Uloha 1: P¥iprava propranololu a série jeho analogti pro jednoduchou QSAR studii

1a: Pfiprava 2-[(naftalen-1-yloxy)methyl]oxiranu v mikrovinném reaktoru
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Chemikalie:
1-naftol [144,17] 10 mmol 1,45¢
NaOH (mikropelety) [40,00] 10 mmol 0,40 g
K,COs [138,21] 40 mmol 553¢g
Tetrabutylammonium bromid [322,37] 2 mmol 0,33¢g
Epichlorhydrin [92,52] 15 mmol 1,19 ml p=1,183 g/cm®

Do aparatury (obr. 1.) pfidame 1-naftol (10 mmol), mikropelety hydroxidu sodného (10 mmol),
bezvody uhli¢itan draselny (40 mmol) a tetrabutylammonium bromid (2 mmol). Vznikla smés se
micha pfi laboratorni teploté po dobu 2-3 minut v mikrovinném reaktoru.

Nasledné ptriddme (15 mmol) epichlorhydrinu a mikrovinny reaktor se nastavi na E=500 W, reakcni
¢as na 4 minuty a teplota na 116 °C. Michani je mechanické(dle obr.

obr. 1



Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu se pfiddme 50 ml destilované vody. Reakéni smés
vytiepeme do diethyletheru 3x25 ml. Organické extrakty diethyletheru se spoji a vytfepou roztokem
hydroxidu sodného (1,3 g NaOH na 15 ml H,0). Nasledné se ethericka vrstva protfepe s 3x15ml
deslilované vody. VysusSime siranem hotfe¢natym. Roztok diethyletheru zahustime na rota¢ni odparce
do sucha. Vznika latka je olejové konzistence a Zlutohnedé barvy.

(Zdroj: Pchelka, B. K.; Loupy, A.; Petit, A. Tetrahedron, 62 (2006), 10968-10979)

1b. PFiprava propranololu a jeho analogl
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Chemikalie:

2-[(naftalen-1-yloxy)methyl]oxiran [200,23] 1,5 mmol 0,30¢g
isopropylamin [59,11] t.v.32-35°C 10 ml
ethanolamin [61,08] t.v. 170 °C 10 ml
propylamin [59,11] t.v. 47-51°C 10 ml
3-methoxypropylamin [89,14] t.v. 117-119°C 10 ml
isobutylamin [73,14] t.v. 63 °C 10 ml
tert-butylamin [73,14] t.v. 43-47 °C 10 ml
sec-butylamim [73,14] t.v. 63 °C 10 ml
cyklopentylamin [85,17]] t.v. 106-108°C 10 ml
cyklohexylamin [99,17] t.v. 134°C 10 ml

destilovana voda

Rada 1-(naftalen-1-yloxy)-3-(alkylamino)propan-2-ol(i

R
HN™
0 HO
o H,O (cat.)
reflux
+ HzN*R _—
OO t=1,25 hod OO

200,23

Do aparatury opattené zpétnym chladicem pridame 0.3 g 2-[(naftalen-1-yloxy)methyl]oxiranu, 0,5 ml
destilované vody, 10 ml pfislusného sekundarniho aminu a pfivedeme k varu na dobu 1,25 hodiny .
(PFi ptipravé 1-(naftalen-1-yloxy)-3-(ethylamino)propan-2-olu Po ochlazeni na laboratorni teplotu
zahustime reakcni smés do sucha na rotacni vakuové odparce.
Zpracovani reakéni smési:

a) Baze se vysrazi prfidanim 1-2ml diethyletheru a zamrazenim v mraznié¢ce (9min). Nasledné
odsajeme krystaly na predem vychlazené frité ¢i Bichnerové nalevce.



b) (Pro pfipravu 2-hydroxyethylderivatu). Pfidame 10 ml destilované vody a 12 ml
diethyletheru a vytfrepeme v délici nalevce. Vodnou fazi vytfrepeme 3 x 12 ml diethyletheru.
Organické faze spojime a vysusime siranem horecnatym. Prefiltrujeme pres vatu a zahustime na
rotacni odparce do sucha. Baze se vysrazi pfidanim 1-2ml diethyletheru a zamrazenim v mrazniéce
(9min). Nasledné odsajeme krystaly.

