancji bez podstawnika.

Wigkszo$¢ substancji nalezacych do grupy B posiada po dwa podstawniki, dotgczone do
grup  fenylowych,  znajdujacych  si¢ po  przeciwnych  stronach  struktury
7,8-dihydroimidazo[2,1-c][1,2,4]triazyn-4(6 H)-owej. W przypadku tych substancji, wszystkie
podstawniki oznaczone jako R’ ([H14]: Table 1), niezaleznie od potozenia, zwigkszaja
wartosci log k,, substancji, w stosunku do substancji nie posiadajacej podstawnika.

Podobiefistwa 1 rdznice pomigdzy obliczonymi w przedstawianych badaniach
wielko$ciami ocenialam stosujac analiz¢ glownych sktadowych PCA. Dwie pierwsze
sktadowe FC1 1 FC2 wyjasniajg 97,1% ogolnej wariancji. Wartosci FC1 (Rysunek 4, [H14]:
Fig. 2) zawarte s3 w przedziale 0,2 — 0,24 natomiast FC2 —0,43 — 0,54. ,,Ostra strzala”
widoczna na Rysunku 4, $wiadczy o bardzo duzym podobienstwie analizowanych 18
zmiennych (9 wartosci log P, 3 wartosci log &, 6 parametrow biologicznych) ([H14]: Table I,
Table II, Table III). Metoda PCA pozwolita takze oceni¢ podobienstwa i rdéznice pomiedzy
badanymi substancjami (Rysunek 4, [H14]: Fig. 3). Na Rysunku 4 widoczne sa dwa
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klastery: jeden z nich obejmuje substancje z grup A, B, C, drugi grupy D, E. Takie
uporzadkowanie substancji wynika z podobienstw ich budowy strukturalnej i wlasciwosci
chemicznych. Wszystkie badane substancje maja charakter zasadowy, spowodowany
obecnoscig atomow O 1 N o wilasciwosciach protonoakceptorowych. Substancje z grup
D i E posiadaja takze wlasciwosci kwasowe (protonodonorowe), zwigzane z obecnoscia
pierwszo- i/lub drugorzedowych grup aminowych ([H14]: Table II). Substancje z grup A, B
i C sg bardziej lipofilowe niz substancje z grup D i1 E: wartosci log P, dla substancji
nalezacych do grup A, B i C zawierajg si¢ w przedziale 3,39 - 4,73, natomiast dla grup D i E
w przedziale 0,66 - 2,26.
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Figure 3. Similarities and dissimilarities between compounds tested.

Rysunek 4. PCA: Podobienstwo analizowanych zmiennych (A) i badanych substancji (B) ([H14]: Fig. 2, 3).

Aby oceni¢ zdolnos¢ konkretnej techniki chromatograficznej do przewidywania

wlasciwosci biologicznych badanych substancji porownywalam obliczone wartosci log £k,
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z parametrami biologicznymi, tj. log K, log K., Caco-2, Py, log Kysq 1 log BB. Absorpcja
w skorze jak tez absorpcja substancji przez skorg, wyrazone poprzez obliczone in silico
wspoétczynniki podziatu (log K,) 1 przenikania (log Ki.), w porownaniu z parametrami log k,,
tworzg zalezno$ci majace postac ,,odwroconej” paraboli. Najkorzystniejsze dane statystyczne
odpowiadaja zalezno$ciom otrzymanym dla kolumny cholesterolowej ([H14]: Fig. 4C).
Obserwowany ksztalt korelacji sugeruje wystgpowanie optymalnego zakresu lipofilowosci
substancji zapewniajacego ich maksymalng absorpcje w skorze i zdolno$¢ do przenikania
przez skorg. Substancje zbyt lipofilowe stabo rozpuszczaja sie¢ w $srodowisku wodnym
otaczajagcym biomembrany, natomiast zbyt hydrofilowe sg przez nie stabo absorbowane.

Poréwnujac wartosci Caco-2, P, 1 log k, otrzymalam oddzielne zaleznosci dla
poszczegbdlnych grup substancji ([H14]: Figs. SA, B). Oddzielne korelacje tworzg substancje
nalezace do grup A, B, C oraz D, E. Substancje grup A, B i C, ktérych wartosci Caco-2
zawarte sg w przedziale 166 - 242 x 10 cm/sec, nalezy oceni¢ jako dobrze przenikajace
przez $ciany jelit, natomiast nalezace do grup D 1 E, o warto$ciach Caco-2 mieszczacych si¢
w przedziale 0,2 - 2 x 10 cm/sec, jako substancje o umiarkowanej przenikalnosci ([H14]:
Table II) [Yamashita i wsp., 2000]. W przypadku substancji grup A, B i C, zaleznosci Caco-2 vs.
log k,, maja posta¢ paraboli, co wskazuje na istnienie zakresu lipofilowo$ci zapewniajacego
optymalne przenikanie substancji przez jelita. Widoczne jest tez oddzielenie z tej grupy 10
substancji z podstawnikami w potozeniu orfo. Jak wspomnialam i wyjasnitam wczesniej,
substancje te wykazuja wyraznie zanizone warto$ci wspotczynnikow retencji log k.
Zaleznosci Py vs. log k, ([H14]: Fig. 5B), oddzielne dla substancji grup A, B 1 C oraz
D i E, nie wykazuja znaczacego wptywu struktury substancji na ich wchlanianie
w przewodzie pokarmowym. Wykresy przedstawione na rysunkach [H14]: Figs. 5A, B
odnoszg si¢ do danych otrzymanych na kolumnie cholesterolowej. Analogiczne zaleznosci,
o nieco mniej korzystnych parametrach statystycznych, otrzymatam dla kolumny RP-18e
1 immobilizowanej sztucznej membrany IAM.

