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PREDGOVOR

Kroz brojne civilizacije pa sve do danas konstantna je ostala Covekova neutaZiva Zelja i
potreba za zdravljem i ozdravljenjem. Hiljadama godina su slu€ajna tradicionalna znanja o
lekovitim svojstvima supstanci prenoSena, menjana i primenjivana. Sva ta slu€ajna otkrica su
dobila novi smisao razvojem hemije i saznanjem da je bioloska aktivnost jedinjenja zapisana
u strukturi njegovog molekula. Uspostavljanje prvih zavisnosti izmedu strukture i aktivnosti
jedinjenja (engl. Structure activity relationship, SAR) je otvorilo novo poglavlje u otkricu 1
razvoju lekova. Nedostaci klasi¢nih metoda kojima su hemicari vrSili strukturne modifikacije
bioaktivnih molekula iz prirodnih proizvoda, su u velikoj meri premosceni zahvaljujuci nauci
i tehnologiji danasnjice. Promena lipofilnosti uvodenjem novih supstituenata u molekul
potencijalnog lek-kandidata u cilju pracenja razlika u njegovim farmakokinetickim svojstvima
1 toksi¢nosti, manipulisanje njegovim molekulskim oblikom, intramolekulskom elektronskom
distribucijom radi modifikovanja interakcija koje ostvaruje na mestu delovanja su samo deo
rane faze savremenog otkri¢a i razvoja lekova, Ciji je oslonac u in silico strazivanjima.
Nezavisno od pristupa, zadatak je dobiti siguran i efikasan lek. Osim u ispitivanju kontrole
kvaliteta novih formulacija, brojne analitiCke metode su svoju primenu nasle i u proucavanju
fizicko-hemijskih parametara presudnih za ispoljavanje bioaktivnosti molekula. Jedna od njih
je i hromatografija, koja zahvaljuju¢i sli¢nosti izmedu medumolekulskih interakcija koje
odreduju ponasanje jedinjenja u bioloSkoj i hromatografskoj sredini omogucava prezicno
dobijanje velikog broja podataka uz minimalan utroSak vremena. Imaju¢i u vidu da su u
literaturnim navodima, hromatografski parametri prepoznati kao alternativna merila
lipofilnosti jedinjenja, kroz nasa istraZivanja je pored pomenute im primene, proucavano i
postojanje njihove korelacije (sprege) sa farmakokinetiCkim parametrima i parametrima
ekotoksi¢nosti derivata fenilacetamida primenom razli¢itih hemometrijskih metoda. Zeleéi da
pokazemo idejni i razvojni tok naSih istrazivanja, ali i da ukaZemo da jednostavnost
analiticCkog postupka nije znak manje vrednih i validnih rezultata, kao ohrabrenje, rukopis

posvecujemo svim mladim istraZiva¢ima koji tek upoznaju moguénosti hromatografije.

Autori
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1. OTKRICA IRAZVOJ LEKOVA KROZ ISTORIJU

Uopsteno gledano, glad i bolest su do danas bile i ostale najveci problem ¢ovecanstva.
Dug put otkrica 1 razvoja lekova kroz istoriju je poceo Covekovom usmerenoScu 1
neminovnom zavisnoS¢u od prirode kojom je bio okruZen, pa je joS u doba paleolita bilo
poznato blagotvorno dejstvo biljaka [1]. Isprva, jedini nain prenoSenja steCenog znanja o
njihovoj ucinkovitosti je bila usmena predaja da bi razvojem pecinskog slikartsva nastali prvi
istorijski zapisi o ¢ovekovim ranim ritualima le¢enja u kojima su neretko primenjivane biljne

droge sa psihoaktivnim svojstvom (koka, duvan, kanabis, pejotl) [2,3].