Tabulka 1: Relativni molekulové hmotnosti a teploty tani bazi 1-(naftalen-1-yloxy)-3-
(aklylamino)propan-2-olli
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R M, Teplota tani [°C]
C,Hs 245,317 109-110
n-C;H; 259,343 104
iso C3H; 259,343 92
HO-C;H,4 261,316 84
iso-C4Ho 237,37 166-168
terc-C4Hy 237,37 [230] za rozkladu; (180-181)
sec-C4Ho 237,37 60
HO(CH.), (2-hydroxyethyl) [261,316 84
H;CO(CH,); (3- 289,369 [148-149]
methoxypropyl)
cyklo-CsHy (cyklopentyl) 285,381 (208-209)
n-pentyl 287,397 (148-149)
cyklo-Ce¢Hy, (cyklohexyl) 299,407 (198-200)

Hodnoty v kulatych zdvorkach plati pro hydrochloridy, v hranatych pro oxalaty 1:1 (-onium
hydrogenoxalaty).
(Zdroj: Sayyed, lliyas A. et al.;Tetraedron; vol 61; nb 11 (2005); p 2831-2838)

2. Jednoducha QSAR studie: zavislost aktivity B-adrenolytik - analogti propranololu na
jejich lipofilité

Hleddme rovnici ve tvaru

A = f(lipofilita).

Konkrétné hledame linearni regresi rovnici ve tvaru

A=a.Par+b,

kde A je aktivita, vyjadiena jako % inhibice tachykardie navozené isoprenalinem u anestezovanych
kocek pfepoétené na davku 1umol.kg™.min™. Par je parametr vyjadfujici lipofilitu a a a b jsou regresni
koeficienty.




Pro kazdou z nize uvedenych variant Ulohy sestavime nasledujici tabulku:

OH

R aktivita A[%.umol'kg'min']  |Par
ethyl 208,519

n-C;H; (propyl) 739,128

iso-C;H7 (isopropyl) 6744,331

terc-C4H, (terc.-butyl) 9448,530

sec-C4H, (sek.-butyl) 2952,396

iso-C4H, (isobutyl) 278,848

HO(CH,), (2-hydroxyethyl) | 1045,264

H;CO(CH,); (3-methoxypropyl) | 649,999

cyklo-CsH, (cyklopentyl) 1512,657
n-pentyl 64,771
cyklo-C¢H,, (cyklohexyl) 201,521

(Aktivity prepocteny dle Crofther A.F., Smith L.H., J. Med. Chem. 11, 1009 — 1013 (1968))

Jednotlivé mozné lipofilni parametry
Logaritmus rozdélovaciho koeficientu
IOg P = |Og Corg/cvoda
e ve farmacii nejcastéji soustava oktanol/voda
e pouziva se experimentalné stanoveny (vytfepavani), ¢astéji vypocteny rliznymi algoritmy (viz
prednaska farm. chemie, popf. MZVL)

log D (logaritmus distribu¢niho koeficientu) je definovdn stejné jako log P, pouZiva se viak u
disociovatelnych latek (kyseliny/baze/amfotery) a plati pro konkrétni hodnotu pH, tj. pro konkrétni
pomér disociované a nedisociované formy

Retencni parametry: maji-li charakterizovat lipofility, vyuZziva se chromatografie na reverzni fazi, tj.
takova, kde stacionarni faze je lipofilni, mobilni hydrofilni. Typicky jde o silikagel, jehoZz hydroxylové
skupiny jsou etherifikovany dlouhymi alkylovymi, napf. oktadecylovymi retézci (C18 faze)

Pro TLC se vyuZiva parametr R.:

R,=log(o—1)
f

U HPLC (RP-HPLC) je bézny kapacitni faktor log k’
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kde t. je retencni ¢as studované latky a tomrtvy retenéni cas, tj. retencni ¢as latky,kterd se na
koloné nezadrzuje (NaNs;, NaNO,, aceton...)