Zaleznosci log Kysq vs. log k, ([H14]: Figs. 6A-C) takze maja posta¢ ,,odwrdconej”
paraboli. W przypadku wartosci log k,, wyznaczonych na kolumnie cholesterolowej, korelacje
te charakteryzujg si¢ bardzo korzystnymi parametrami statystycznymi i obejmujg wszystkie
badane substancje, z wylaczeniem tych, ktére posiadaja podstawniki w potozeniu orto.
W przypadku kolumny RP-18e i IAM otrzymalam oddzielne korelacje dla substancji grup
A, B, C oraz D, E. Zaleznosci odpowiadajace substancjom silniej wigzacym si¢ z albuming

(grupy A, B, C) charakteryzuja si¢ wyraznie stabszym dopasowaniem.
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Bardzo podobne wyniki otrzymatam dla zaleznos$ci log BB vs. log k,, ([H14]: Figs. 7A-
C). Korelacje odpowiadajace kolumnie cholesterolowej obejmuja wszystkie badane zwigzki
organiczne. Mimo ze na rysunku [H14]: Fig. 7C widoczne jest rozdzielenie grup A, B, C oraz
D i E, to wysoka warto§¢ R (R = 0,9055) wydaje si¢ usprawiedliwia¢ podanie wspolnej
zalezno$ci dla wszystkich substancji. W przypadku kolumny RP-18¢ i IAM otrzymatam
oddzielne korelacje log BB vs. log k, dla substancji grup A, B, C oraz D i E. Wykresy
odpowiadajace substancjom lepiej przenikajagcym przez barier¢ krew-mozg (grupy A, B, C)
charakteryzuja si¢ wyraznie stabszym dopasowaniem i nie wykazuja istotnego wplywu
budowy czasteczkowej na wartosci log BB.

W badaniach opisanych w artykule [H14] zastosowatam kolumng¢ z immobilizowanym
cholesterolem do oceny wiasciwosci lipofilowych 56 substancji majacych znaczenie jako
potencjalne leki. Poréwnalam chromatograficzne skale lipofilowosci otrzymane na kolumnie
cholesterolowej, RP-18e i [AM z parametrami biologicznymi obliczonymi in silico, zgodnie
z rownaniem Abrahama. Otrzymatam znaczace statystycznie zaleznos$ci ilosciowe pomiedzy
parametrami retencyjnymi log k,, 1 log K, log K., log Kyss 1 log BB. Analizowane przeze
mnie korelacje, w przypadku kolumny cholesterolowej charakteryzuja si¢ najkorzystniejszymi
parametrami statystycznymi (R = 0,9055 - 0,9834), co pozwala oceni¢ t¢ fazg stacjonarng jako
szczego6lnie przydatng do przewidywania wtasciwosci lipofilowych i biologicznych zwigzkow
organicznych. Stwierdzitam takze, ze parametry log k,, wyznaczone dla kazde; ze
stosowanych faz stacjonarnych, przewiduja w sposob analogiczny wartosci Caco-2 1 Py
Pozwala to stwierdzi¢, ze wykorzystane w badaniach uktady chromatograficzne jednakowo
dobrze imituja procesy przenikania substancji przez jelita i ich wchlanianie w uktadzie
pokarmowym.

Kolejng grupa substancji badanych jako potencjalne leki, byly wymienione wczesniej
1,2,4-triazole ([H15]: Table 1). Oceniajac wilasciwosci lipofilowe tych substancji
zastosowatam rdézne techniki chromatograficzne, tj. RPLC, MLC 1 BMC. W technice RPLC
wykorzystatam faz¢ stacjonarng RP-18e, immobilizowang sztuczng membrang IAM
i cholesterol oraz acetonitryl jako modyfikator faz ruchomych. W technice BMC stosowatam
uktad RP-18e/Brij 35-izobutanol. Stezenie surfaktantu w roztworach buforowych, z ktorych
przygotowywano fazy ruchome wynosito 0,06, 0,08, 0,10 1 0,12 mol/dm?. W kolumnowej
chromatografii micelarnej MLC zastosowatam warunki opisane wczesniej [H11]. Jako
chromatograficzne deskryptory lipofilowosci wykorzystatam wartosci log &, obliczone przez
ekstrapolacj¢ prostoliniowg i log k zmierzone na kolumnie cholesterolowej, z zastosowaniem