Zahvaljujuci pojavi pisma u Mesopotamiji 1 Egiptu znanje drevnih civilizacija o
pripremi i primeni prvih lekova je saCuvano u obliku piktograma i hijeroglifa. Njihovim
tumacenjem je otkriveno da su prvi lekovi osim biljnog, bili Zivotinjskog i mineralnog
porekla. O tome svedocCi najstariji pisani medicinski dokument naden u Nipuru- glinena
plocica iz IV milenijuma pre n.e. koja sadrzi desetak recepata spravljenih od mirte, kasije,
soli, Salitre, zmijske koze, kornjacinog oklopa [4]. Takode, u okviru 800 recepata Ebersovog
papirusa (oko 1550. godine pre n.e.), najvaznijeg dokumenta o ranim medicinskim saznanjima
drevnog Egipta primenjivanih za probleme sa koZom, of€ima, sréane, disajne,
gastrointestinalne 1 ginekoloSke tegobe, identifikovane su biljne droge smokve, nara, pSenice,
maka, kima, korijandera, maj¢ine duSice, kedra i lana, kao i soli natrijuma, kalcijuma,
aluminijuma, gvozda, olova i Zive, dok su balzami uglavnom bili spravljani od masti
Zivotinjskog porekla [5]. Recepte terapijske tradicije poslednjeg milenijuma pre n.e. su
saCuvale jo§ dve drevne farmakopeje- kineska (kin. Sheng Nong) i indijska (ind. Ajurveda)

[6,7].

PreteCe farmaceuta u staroj Grckoj su bili Rizomisti (reza¢i korena), koji su
predstavljali stru¢njake za lekovito bilje [8]. U to doba, medicina je bila oslobodena mistike i
religioznosti koje su bile svojstvene leCenju u civilizacijama Mesopotamije i Egipta. Razvoj
filozofije je posebno unapredio prirodne nauke, naroCito medicinu i farmaciju. Lekari su se
Skolovali u medicinskim Skolama u kojima nisu predavali sveStenici, a najpoznatije su bile na
Knidu i Kosu [9]. Prema ucenju Empedokla (495-435 pre n.e.), a kasnije i ,,oca medicine”,
Hipokrata (460-370 pre n.e.) je smatrano da se zdrav organizam nalazi u stanju ravnoteze
koju moze poremetiti bolest kao prirodna pojava koja ima iskljuivo prirodne uzroke.
Hipokrat je terapiju je za svako stanje razvio u skladu sa humoralnom medicinskom teorijom.

Neprocenjiv izvor za nau¢nike anticke Grcke je predstavljao ,,Hippocratic Corpus”, kolekcija

-4 -
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od oko Sezdeset medicinskih dela razlicite duZine, stila i sadrzaja, baziranih na Hipokratovom
ucenju, prikupljenih izmedu V i III veka pre n.e. Nekoliko decenija posle Hipokrata,
sistematizaciji nauke, postavljanju teorijskih osnova za proucavanje hemije i biologije, kao i
daljem razvoju medicine je doprineo najveci anticki mislilac Arsitotel (384322 pre n.e.).
Prve publikacije o klasifikaciji 1 fiziologiji biljaka ,,De Causis Plantarum” i ,,De Historia
Plantarum” je napisao njegov ucenik Teofrast (371-287 pre n.e) [8]. Prvi herbaristi i
toksikolozi su se Skolovali u aleksandrijskoj medicinskoj Skoli koju je osnovao Herofil oko
300. godine pre n.e [9]. Toksikologija je postala predmet interesovanja vladara, a njeno
poznavanje znacajno orude u ratnim osvajanjima. Na zahtev kralja Mitridata, njegov lekar je
osmislio univerzalni antidot sa preko 40 sastojaka biljnog, Zivotinjskog i mineralnog porekla,

nazvan ,,Mithridatium” (I vek pre n.e.) [10].