S fadou aktivit a fadou parametri provedeme regresni analyzu metodou linearni regrese.
MuzZeme pouzit vhodny statisticky software, pro nejjednodussi provedeni postaci i MS Excel nebo
OpenOfficeCalc. Lipofilni parametr zadavdme vzdy jako proménnou nezdvislou (x), aktivitu jako
zavislou (y).
Postup pfi vypocltu v Excelu

« data aktivit a lipofilit vedle sebe do dvou sloupct tabulky

* vybrat obdélnik 2 x 4 buriky jinde, nez jsou vstupni data

* zvolit funkci LINREGRESE (linearni regrese)

» vybrat sloupec lipofilit jako data x

* sloupec aktivit jako data 'y

* zadat B = pravda, Stat = pravda

*  “provést vypocet’(OK)

* v levé horni rohové burice vybraného obdélniku se objevi hodnota a; stisk F2 a

nasledné CTRL+ SHIFT + ENTER

2 ... druha mocnina linearniho korela¢niho

* objevi se pozadovana data: y =ax + b; r
koeficientu; s, ... smérodatna odchylka odhadu, F ... hodnota Fischer-Snedecorova

testu; rozmisténi hodnot jako v nasledujici tabulce:
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Na zakladé vysledku regresni analyzy sestavime vyslednou rovnici ve tvaru

A=a.Par+b

a uvedeme hodnoty n (poéet dat), r, r* a F. Pokud je r 20,5, mdZeme zdvislost A na Par povaZzovat za
linedrni. Pokud je r<0,5, mUZeme provést transformaci aktivity (napf. log A, log 1/A ...) a zkusit



regresni analyzu znovu. Nebo Ize pouzit regresni modely vyssiho fadu, napr. model 2.fddu by mél
obecny tvar

A =a.Par’+b.Par +¢,

to vSak jiz vyZzaduje specidlni statisticky software. Pokud neni zavislost nalezena, je tfeba volit jiné
typy parametrl (elektronové, sterické, solvataéni energie, molekulové povrchy). Parametry je téz
mozné kombinovat, vhodna mzZe byt napf. kombinace jednoho parametru lipofilniho a jednoho
elektronového, Ize pfidat i parametr stericky. To ovSem vyzaduje multilinearni regresi (MLR) a
specialni statisticky software.

(Srovnej téZ Benes L., Farsa, O.: Farmaceutickd chemie. Ndvody pro praktikum. VFU Brno 2007, str- 38
— 55; Benes L., Farsa O.: Farmaceutickd chemie (Farmakochemie). Uvod do studia chemickych léciv.
VFU Brno 2005, str. 83 -89.)

Zadani konkrétnich uloh

1. varianta: log k’z HPLC na reverzni fazi vs. aktivita

Kolona C18, mobilni faze methanol:voda 1:1, pratok 0,6 ml/min, UV detektor, A=254 nm, nastfik 10
ul (objem davkovaci smycky). Pripravit roztoky vsech latek o koncentraci 0,01 mg/ml v mobilni fazi
(do odmérnych banék), téz roztok KNO; stejné koncentrace pro zméreni t,. KaZzdou latku nastfiknout
dvakrat, vypocitat priimérné t.. Vypocitat log k’, sefadit do tabulky, provést linearni regresi,
vyhodnotit. Bude-li zavislost linearni a bude-li k dispozici derivat, u néhoz aktivita neni uvedena,
dopocitat z regresni rovnice jeho aktivitu.

2.varianta: TLC na reverzni fazi C18

Mobilni faze methanol:voda 1:1. Latky rozpustit v ethanolu na roztoky o pfibl. koncentaci 0,1 mg /
ml, nanést na start, vyvijet do konce drahy (9 cm), pod lampou (254 nm) detekovat a obkreslit skvrny,
vypocitat Rra R, provést linearni regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost linedrni a bude-li k dospozici
derivat, u néhoz aktivita neni uvedena, dopocitat z regresni rovnice jeho aktivitu.