faz ruchomych zawierajacych 50% 1 60% acetonitrylu oraz log £, obliczone zgodnie
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z rownaniem Foley’a ([H15]: Table 2). Na podstawie budowy czasteczkowej obliczytam
podziatowe parametry lipofilowosci log P poszczegdlnych substancji ([H15]: Table 1).
Podzialowe 1 chromatograficzne deskryptory lipofilowosci skorelowalam z parametrami
biologicznymi, tj. log Kps4, log BB, fipain 1 Caco-2, obliczonymi zgodnie z réwnaniem
Abrahama (ACD/Percepta) ([H15]: Table 2). Podobnie jak poprzednio, badajac bezposrednie
korelacje pomigdzy parametrami chromatograficznymi 1 biologicznymi, ocenialam
przydatno$¢ kazdej ze stosowanych technik analitycznych do przewidywania konkretnych
wlasciwosci biologicznych substancji. Korelacje log Kpyss vs. log k sa prostoliniowe
i charakteryzuja si¢ bardzo korzystnymi parametrami statystycznymi, bez wzgledu na
stosowany uktad chromatograficzny ([H15]: Table 3, Fig. 1A). Najwyzsze wartosci
wspoétczynnika korelacji (R > 0,99) otrzymatam dla zaleznosci odpowiadajacych parametrom
log k,, obliczonym dla techniki RPLC oraz log k& zmierzonym na kolumnie cholesterolowe;.
Otrzymatam oddzielne korelacje dla dwéch grup, réznigcych si¢ budowa badanych substancji
([H15]: Table 3). Triazole nalezace do grupy B zostaty ocenione jako silniej wigzace si¢
z albuming surowicy ludzkiej niz ich analogi z grupy A. Prawdopodobnie jest to skutek
obecnosci dodatkowych elektrondw 7 w czasteczce, co zgodne jest z mechanizmem wigzania
substancji niezjonizowanych o charakterze zasadowym (elektrodonorowym) z albuming
[Wanwimolruk i wsp., 1991]. Obecno$¢ dodatkowych elektronéw 7 wydaje si¢ by¢ czynnikiem
decydujacym o silniejszym wigzaniu 1,2,4-triazoli z grupy B z albuming. Rodzaj podstawnika
dotaczonego do drugorzedowej grupy aminowej ma w tym przypadku mniejsze znaczenie.
Z wyzej wymienionych korelacji ([H15]: Table 3, Fig. 1A) wylaczone zostaty substancje 4, 6,
14 1 18 jako typowe ,,outliers”. Substancje te maja wyraznie zanizone warto$ci parametrow
chromatograficznych na skutek bariery sterycznej.

Korelacje f,, prain vs. log k ([H15]: Table 3, Fig. 1 B) majg posta¢ wielomianu drugiego
stopnia 1 obejmuja wszystkie badane substancje. Wraz ze wzrostem lipofilowosci substancji
maleje stezenie jej wolnej formy w moézgu. Korelacje o najwyzszych wartosciach R (R > 0,9)
otrzymatam dla parametréw log £, obliczonych dla technik z micelarng fazg ruchomg MLC
i BMC. W chromatografii micelarnej retencja przede wszystkim zalezna jest od dystrybucji
substancji miedzy micele i faz¢ ruchoma. Proces ten w znacznie mniejszym stopniu zalezy od
struktury przestrzennej chromatografowanej substancji, co thumaczy wigksze podobienstwo
pomiegdzy parametrami £, p.qin 1 l0g k,, N1z pozostalymi parametrami chromatograficznymi.

Lipofilowos$¢ nie jest jedyna wiasciwoscia substancji, ktora decyduje o jej przenikaniu
przez bariery biologiczne. Jednym z takich czynnikow jest takze masa czasteczki. Im ci¢zsza

jest czasteczka, tym trudniej jest jej przenikal przez bariery biologiczne [Testa i wsp., 2000].
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Dlatego tez, analizujac korelacje pomiedzy parametrami chromatograficznymi i log BB oraz
Caco-2, uwzglednitam wplyw masy molowej MW (Molecular Weight) ([H15]: Table 3, Fig.
1C). Jak pokazuja parametry korelacyjne analizowanych zaleznosci, przenikanie substancji
przez barier¢ krew-mozg ros$nie z lipofilowos$cig substancji i maleje z jej masg czasteczkowa.

Matematyczna posta¢ otrzymanych zaleznosci wskazuje na istnienie zakresu lipofilowosci

zapewniajacego optymalng przenikalno$¢ substancji. Korelacje typu log BB vs. log

k
!
rozdzielone na dwie grupy substancji ([H15]: Fig. 1C). Jedna z nich obejmuje 1,2,4-triazole
z podstawnikiem alkilowym lub benzenowym przytaczonym do grupy aminowej poprzez
alkil (1-4, 7, 8, 11-14, 17 1 18), natomiast druga te, w ktorych pierscien benzenowy potaczony
jest bezposrednio z grupg aminowa (5, 6, 9, 10, 15, 16, 19, 20). Substancja 21 we wszystkich
badanych korelacjach zachowuje si¢ jak ,,outlier”. Obliczenia teoretyczne przewiduja lepsza
przenikalno$¢ przez barier¢ krew-modzg substancji z grupy pierwszej - obliczone dla nich

wartosci log BB s3 wyzsze od tych, ktore odpowiadaja substancjom grupy drugiej. Dla tych