U doba starog Rima razvoj farmacije i medicine su obelezili Diskorid (I vek) i Galen
(IT vek) [11,12]. Kao vojni hirurg, Dioskorid je putujuci kroz Rimsko carstvo sakupljao biljke
1 minerale, klasifikovao ih, opisao njihova lekovita i neZeljena dejstva na Coveka i Zivotinje,
naveo 1 opisao hemijske postupke pripreme njihovih lekovitih preparata 1 preporuke za
pojedine bolesti u okviru petodelnog priru¢nika ,,De Materia Medica” objedinivsi svoja i do
tad poznata znanja drevnog sveta [13]. PrenoSena kroz generacije, ,,De Materia Medica” je
bila prvi sveobuhvatan i1 nepogresiv farmaceutski priru¢nik sve do XVIII veka. Novi pristup
leCenju ,,contraria contrariis curantur” (suprotnosti leCe suprotnosti) vek kasnije je uveo
najuticajniji grcki lekar i farmaceut Galen. Zastupao je polifarmaciju i propisivao jednostavne
i sloZzene lekovite smeSe u kojima se nisu nalazile samo biljne droge sli¢nih, ve¢ i suprotnih
svojstava, tvrde¢i da organizam za svaku bolest moZe da odabere odgovarajuci sastojak. Svoje
1 sve do tad poznate lekove, kao i njihovu primenu je predo€io u sabrano delo od 20 tomova

,»Opera Omnia” [14].

U IV veku, padom Rimskog carstva i njegovom podelom, razvoj medicine i farmacije
je nastavljen u Vizantiji, dok je na zapadu nastupilo doba neznanja i zanemarivanja drevne

nauke, kao 1 verovanja da je bolest kazna za greh.

Prodorom Arapa i njihovim osvajanjem mediteranskih zemalja, doSlo je do razmene
znanja izmedu istoka i zapada, ¢ime je zapoceo period tzv. Zlatnog doba nauke u islamskom
svetu, koji je trajao od VII do XIII veka. Arapska medicina i famakologija su doZivele procvat
objedinivsi vredne ideje drevne grcke, hebrejske, indijske, egipatske i persijske nauke. Pojava

jednostavnog hemijskog pribora, razumevanje procesa destilacije, sublimacije i kalcinacije,

-5
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primena hemijskih procesa i uvodenje do tad nepoznatih jedinjenja u farmaciju, razvoj
matematickih metoda za kvantifikaciju ucinkovitosti lekova su bili prvi pionirski koraci u
napretku hemije (alhemije), kasnije i medicinske hemije kojima su znacajno doprineli DZabir
(Jabir ibn Hayyad, 721-815) i Alkind (801-873) [15,16]. Prva apoteka je otvorena 745.
godine u Bagdadu, koji je u devetom veku, osnivanjem medicinske Skole, postao novi centar
humoralne medicine [17]. Najuticajnije licnosti izmedu IX i XI veka su bili Razes (Abu Bakr
Muhammad ibn Zakarya al-Razi, 865-925), Albukasis (Abu al-Kasim al-Zahrawi, 936—-1013)
1 Avicena (Abu-Ali ibn Hussayn ibn Abdullah ibn Sina, 980-1037) [18,19]. Osim S§to je
napisao medicinsku enciklopediju ,,Sveobuhvatna knjiga medicine” u 14 tomova, Razesov
doprinos medicini se ogledao u posebnom pristupu pacijentima i vodenju bagdadskih bolnica.
Razvijajuci teoriju klica u bolnice je uveo odvojena odeljenja, preporucio je ispitivanje lekova
na Zivotinjama pre njihove primene na ljude, uveo je primenu lekova u obliku tableta i opijum
kao sredstvo za smirenje pre operacije [18]. Sledivsi Galenove ideje, persijski lekar Avicena
je u svojoj knjizi ,,Medicinski kanon” opisao svojstva, nacin upotrebe, nacin delovanja,
efikasnost i indikacije oko 750 abecedno rasporedenih preparata ¢ime je otvorio put medicini
zasnovanoj na dokazima [18]. U isto vreme, u Spaniji, Albukasis je napisao izuzetno uticajno
delo ,,Metode u medicini ¢iji je jedan deo bio posvecen uzrocima bolesti i hirurgiji, a drugi je
ukljucivao terapiju, farmaceutsku praksu i farmaceutske formulacije [20,21]. Opisao je nacine
dobijanja, preciS¢avanja i skladiStenja, oksidacije razliitih minerala koji se Kkoriste u
medicini, izumeo lekove protiv prehlade, sprejeve za nos, medicinski gips, lepljive zavoje i
parfimisane kozmeticke stikove. Nakon prevodenja na latinski jezik, njegovi koncepti su