3.varianta: TLC na reverzni fazi silikagel impregnovany silikonovym olejem

Chromatografické desky obdrzi studenti jiz naimpregnované. Mobilni faze methanol:voda 1:1. Latky
rozpustit v ethanolu na roztoky o ptibl. koncentaci 0,1 mg/ ml, nanést na start, vyvijet do konce
drahy (9 cm), pod lampou (254 nm) detekovat a obkreslit skvrny, vypocitat R;a R,,, provést linedrni
regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost linedrni a bude-li k dispozici derivat, u néhoz aktivita neni
uvedena, dopoditat z regresni rovnice jeho aktivitu.

4.varianta: TLC na fazi Al,O;

Vrstva oxidu hlinitého se v kontaktu s vodnym alkoholem chova tézZ jako reverzni faze. Mobilni faze
methanol:voda 6:4. Latky rozpustit v ethanolu na roztoky o pfibl. koncentaci 0,1 mg / ml, nanést na
start, vyvijet do konce drahy (9 cm), pod lampou (254 nm) detekovat a obkreslit skvrny, vypocitat R;a
Rm, provést linearni regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost linearni a bude-li k dispozici derivat, u néhoz
aktivita neni uvedena, dopoditat z regresni rovnice jeho aktivitu.

5. varianta: TLC na polyamidové fazi

Vrstva je tvofena poly(6-aminohexanovou) kyselinou — Silon ®. Chromatografie zde probiha rovnéz
rozdélovacim mechanismem, dileZita je zde vsak nejen lipofilita, ale i nap¥. vodikové vazby. Mobilni
faze methanol:voda 7:3. Latky rozpustit v ethanolu na roztoky o pfibl. koncentaci 0,1 mg / ml, nanést
na start, vyvijet do konce drahy (9 cm), pod lampou (254 nm) detekovat a obkreslit skvrny, vypocitat
R:a R, provést linearni regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost linearni a bude-li k dispozici derivat, u
néhoZ aktivita neni uvedena, dopocitat z regresni rovnice jeho aktivitu.

6. varianta: logP vypocteny v Marvin Beans algoritmem VG (dle Viswanadhana, Ghose et al.), provést
linearni regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost linearni, vypocitejte logP cykloheptylderivatu a z
regresni rovnice dopocitejte jeho ocekavanou aktivitu.



7. varianta: logP vypocteny v ACD ChemSketch, provést linedrni regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost
linedrni, vypocitejte logP 2-methylcykloheptylderivatu a z regresni rovnice dopoditejte jeho
ocekavanou aktivitu.

8. varianta: logD vypocteny v Marvin Beans algoritmem Klop (dle Klopmana et al.), provést linearni
regresi, vyhodnotit. Bude-li zavislost linedrni, vypocitejte logP 2-hydroxycyklohexylderivatu a z
regresni rovnice dopocitejte jeho ocekavanou aktivitu.



3. Fenolftalein
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Bezbarvy Cerveno-fialovy
Chemikalie:
Fenol 2 mmol 190mg
Anhydrid kyseliny ftalové 1 mmol 150mg
Monohydrat kyseliny p-toluensulfonové 0,1 mmol 19mg

Dichlormethan
Roztok NaOH 2 mol/l 10 g NaOH na 125 ml H,0 potieba 2ml
Roztok HCI 2 mol/I 22,07 ml HCl na 125 ml H,0 potieba 2ml

Do 10 ml vialky ptidame fenol (2 mmol), anhydrid kyseliny ftalové (1 mmol), monohydrat kyseliny p-
toluensulfonové (0,1 mmol). Vialku umistnime na rozehifatou magnetickou michacku o teploté 150 °C
na 5 minut. Po vychlazeni na laboratorni teplotu pfiddme 2 ml destilované vody. Vzniklou srazeninu
odfiltrujeme pomoci Pasteurovy pipety, opatiené smotkem vaty na konci, a rozpustime ve 2 ml 2
mol/I roztoku NaOH, vznika ¢erveno-fialové zabarveni. Opét pomoci Pasteurovy pipety s vatou na
konci zfiltrujeme a filtrat presuneme do disté vialky, kde nasledné priddme 2 ml roztoku 2mol/I
kyseliny chlorovodikové. Zacnou se tvofit krystaly, které nasledné odsajememe.