substancji korelacje typu log BB vs. log sa prostoliniowe 1 charakteryzuja sie

k
JMw
umiarkowanymi warto$ciami R (R = 0,8210 — 0,9259). Najkorzystniejsze zaleznosci (R > 0,9)
otrzymatam dla parametrow chromatograficznych log ks, odpowiadajacych kolumnie
cholesterolowej z eluentem zawierajacym 60% acetonitrylu oraz log k, wyznaczonych
w technice MLC. Korelacje odpowiadajace substancjom z grupy drugiej maja postac
wielomianu drugiego stopnia i charakteryzuja si¢ korzystnymi parametrami statystycznymi
(R = 0,8505 — 0,9677). Ponownie, najlepsze korelacje odpowiadajg wymienionym wyzej
parametrom log ko¢ 1 log k,. Posta¢ matematyczna otrzymanych zaleznos$ci oznacza, ze
przenikalnos$¢ przez bariere krew-modzg rosnie z lipofilowo$cig substancji i maleje z jej masg
molowa. Ksztalt odwrdconej paraboli sugeruje, Ze istnieje zakres takich wlasciwosci
substancji (lipofilowosci 1 masy molowej), dla ktérego przenikalno$¢ przez bariere krew-
moézg jest optymalna. Mozna przypuszcza¢, ze prostoliniowy przebieg omawianych
zalezno$ci obserwowany dla substancji 1-4, 7, 8, 11-14, 17 i 18 jest poczatkiem paraboli

([H15]: Fig. 1C).

Korelacje Caco-2 vs. log

k . . . .
majg takze ksztatt odwrdconej paraboli, wspolnej dla

NMW
wszystkich 1,2,4-triazoli 1 charakteryzuja si¢ korzystnymi danymi statystycznymi, bez
wzgledu na technik¢ chromatograficzng ([H15]: Table 3). Podobnie jak w przypadku

przenikalnosci przez barier¢ krew-mdzg, przenikalno$¢ substancji przez Sciany jelit maleje,
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gdy substancja jest zbyt, lub za mato lipofilowa. Substancje silnie lipofilowe stabo
rozpuszczaja si¢ w wodnym otoczeniu biomembran, natomiast zbyt hydrofilowe sa stabo
absorbowane przez te membrany.

Aby oceni¢ podobienstwa 1 roznice istniejgce pomiedzy obliczonymi 1 zmierzonymi
parametrami, zastosowatam analiz¢ gtéwnych sktadowych PCA. Analiza ta obejmowata 20
zmiennych (6 parametrow chromatograficznych, 4 parametry biologiczne, 9 parametrow
podziatowych 1 MW). Trzy pierwsze czynniki wyjasniaja odpowiednio 80%, 80,7% i 92,9%
og6lnej wariancji. Przedstawione na Rysunku 5 wykresy PCA ([H15]: Fig. 2A) $wiadcza
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Figure 6. PCA: the loading (A) and the score (B) plots. Compounds denoted as in Fig. 1A.

Rysunek 5. PCA: Podobienstwo analizowanych zmiennych (A) i badanych substancji (B) [H15].

o duzym podobienstwie analizowanych zmiennych. Jedynie zmienna f,, 54», majaca ujemnag
warto$¢ pierwszej sktadowej, odbiega od pozostalych. Parametr ten tworzy odwrotnie
proporcjonalne relacje z pozostatymi wielko$ciami charakteryzujagcymi 1,2,4-triazole.
W badanym przedziale lipofilowos$ci, wszystkie parametry biologiczne, oprocz f,, pain, OSN3

wraz ze wzrostem wilasciwosci lipofilowych substancji. Na Rysunku 5 ([H15]: Fig. 2B)
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ilustrujagcym podobienstwa 1 réznice pomiedzy badanymi 1,2,4-triazolami, widoczne s3 dwa
liniowe klastery. Jeden z nich obejmuje substancje z podstawnikiem alkilowym lub
benzenowym przylaczonym do grupy aminowej poprzez alkil (1-4, 7, 8, 11-14, 17 1 18).
Drugi klaster odpowiada substancjom, w czasteczkach ktorych pier§cien benzenowy
polaczony jest bezposrednio z grupg aminowa (5, 6, 9, 10, 15, 16, 19, 20). Substancja 21
zostata w analizie statystycznej oceniona jako ,outlier”. Analiza glownych skladowych
wskazuje, ze o wlasciwosciach lipofilowych i biologicznych badanych 1,2,4-triazoli decyduje
rodzaj podstawnika przylaczonego do drugorzedowej grupy aminowej. Wezesniej omoéwione
badania wskazaty, ze w przypadku warto$ci log Kys4, przewidujacej powinowactwo danej
substancji do albuminy surowicy ludzkiej, obecno$¢ elektrondow = w czasteczce jest
czynnikiem decydujacym. Badajgc wiasciwosci lipofilowe i1 biologiczne 1,2,4-triazoli,
podobnie jak w przypadku pochodnych kwasu karbaminowego 1 fenoksyoctowego,
potwierdzitam zalety stosowania kolumny cholesterolowej. Kolumna ta pozwala znacznie
ograniczy¢ koszty i1 czas wykonywanych analiz. Ponadto, praktycznie we wszystkich
przypadkach, analizowane  korelacje =~ pomigdzy  parametrami  biologicznymi
1 chromatograficznymi, zmierzonymi na kolumnie cholesterolowej, mialy najkorzystniejsze
parametry statystyczne.