postali vodilja zapadne medicine do sedamnaestog veka.

Tokom VI i VII veka (u danasnjoj Italiji), galenska humoralna tradicija je nastavljena
pod okriljem manastira, koji su kao samostalne jedinice posedujuci biljni vrt i ambulantu,
vodile brigu o bolesnima. Vremenom su ove ambulante proSirene u hospicije, a zatim u
bolnice kojih je do kraja XV veka bilo nekoliko hiljada Sirom Evrope. Novine u proucavanju
u oblasti farmacije i medicine je donelo osnivanje medicinske Skole u Salernu u X veku [22].
Poznat kao leciliSte od rimskih vremena, Salerno je postao usce grcko-rimske i arapsko-
islamske medicine i farmacije okupljajuc¢i znacajne licnosti tog perioda. Medu njima je bio i
Konstantin  Africki (1020-1087), lekar i monah, koji je studentima ,Salernitane”
prevodenjem viSe stotina dela na latinski jezik omoguéio upoznavanje sa tekovinama arapske

i gréke medicine [23].



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

Razvojem gradova i trgovine, kao 1 krstaskim pohodima, tokom ranog XII veka su sa
Istoka u Evropu stigle nove biljke poput Secerne trske, karanfilica, muskatnog orascica, aloje,
sene, kurkume, dumbira, bibera i rabarbare, koje su vremenom postale sastavni delovi
lekovitih preparata. Takode, rasla je i potreba za odvajanjem farmaceutske prakse od
medicine Sto je 1240. godine zvani¢no 1 ucinio Fridrih II, car Svetog rimskog carstva,
izdavanjem znamenitog edikta ,,Constitutiones” [24]. Njegovim odredbama su apoteke dobile
visok drustveni status, jer su bile pod nadzorom c¢lanova medicinske Skole u Salernu,
apotekari su bili duZni da pripremaju lekove ujednacenog kvaliteta, a cene lekova i broj

apoteka je odredivala monarhija.