(Upraveno dle Kiichi A, Nobuyoshi K. - Phenolphtalein as Organic Teaching Materials - Chemical
Education Journal (CEJ), vol. 13, No. 1)



4. Valproova kyselina

4.1. Priprava 2,2-dipropylmalonové kys. [188,22] jako suroviny pro pfipravu valproové kys. na
praktiku -provddi laborantka do zdsoby
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Chemikalie
5,5-dipropylbarbiturova kys.[212,25] 0,118 mol 25g
NaOH [40] 48 g (1,2 mol) ve 100 ml vody
HCI [36] koncentrovana 35% asi 125 ml

Hydroxid rozpustit ve vodé, pridat 5,5-dipropylbarbiturovou kyselinu, za michani zahftivat k varu pod
zpét. chladi¢em 4 hod. Reakéni smés po vychladnuti zneutralizovat konc. HCl a upravit pH na 1.
Nechat vychladit v lednici. Pokud se nevylouci pevnd faze,vytrepat 4 x 50 ml diethyletheru, vytrepky
spojit, vysusit siranem sodnym. (Nebo pevnou fazi odsat a vysusit). Diethylether odpafrit

na vakuové odparce. Pevny zbytek prekrystalovat z horké vody, vysusit. T.t. 158-161°C.

4.2. Valproova kyselina (2-propylpentanova kyselina)
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Chemikalie
2,2-dipropymalonova kys. 2,7 mmol 05¢g

0,5 g 2,2-dipropylmalonové kyseliny umistime do 25 ml kapkovité banky NZ14. Opatfime vhodnym
vejcitym michadlem a pfipevnime kovovou svorkou ke vzdusnému chladici (trubce) zakonéenému
hadic¢kou ze silikonové pryze se zizenou trubi¢kou na konci. Bariku ponofime témér celou do olejové
ldazné ve 250 ml hrnku, uchytime ji za vzdusny chladi¢ a na michacce za michani zahfivdme na 200°C v
[azni. Trubi¢ku na konci chladice ¢as od ¢asu zasuneme do zzedéného vodného roztoku CaCl, ve
zkumavce. Bubliny indikuji Unik plynu, vznik bilé srazeniny CaCOj; prokazuje, Ze jde o CO,. Jakmile Unik
CO, skon¢i, aparaturu nechame vychladnout. Produkt mlizZeme precistit destilaci za snizeného tlaku
metodou ball-to-ball na zatizeni Biichi B-580 (t.v. 120°C / 16 torr). Odebereme cca 20 mg k
pfedepsané strukturni charakterizaci (*H-NMR spektrum), zbytek pfemistime do zasobni lahve.



5a. Acetylcystein ve vodé

SH SH
NH NH _O
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N _< 3 84011 Ng o T
HO o) CH, [84,01] HO o) oH
121,16 102,09 163.19
Chemikalie
Cystein 0,01 mol 1,2g
Acetanhydrid 0,011 mol 1,12g 1,04 ml
NaHCO; 0,012 mol 10g