Podsumowujac badania opisane w rozdzialach 4c¢.3. i 4c.4. niniejszego opracowania
moge uznaé, ze parametry chromatograficzne wyznaczone w technice RPLC,
z zastosowaniem kolumny RP-18e oraz cholesterolowej, sa najblizsze podzialowym
parametrom lipofilowosci log P obliczanym na podstawie struktur badanych substancji.
Moge takze stwierdzi¢, Ze wszystkie zaproponowane przeze mnie parametry
chromatograficzne w analogiczny sposéb przewiduja stopien zwigzania substancji
z albumina surowicy ludzkiej. W porownaniu z kolumna IAM i RP-18e oraz
chromatografia MLC i BMC, parametry chromatograficzne wyznaczone
z zastosowaniem kolumny cholesterolowej najlepiej przewiduja wchlanianie substancji
w przewodzie pokarmowym oraz jej przenikanie przez skore i absorpcje w skorze.
Stwierdzilam takze, ze parametry log k, wyznaczone przy pomocy techniki MLC, nie
pozwalaja przewidywa¢ wchlaniania substancji w kutikulum roslinnym. Jednocze$nie
zauwazylam, ze parametry te zdecydowanie lepiej niz pozostale deskryptory

chromatograficzne, przewiduja stezenie wolnej formy badanej substancji w mézgu.

42



Zalacznik 2a

4c.5. BioArena - zastosowanie chromatografii planarnej do badania mechanizmu

aktywnosci biologicznej substancji organicznych

BioArena to ztoZzony system analiz chromatograficznych i biologicznych umozliwiajacy
badanie mechanizmu dziatania substancji organicznych na Zzywe organizmy. Opracowana
przez Tyihdka i wsp. [Tyihak i wsp., 2013] BioArena, poprzedzona byta rozlegtymi badaniami
nad formaldehydem jako czasteczka endogeniczng, niezbedna we wszystkich procesach
biologicznych [Tyihak i wsp., 1998, 2013], a jej podstawa jest zalozenie, ze formaldehyd jest
odpowiedzialny za aktywno$¢ biologiczng substancji organicznej [Tyihak i wsp., 2003, 2005].
BioArena, ktora jest rozwinieciem bezposredniej bioautografii, wykorzystuje unikatowe
wlasciwosci chromatografii planarnej, umozliwiajace wykonanie, wizualizacje 1 detekcje
badan biologicznych, bezposrednio na ptytce chromatograficznej. Wtasciwe badania
biologiczne poprzedzone s3a analiza badanych substancji wykonywana w technice
chromatografii planarnej (TLC lub OPLC), w normalnym uktadzie faz. Nastepnie
wykonywana jest bezposrednia bioautografia, czyli reakcja substancji z patogenem. Kolejny
etap badan to reakcja substancji z patogenem w obecno$ci zwigzkow chemicznych, ktore
niweluja lub wspomagaja dzialanie formaldehydu. W BioArenie jako substancje, ktore
wychwytujac formaldehyd (,,formaldehyde captures”) niweluja jego dzialanie, stosowane sa
L-arginina, glutacjon i kwas askorbinowy. Jony Cu (II) stosowane s3 jako promotory
formaldehydu (,,formaldehyde promotors”), czyli substancje wspomagajace jego dziatanie
bakteriobojcze. Sledzac dzialanie substancji na patogen w obecnosci , formaldehyde captures”
1 ,formaldehyde promotors” mozna potwierdzi¢ mechanizm reakcji biologicznej, czyli
aktywnosci danej substancji wobec patogenu [Tyihak i wsp., 2003, 2005, 2013; H1].

W badaniach przedstawionych w artykule [H8], oceniatam lipofilowos$¢ oraz aktywnos¢
1 mechanizm aktywnos$ci biologicznej 13 pochodnych kwasu karbaminowego
1 fenoksyoctowego ([H8]: Table 1). Wiasciwosci lipofilowe tych substancji opisatam przy
pomocy parametréw podziatowych Alog Ps obliczonych na podstawie budowy czasteczkowej
oraz parametroOw chromatograficznych log &, obliczonych metoda numeryczna ([HS]: Table
1). W badaniach chromatograficznych stosowatam technike TLC w uktadzie RP18/bufor-
metanol. Otrzymatam prostoliniowe korelacje, o bardzo korzystnych danych statystycznych
(R=0,9414 1 5sd = 0,420), pomigdzy oboma parametrami lipofilowosci ([HS]: Fig. 1).

Substancje 1, 3, 4, 5, 6 1 7 zostaly wybrane do kompleksowych badan w systemie
BioArena, poniewaz w badaniach biologicznych wykazaty aktywno$¢ wobec patogenu
Pseudomonas savastanoi pv. Phaseolicola ([H8]: Fig. 2). Kolejne etapy systemu BioArena

potwierdzity udzial formaldehydu w dziataniu bakteriobdjczym tych substancji. Obecnos¢
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L-argininy wyraznie zmniejszyta, a glutacjonu catkowicie zahamowata wlasciwosci
bakteriobojcze wybranych substancji wobec patogenu. Obecnos¢ ,,formaldehyde promotors”,
czyli jonow Cu (II), silnie zwigkszyla toksyczno$¢ wybranych substancji ([H8]: Fig. 3-6).
Wartosci Alog Ps substancji 1, 3, 4, 5, 6 1 7 zawarte s3 w przedziale 3,03 — 3,98, a log £,
w przedziale 3,66 — 4,50, co pozwala oceni¢ je jako umiarkowanie lipofilowe. Pozostale,
z wyjatkiem substancji 1 o najnizszej lipofilowosci (Alog Ps = 1,33), sa silnie lipofilowe
(Alog Ps > 4,48). W przypadku tych substancji (2, 8 - 10, 12 i 13), dopiero obecnos¢ jonow
Cu (IT) uvaktywnita ich wtasciwosci bakteriobdjcze w stosunku do Pseudomonas savastanoi
pv. Phaseolicola. Substancja 11 nie wykazuje toksycznosci wobec patogenu nawet
w obecnosci jonéw Cu (II) ([H8]: Fig. 7). Przeprowadzone badania potwierdzity udziat
formaldehydu w bakteriobojczym dziataniu wybranych pochodnych kwasu karbaminowego

i fenoksyoctowego.