Uspon nauke u Zapadnoj Evropi XIV veka je bio poljuljan brojnim krizama medu
kojima je Velika kuga ostavila najvece posledice odnevsi skoro trecinu njenog stanovniStva.
Nemoc¢ne pred do tad najstras$nijim dogadajem u ljudskoj istoriji, medicina i farmacija su
izgubile poverenje i postovanje koje su nekada uZzivale. Iscrpljenost ratovima, gladu i boles¢u
je dovela do nezadovoljstva i napuStanja srednjovekovne poboZnosti, poslusnosti i poniznosti
ustupaju¢i mesto novim vrednostima i1 idejama, ali i nastavku interesovanja za anticke
rukopise koje se ukorenilo u razvijenom srednjem veku. Sirenju klasi¢nih znanja je zna¢ajno
doprinela pojava Stamparije 1440. godine, kao i dolazak vizantijskih nau¢nika nakon pada
Carigrada 1453. godine. Period ,,preporoda” su obeleZila 1 velika geografska otkrica kojima je
Evropa uspostavila nove trgovinske rute i ojac¢ala svoju ekonomiju. Jedna od prvih Stampanih
knjiga je bila ,,De re Medicina” rimskog enciklopediste, Celzijusa, po kom je Filipus
Aureolus Teofrastus Bombastus fon Hoenajm (1493-1541) kao jedna od najkontroverznijih
licnosti u istoriji farmacije 1 medicine dobio ime Paracelzus [25,26]. Duboko poStujuci
narodnu medicinu, na svojim Cestim putovanjima Paracelzus se kao lekar, apotekar i
alhemiCar upoznavao sa znanjima i isceliteljskim vesStinama neSkolovanih ljudi. Odbacio je
galensku humoralnu teoriju smatraju¢i da je moguce identifikovati i leciti bolesti, a ne samo
simptome bolesti, ukoliko je le¢enje fokusirano na odredeni deo tela, a ne na celo telo. Kao
vojni hirurg je uveo praksu redovnog dreniranja i ¢iS¢enja rana umesto njihove kauterizacije
vrelim uljem. Duboko misti¢an u svojim uverenjima, pretpostavljaju¢i da ako je priroda
prozrokovala bolest, u prirodi mora postojati supstanca koja bi je mogla izleciti, kao izuzetan
alhemicar je dotadaSnji farmaceutski i medicinski fokus sa botanike usmerio na hemiju.
Odvajaju¢i ,.alchemia medica” (primena alhemije u pripremi leka) od ,alchemia
transmutatoria” (nastojanja dobijanja zlata iz drugih elemenata) u terapeutske svrhe je

koristio hemijske lekove (lat. chymica) koji sadrze sumpor, olovo, Zivu, antimont, arsen,
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kalaj, bakar i gvozde i time ustoli¢io hemiju u medicini (jatrohemija) [27]. Jedna od najveéih
teznji mu je bilo pronalaZenje univerzalnog leka — leka za svaku bolest, koji je nazivao
arkanum, ali i razlikovanje onoga Sto jeste arkanum od onoga Sto nije. Svestan vaznosti
koli¢ine supstance prilikom njene primene, tj. odnosa njene toksi¢nosti i doze, smatran je i
zaCetnikom toksikologije [28]. Njegova najznacajnija dela su ,,De Arcanis”, ,,De Elixiriis”,
»De transmutatione metallorum”, ,,Methodus Pharmacandi’ i ,,.Die grossen Wundartzney”, a

vecina njih je Stampana posle njegove smrti [29].

Paracelzusovi savremenici, iako se nisu u potpunosti slagali sa njegovim ucenjima i
misticizmom, smatrali su da bi alhemija trebalo da bude usmerena ka pronalaZenju lekova.
Jedan od njih, nemacki lekar i alhemicar Andreas Libavius (1540-1616) je napisao prvi
udzbenik hemije, ,,Alchemia” 1595. godine [30]. Zalaganje Svajcarskog lekara de Majerna
(1573—-1655) na uspostavljanju nezavisnosti apotekarske organizacije i pojavi prve Londonske
farmakopeje 1618. godine u kojoj su se nasli i hemijski lekovi tadaSnjice (kalomel kao
purgativ, Zivin sublimat protiv sfilisa, oksidi antimona i cinka protiv digestivnih tegoba) je
doprinelo rastu¢em znaCaju hemije u medicini i1 farmaciji [31]. U svojim raspravama,
flamanski alhemiGar Zan Baptista van Helmont (1579—1644) je ukazao na vaZznost poznavanja
hemijskih procesa u organizmu, a nemacki alhemicar Dzon Rudolf Glauber (1604—1668)
posvecen izolovanju jedinjenja iz mineralne vode primenjivanih za le¢enje stomacnih bolesti

od kojih je i sam patio je otkrio natrijum-sulfat [32].