Hydrogenuhli¢itan sodny rozpustit v 9 ml vody v 10 ml kadince (apolce). Pfidat cystein, michanim na
mag. michacce za lab. teploty nechat rozpustit. PFilit z pipety acetanhydrid, nechat intenzivné michat
za lab. teploty na mag. michacce tak dlouho, az horni kapalna vrstva zmizi. Pokud by reakce trvala
déle nezZ 60 min, michat v ldzni zahrdté na 40°C. Pokud se sraZenina nevytvori, okyselit opatrné
nékolika kapkami kys. chlorovodikové na pH<4 a nechat dukladné promichat. Soucasné se vytvofri
srazenina (krystaly) acetylcysteinu. Smés kratce ochladit v lednici, krystaly odsat na malé Blichnerové
nalevce (frité). Na Petriho misce vysusit (max. 60°C) a zméfit teplotu tani (106 - 108°C). Pripadné
prekrystalovat z horké vody, vysusit a znovu zmérit teplotu tani. Ovéreni totoZnosti a Cistoty: TLC
proti cysteinu (Silica gel Merck F,s,, mobilni faze ethylacetat : kys. octova 9:1, detekce UV 254 nm),
event. IR spektrum (ATR nastavec).

5b. Acetylcystein v ethylacetatu - mikropreparace

SH SH
NH o NH O
2
o—4 -
+ o= CH SN, CH
NS — 3 > N
HO™ o cH, -Et,;NH'CH,COO" no~ Xo  °
121,16 102,09 163.19
Chemikalie
Cystein 3 mmol 363mg
Acetanhydrid 6 mmol 0,6 ml
Triethylamin 0,85 ml
Ethylacetat 6 ml

Smés 3 mmol (363 mg) cysteinu, 6 mmol (0,6 ml) acetanhydridu a 6 mmol (0,85 ml) triethylaminu v 6
ml ethylacetatu je za laboratorni teploty ve vhodné barce NZ14 (apolka, kapka, kulatd barika),
uzaviené zatkou zajisténou svorkou, vystavena ultrazvuku po dobu 45 min (nebo, dokud se pevna
faze kompletné nerozpusti). Smés je na odparce odparena do sucha, zbytek je rozsuspendovan v
ledové vodé a odsat. Prekrystaluje se z horké vody, zméfi teplota tani a provede TLC.



6a. Isoniazid — klasicka syntéza

reflux
+ H2N_NH2H20 —_—
= 1 hod =
N N
N N

151,16 50,06 137,14
Chemikalie
Ethyl isonikotinat 0,015 mol 2,2 ml
Hydrazin monohydrat 0,028 mol 1,4 ml
Ethanol 10 ml

Do 20 ml kulaté barky odpipetujeme 0,015 mol (2,2 ml) ethyl isonikotinatu, 0,028 mol (1,4 ml)
hydrazinu monohydratu a 10 ml ethanolu. Smés v bance opatfené magnetickym michadlem
umistnime do olejové lazné a sestavime aparaturu opatfenou zpétnym chladi¢em. Teplotu v [azni
nastavime na 85°C a zahfivame 1 hodinu. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu smés
zahustime na rotacni vakuové odparce. Odparek rozsuspendujeme v 10 ml diethyletheru a pevnou
fazi odsajeme. Zméfime teplotu tani (170-173°C).

6b. Isoniazid - mikrovinny reaktor

0 'e) CHj mikroviny o NH
N E = 500W X NH,
_ + H,;N—NH,.H,0 —=20°C p

15 min
N
N \N
151,16 50,06 137,14

Chemikalie

Ethyl isonikotinat 0,015 mol 2,2 ml

Hydrazin monohydrat 0,028 mol 1,4 ml

Do 10 ml kulaté barky odpipetujeme 0,015 mol (2,2 ml) ethyl isonikotinatu a 0,028 mol (1,4 ml)
hydrazin monohydratu. Vlozime do mikrovinného reaktoru a sestavime aparaturu se zpétnym
chladi¢em. Nastavime parametry mikrovinného reaktoru na E = 500 W, ¢as reakce na 15 min a
teplotu, pfi které bude reakce probihat na 90°C. Po ochlazeni reakéni smési na laboratorni teplotu
smés zahustime na rotaéni vakuové odparce. Odparek rozsuspendujeme v 10 ml diethyletheru a
pevnou fazi odsajeme. Zméfime teplotu tani (170-173°C)