4¢.6. Najwazniejsze osiagniecia pracy habilitacyjnej
e Opracowanie numerycznej metody obliczania wartosci log k&, chromatografowanych

substancji.

e Zastosowanie numerycznych wartosci log &, do oceny witasciwosci lipofilowych

i biologicznych zwigzkéw organicznych o potencjalnym znaczeniu biologicznym.

e Zastosowanie micelarnej chromatografii cieczowej w technice OPLC do badania

wiasciwosci lipofilowych substancji organicznych.

e Zastosowanie fazy stacjonarnej z immobilizowanym cholesterolem do badania
wlasciwosci  lipofilowych substancji organicznych o potencjalnym znaczeniu

biologicznym.

e Zastosowanie parametrow chromatograficznych wyznaczanych w réznych technikach
i uktadach chromatograficznych do przewidywania wtasciwosci biologicznych nowych

zwigzkow organicznych.

e Wyniki moich badan dostarczaja informacji, ktéore moga by¢ wykorzystywane
w pracach nad poszukiwaniem nowych zwigzkéw organicznych o znaczeniu
biologicznym oraz przewidywaniem ich wlasciwosci lipofilowych i biologicznych,

a takze do badania mechanizmu dziatania takich substancji na zywe organizmy.
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e Ocena wlasciwo$ci lipofilowych substancji organicznych w ro6znych technikach
chromatograficznych, w potaczeniu z przewidywaniem in silico ich wlasciwosci
biologicznych wraz z badaniem mechanizmu oddziatywania na Zywe organizmy
w systemie BioArena, wskazuje na rozlegte mozliwosci chromatografii cieczowej jako

techniki wspomagajacej badania zwigzkéw aktywnych biologicznie.

5. Omoéwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

5.1. Badania prowadzone przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

W ponizszym rozdziale zwiezle przedstawie moja dziatalno$¢ badawcza w okresie
1983-1993, to jest do czasu uzyskania stopnia doktora. W tej czesci opracowania odnios¢ si¢
do prac, ktérych jestem wspotautorka, i ktore zebralam w Zalaczniku 3a pkt Il.a i II.d
(artykuty A 1 C).

Po ukonczeniu studidow zostalam zatrudniona w Owczesnym Zaktadzie Chemii
Fizycznej Wydziatu Chemii UMCS, kierowanym przez Pana Profesora J. Oscika. Tematyka
czesci doswiadczalnej mojej pracy magisterskiej, wykonywanej w tym samym Zaktadzie,
zwigzana byta z teorig procesu retencji w adsorpcyjnej chromatografii cieczowej. W sposob
naturalny dolaczona zostatam do prac badawczych o podobnej tematyce, w ktorej
specjalizowal si¢ zespot kierowany przez Pana Profesora J. K. Rozyle, mojego
bezposredniego przelozonego. Prowadzone badania dotyczyly przede wszystkim teorii
retencji w chromatografii cieczowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem zastosowania rownania
Oscika do opisu  wptywu skladu fazy ruchomej na parametry retencyjne
chromatografowanych substancji. W owym czasie rownanie Oscika, wyprowadzone na
podstawie termodynamicznego opisu uktadow ciato state — roztwor, stosowane byto jako
réwnanie retencji w adsorpcyjnej chromatografii cieczowej. W badaniach tych oceniany byt
wplyw wiasciwos$ci poszczegolnych elementdw uktadu chromatograficznego, tj. adsorbentu,
sktadu i stezenia fazy ruchomej oraz substancji na mierzone parametry retencyjne. Szczeg6lna
cze$¢ tych badan poswigcono roli powierzchni witasciwej adsorbentu w procesie retencji.
Wplyw wilasciwosci poszczegodlnych elementow uktadu chromatograficznego na proces
retencji substancji oceniany byl przy pomocy parametrow réwnania Os$cika (rownanie (3),

rozdziat 4c.2), opisujacych rownowage w ukladzie ciato stale — roztwor (K,,) oraz

oddziatywania migdzyczasteczkowe wystepujace w fazie objetosciowej (4, ). Celem
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prowadzonych badan teoretycznych byla analiza mozliwosci rownania Oscika do
przewidywania parametrow retencji i optymalizacji warunkow rozdzialu w chromatografii
cieczowej. Prowadzone w tamtym czasie badania opisane zostaty w artykutach naukowych
[Al, A2, A6 1 AS8], jak réwniez przedstawione w formie wykladu na konferencji
chromatograficznej (Zatacznik 3a pkt II1.b pozycja 8).