Zahvaljujuci bujici biljnih vrsta pristiglih iz Novog sveta, paralelno sa usponom
hemije u farmaciji, tokom XVIi XVII veka je doslo i do unapredivanja botanike i herbalizma.
Pojava botanickih basta, ilustrovanih botanickih enciklopedija pisanih na narodnom jeziku,
kao 1 osavremenjena sistematizacija primene lekovitih biljaka su obeleZile ovaj period. Veliko
oduSevljenje novim biljkama iz Amerike je podstaklo istaknute lekare- botanicare Nikolasa
Monardesa (1493-1588), Remberta Dodunsa (1517-1611) i Nikolasa Kalpepera (1616—1654)
na objavljivanje rukopisa koji su znacajno doprineli ne samo novinama u botanici i medicini,
veC 1 evoluciji farmaceutskih proizvoda. Najvecu paznju su privukle biljne droge bogate
medicinski aktivnim alkaloidima poput kininovca kojim je uspe$Sno leCena malarija,
ipekakuane koja je primenjivana kao emetik i ekspetorans, i koke i duvana poznatih po

spazmolitickom i stimulativnom dejstvu [33].

Druga polovina XVII veka je publikacijom knjige ,.Skepticni hemicar” irskog

hemicara Roberta Bojla (1627-1691) najavila ociglednu potrebu za prestankom podredenosti
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hemije medicini 1 farmaciji [34]. Rigorozan u svom nau¢nom pristupu, istiCu¢i da je za
istinitost teorije neophodan i vaZan njen eksperimentalni dokaz, Bojl je Zeleo da odvoji
hemiju od alhemije. Ovaj pristup su tokom XVIII veka prihvatili brojni apotekari koji su
proSirujujudi i usavrSavajuci svoje znanje unapredivali hemiju kao nezavisnu nauku, dok je
medicinu kocio jaz izmedu progresa medicinske teorije u oblasti anatomije, fiziologije i
higijene na jednoj, i stagnacije medicinske prakse na drugoj strani. Istaknuti apotekari-
hemicari ovog perioda su bili Gijom Fransoa Ruel (1703-1770) koji je uveo pojam baze i
njegov ucenik, tvorac Zakona o odrZanju mase, Antoan Lavoazje (1743-1794), koji je nakon
KevendiSove (1731-1810) identifikacije vodonika, Raderfordovog (1749-1819) otkri¢a azota
i Pristlijevog (1733-1804) izolovanja kiseonika oborio flogistonsku teoriju eksperimentalno
dokazavsi da se vazduh sastoji iz dva gasa, od kojih je za sagorevanje odgovaran kiseonik
[35]. Objasnjenje uloge kiseonika u procesima sagorevanja, kao i promenljiv kvalitet lekovitih
biljnih preparata su doveli do teznje za izolacijom, hemijskom karakterizacijom i analitickim
odredivanjem njihovih aktivnih principa. Postupak ekstrakcije rastvara¢em je prvi primenio
$vedski apotekar Karl Vilhelm Sele (1742-1786) u cilju izolovanja kiselina iz prirodnih
proizvoda i na taj nacin otkrio limunsku, jabucnu, oksalnu i galnu kiselinu [36]. Znacaj
postupka ekstrakcije je prepoznao i francuski apotekar Luis Nikolas Voklen (1763—-1829) ¢ija
su istraZzivanja hemijskog sastava velebilja, ipakakuane, duvana i kininovca otvorila put
alkaloidnoj hemiji. Ipak, prvo veliko otkri¢e u oblasti alkaloidne hemije je 1806. godine
doneo Fridrih Vilhelm Adam Serturner (1783-1841) izolovanjem i identifikacijom supstance
za ublazavanje bolova- morfina iz opijuma belog maka (lat. Papaver somniferum) [37]. lako
su svi biljni principi izolovani pre morfina bili kisele prirode, zainteresovanost hemicara za
Seturnerovo otkri¢e je izostalo, sve dok Seturner 1815. godine nije utvrdio njegov elementalni
sastav. Gej-Lisak je prepoznavsi znacaj otkrica morfina ukazao na njega i podrzao Seturnerov
rad pretpostavivsi postojanje drugih organskih baza sli¢nih svojstava, koje takode imaju atom
azota u strukturi Sto se u narednim decenijama kroz brojna proucavanja pokazalo tacnim.

(Tabela 1.1). Seturnerov uspeh je oznacio pocetak novije istorije otkri¢a lekova.

Paralelno sa otkri¢ima biljnih principa je doslo do razvoja organske sinteze u hemiji.
Njen pionir, nemacki hemicar Fridrih Veler (1800-1832) je sluCajnim uspehom sintetisao
ureu iz amonijum-cijanata 1828. godine i time pobio vitalistiCku teoriju prema kojoj je
smatrano nemogucim sintetisati organsko jedinjenje iz neorganskih prekursora [38]. Dodatan

doprinos organskoj sintezi je dao utvrdivsi da ova dva jedinjenja imaju isti hemijski sastav, a
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razli¢ita hemijska svojstva. Zajedno sa Justusom fon Libigom (1803-1873), koji je do istog

zakljucka dosao proucavajuci srebro-fulminat i srebro-cijanat, je uveo pojam izomerije [39].

Tabela 1.1 Izolovani medicinski alkaloidi u XIX veku

Biljna droga alkaloid primena otkrice

caure maka ) .

(lat. Papaver somniferum) morfin analgetik Seturner, 1806.
koren Ipekakuane . lecenje amebne . .

(lat. Carapichea ipecacuanha) emetin dizenterije Peletjer i Magendi, 1817.
seme livadskog Safrana .. e .

(at. Colchicum autumnale) kolhicin lecenje gihta Peletjer i Kaventon, 1819.
kora Kininovca .. antipiretik, ..

(lat. Cinchona officinalis) kinin antimalarik Peletjer i Kaventon, 1820.
seme Strihninovca . strihnin konvulzant Peletjer i Kaventon, 1820.
(lat. Strychnos nux-vomica)

1(311;(1 lgzjfﬁfea) kofein St(llgll?é?irll(s’ Runge, 1821.

lis¢e i plod Velebilja . . L

(lat. Atropa belladonna) atropin halucinogen Gajger i Hes, 1833.
Caure maka . relaksans glatke

(lat. Papaver somniferum) papaverin muskulature Merk, 1850.

lis¢e koke . halucinogen .

(lat. Erythroxylon coca) kokain lokalni anestetik Niman, 1364

seme Kalabara fizostigmin miotik Diobst i Hes, 1864.
(lat. Physostigma venenosum)

lis¢e biljke roda Pilocarpus . . lecenje . . .

(lat. Pilocarpus microphyllus) pilokarpin glaukoma Dzerard i Hardi, 1875.

Do prve tre¢ine XX veka rad hemicara na izolaciji i preciS¢avanju aktivnih principa
biljaka, sintezi poznatih, ali i novih jedinjenja ¢ija se struktura zasnivala na strukturi ili
poznatom delu strukture prirodnih proizvoda, kao i prou¢avanju njihove bioloske aktivnosti je
postao nesaglediv. Potrebe za kininom usled epidemije malarije Sirom Evrope su dovele do
otvaranje fabrika za obradu kininovca §to je pokrenulo razvoj farmaceutske industrije. Velika
potraznja morfina i kinina samo su dodatno podstakle hemiCare na detaljna prouCavanja u

cilju otkrivanja njihove hemijske strukture.