Uczestniczytam takze w pracach nad zastosowaniem chromatografii planarnej do
analizy mieszanin jonow Re (VII), Mo (VI) i V (V) oraz Au (III), Se (IV) i Te (IV),
prowadzonych w ramach wspoétpracy z naukowcami z Armenii [A4, AS, C2].

W tym czasie rozpoczelam prace nad problematyka stosowania chromatografii
cienkowarstwowej jako techniki pilotujacej dla cieczowej chromatografii kolumnowej. Celem
tych badan bylo wykorzystanie chromatografii cienkowarstwowej jako szybkiej 1 taniej
metody optymalizacji warunkow procesu chromatograficznego i opisanie korelacji pomiedzy
parametrami retencyjnymi chromatografii kolumnowej i cienkowarstwowej. Najwazniejszym
problemem badawczym byla ocena wplywu wlasciwosci uktadu chromatograficznego oraz
warunkow prowadzenia procesu rozdzialu w technice cienkowarstwowej na mierzone
parametry retencyjne. Badania te zostaty opisane w artykutach A3, A7, A9, A10,C1,C31C4
oraz przedstawione w postaci wykladu (Zatacznik 3a pkt IIL.b pozycja 9), a przede wszystkim

podsumowane w przygotowanej przeze mnie pracy doktorskie;j.

5.2. Badania prowadzone po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nieobjete rozprawg

W ponizszym rozdziale przedstawie moja dzialalnos¢ badawcza po uzyskaniu stopnia
doktora. Tak jak poprzednio odnios¢ si¢ do prac, ktorych jestem wspodtautorka, 1 ktore

zebratam w Zataczniku 3a pkt [L.a i II.d (artykuty B i D).

Po wuzyskaniu stopnia doktora kontynuowatam rozpoczeta wczesniej tematyke
badawcza. Przede wszystkim byly to badania zwigzane z teoretycznym opisem retencji
substancji w chromatografii cieczowej. Stosowalam w nich opis termodynamiczny
zaproponowany przez Prof. J. OScika. Ocenialtam wpltyw wilasciwosci ukladow
chromatograficznych, zwlaszcza rodzaju 1 stezenia fazy ruchomej, oraz warunkow
prowadzenia procesu chromatograficznego na parametry retencyjne, a takze na wartosci

statych K|,14,,,,. W badaniach tych potwierdzony zostal wplyw tak zwanych ,efektow

cienkowarstwowych”, czyli demiksji sktadnikéw eluentu, powstawaniu gradientu stosunku

fazowego wzdhuz drogi rozwijania chromatogramu oraz preadsorpcji, na parametry retencyjne
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chromatografowanych substancji. Badania prowadzity do wskazania mozliwosci 1 ograniczen
chromatografii planarnej jako techniki pilotujacej dla chromatografii kolumnowej, a ich
wynikiem bylo okres$lenie podobienstw i roéznic w warto$ciach parametrow retencyjnych
otrzymywanych w chromatografii kolumnowej oraz planarnej. W owym czasie, w praktyce
laboratoryjnej najczesciej stosowano komory szklane Stahla natomiast komory ptaskie, typu
,sandwich” byly stosunkowo rzadko wykorzystywane. Prowadzone badania wskazywaty, ze
przebieg procesu chromatograficznego w komorach ,,sandwich” 1 na kolumnie jest bardzo
zblizony, co sprawia, ze optymalizacja warunkéw rozdziatu w technice cienkowarstwowej
z wykorzystaniem tego rodzaju komor pozwala, z duzym prawdopodobienstwem,
przewidywa¢ wyniki analizy w technice kolumnowej. Omdwione badania zostaly opisane
w artykulach Bl, B2, B3 1 B4, a takze prezentowane w postaci wyktadow na
mig¢dzynarodowych konferencjach chromatograficznych (Zalacznik 3a pkt IL.k pozycje 1 - 3).

Uczestniczylam takze w badaniach teoretycznych dotyczacych mechanizmu procesu
retencji w chromatografii adsorpcyjnej, ze zwroceniem szczegolnej uwagi na oddziatywania
miedzyczasteczkowe wystepujace w fazie objetosciowe] 1 mogace prowadzi¢ do asocjacji
wystepujacych w niej czasteczek. Stosujac dwa podejscia teoretyczne, tj. roOwnanie Prof.
Soczewinskiego odnoszace si¢ do uktadu idealnego 1 roéwnanie Prof. Jaronca
i Dr Os$cik-Mendyk opisujace uktady nieidealne, mozna oceni¢ oddzialywania
migdzyczasteczkowe wystepujace w eluencie oraz typ asocjacji w badanym uktadzie. Badania
te zostaly przedstawione w postaci wykltadu (Zatacznik 3a pkt IIl.Lb pozycja 55) a takze
prezentowane jako komunikaty (Zatgcznik 3a pkt IIL.b pozycje 60, 63, 65, 67) na krajowych
1 migdzynarodowych konferencjach chromatograficznych.

W tym okresie zainteresowatam si¢ chromatografia cieczowa z odwréconym uktadem
faz, ktora stawata si¢ coraz bardziej popularna takze w technice cienkowarstwowej, z uwagi
na handlowo dostepne, zwigzane chemicznie fazy stacjonarne. Zainteresowania te zwigzane
byly przede wszystkim z mozliwo$cia prowadzenia badan nad wykorzystaniem metod
chromatograficznych do oceny wlasciwosci lipofilowych zwigzkéw organicznych. Nawigzana
wspotpraca z Prof. A. Niewiadomym oraz Prof. J. Matysiak z Uniwersytetu Przyrodniczego
w Lublinie oraz Prof. N. U. PeriSi¢-Janji¢ z Uniwersytetu w Nowym Sadzie (Serbia), osobami
zajmujgcymi si¢ poszukiwaniem nowych substancji organicznych aktywnych biologicznie,
wskazata nowe kierunki prac, w ktéorych moglam uczestniczy¢. Tym niemniej, analiza
teoretyczna byla wcigz w kregu moich zainteresowan. Wykorzystywanie w prowadzonych
badaniach chromatografii cieczowej z odwréconym uktadem faz, sklonito mnie do

zainteresowania si¢ opracowaniami teoretycznymi Prof. Jaronca [Jaroniec i Os$cik, 1982;
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Jaroniec i Martire, 1987; Jaroniec, 1993]. Prace Prof. Jaronca i wsp. wskazywaty, ze rownanie
Prof. Os$cika, stosowane dotychczas w chromatografii adsorpcyjnej, jest najbardziej
odpowiednie do opisu retencji substancji wtasnie w chromatografii cieczowej z odwrdéconym
ukladem faz. Zagadnienie to przedstawitam w duzym skrocie, w rozdziale 4.c.2. autoreferatu.
W badaniach prowadzonych z moim udzialem [B5] zastosowano rownanie Oscika do opisu
retencji pochodnych benzenu w ukladzie RP-18W/woda-metanol, w technice TLC
z wykorzystaniem komor typu ,,sandwich”. Badanie wtasciwosci lipofilowych réznych
zwigzkow organicznych, poparte rozwazaniami teoretycznymi doprowadzity do opracowania
nowej numerycznej metody wyznaczania parametréw lipofilowosci log 4, wywodzacej si¢
z roéwnania Prof. Os$cika i opartej o do§wiadczalne dane chromatograficzne. Wigkszo$¢ tych
badan wchodzi w sklad cyklu przedstawionego wyzej ociagni¢cia naukowego. Poza tym,
zostaty one oméwione w artykutach [B7, B9, D1-D3] i przedstawione w postaci wykladow
(Zatacznik 3a pkt ILk pozycje 4, 5 1 6) na miedzynarodowych konferencjach
chromatograficznych. W znacznej czgsci opisane prace realizowane byly w ramach projektow
badawczych (Zatacznik 3a pkt IL.i pozycje 2 - 4).

W swojej aktywnosci naukowej miatam bardzo malo okazji by uczestniczy¢
w badaniach zwiazanych z chromatograficzng analizg jako$ciowa i iloSciowg mieszanin. Tym
niemniej udalo mi si¢, na krotki czas, dolaczy¢ do prac prowadzonych przez
wspolpracownikow z Zakladu Chromatografii Planarnej UMCS. Uczestniczytam
w opracowaniu optymalnych warunkow analizy wybranych katecholamin w technice TLC,
OPLC 1 HPLC. Badania te zostaty w cz¢$ci opisane w artykule B8, jak réwniez prezentowane
na krajowych 1 mig¢dzynarodowych konferencjach chromatograficznych w postaci
komunikatéw (Zalacznik 3a pkt. IIL.b pozycje 40, 42, 48, 50, 53, 61). Przez krotki czas bratam
takze udziat w badaniu poziomu formaldehydu i jego prekursoréw w probkach biologicznych
metodg HPLC. Te ostatnie badania wykonywane byty w ramach wspotpracy z Prof. T.K.
Rozyto 1 Prof. I. Rézylo-Kalinowska z Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. W cze$ci
zwigzane] z moim udzialem =zostaly one przedstawione na dwodch konferencjach
mig¢dzynarodowych, w postaci komunikatéw (Zalacznik 3a pkt. IIL.b pozycja 68, 69).

Miatam takze przyjemno$¢ uczestniczy¢ w mig¢dzynarodowym projekcie badawczym
(Zatacznik 3a pkt I1.i pozycja 3), ktory dotyczyl zastosowania metod chemometrycznych
w ocenie wilasciwosci lipofilowych nowych zwiazkéw organicznych o potencjalnym
znaczeniu biologicznym. Wyniki tej wspolpracy, zwigzane z moim udziatem, przedstawione
zostaly w artykule B10 a takze na migdzynarodowej konferencji chemometrycznej (Zalacznik

3a pkt. IIL.b pozycja 81).
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Nawigzana w ostatnich latach, niezalezna wspotpraca z Dr A. Pachutg-Stec oraz Prof.
K. Sztanke z Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, ktéra zaowocowata artykulami
naukowymi stanowigcymi cze¢$¢ osiggniecia naukowego bedacego przedmiotem ponizszego
opracowania, wydaje si¢ by¢ bardzo obiecujgca. Osoby te zajmujg si¢ poszukiwaniem
nowych substancji organicznych o pozadanych wlasciwosciach biologicznych. Zaro6wno
prowadzone przeze mnie badania chromatograficzne jak i teoretyczne przewidywanie, in
silico, wlasciwosci biologicznych substancji organicznych jest integralnym elementem takich

poszukiwan. Obecnie przygotowujemy opracowania wykonanych juz badan.
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