Uspon masinske, tekstilne i hemijske industrije tokom industrijske revolucije je doneo
1 veliku koli¢inu bezvrednog katrana uglja, koji je kao sirovina privukao nemacke hemicare.
Jedan od njih, Fridlib Ferdinand Runge (1794-1867) je 1834. godine uspeo da ekstrahuje
Kianol, prvu boju iz katrana uglja (plavo ulje), a potom i jedinjenje koje je nazvao karbolna
kiselina [40]. Deceniju kasnije, takode ispituju¢i organske derivate katrana uglja, Libigov
asistent, August Vilhelm fon Hofman (1818-1892) je utvrdio da su Unverdorbenov Kristalin
dobijen razgradnjom biljne boje indigo, Rungeov Kianol, Fri¢eov Anilin dobijen alkalisanjem

indiga i Zininov Benzidam dobijen redukcijom nitrobenzena jedna ista azotna baza [41].
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Prave¢i analogiju izmedu amonijaka i anilina je razvio metode i opisao reakcije koje su kroz
nekoliko decenija kona¢no rasvetlile proucavanje hemijskih struktura alkaloida. Opravdanost
njegove pretpostavke o prisustvu benzena u katranu uglja je 1848. godine potvrdio njegov
student, Carls Bla¢vord Mansfild, izolovavsi pored benzena joS ksilen i toluen frakcionom
destilacijom. Ambiciozno pokuSavaju¢i da sintetiSe kinin iz anilina, jo§ jedan Hofmanov
student, Villiam Henri Perkin je 1856. godine kao proizvod dobio prvu sinteticku boju,
mauveine [42]. Porast cene prirodnih boja usled povecanih potreba tekstilne industrije je
zajedno sa Perkinovim otkri¢em oznacio pocetak proizvodnje sintetickih boja. Neke od njih
su posluzile kao prototip lekova Sto je hemicCare ohrabrilo s obzirom da prvi put u istoriji nisu
morali da traze podrSku u prirodi kako bi obezbedili nove lekove ¢ime je dodatno ubrzan

razvoj sintetickih lekova.

Drugi Rungeov proizvod iz katrana uglja, karbolna kiselina (od 1843. pod imenom
fenol) je u decenijama nakon otkri¢a, zahvaljuju¢i svom antiseptickom dejstvu nasla primenu
u hirurgiji, balzamovanju, dezinfekciji bolnickih prostorija, preciS¢avanju i dezodoriranju
kanalizacije [43]. Utvrdivanjem korozivne prirode fenola, koja je dozvoljavala nanoSenje na
kozu samo u niskim koncentracijama, hemicari su trazili nove analoge sa antisepti¢nim
dejstvom. Zahvaljuju¢i nemackom hemicaru Hermanu Kolbeu (1818-1884) jedan od
sintetisanih analoga fenola je bila salicilna kiselina, koja je postala poznata i kao uspeSan
antipiretik tokom leCenja tifusa [44] i1 antireumatik [45]. Ne izazvajuci neZeljene efekte poput
uobicajeno primenjivanog antipiretika kinina, ali i zbog svoje dostupnosti salicilina kiselina je
dugo imala primat u farmaceutskoj praksi. Dalja istraZivanja analoga fenola, dovela su do
acetilsalicilne kiseline, za koju su posle Gerhardta 1853. godine, nov nacin siteze otkrili
naucnici nemacke kompanije Bajer 1897. godine [46]. Zahvaljuju¢i analgetskim,
antipiretickim i antiinflamatorim svojstvima na trziste je plasirana pod nazivom Aspirin 1899.

godine koji je prema potraznji bio lek bez konkurencije sve do polovine XX veka [46].

Izolovanjem Cdistih alkaloida i drugih biljnih principa, kao i sintezom ¢istih organskih
jedinjenja, pacijentima su bili obezbedeni proizvodi poznatog i nepromenljivog sastava, a
naucnicima je data mogucnost sistematskog ispitivanja njihovih efekata shodno primenjenoj
koli¢ini. Nadograduju¢i uspeh hemicara, svojim proucavanjima bioloskih efekata alkaloida,
radanju nove naucne discipline — farmakologije, su doprineli i fiziolozi Fransoa Magendi
(1783-1855) i Klod Bernar (1813-1878). Za postavljanje osnova eksperimentalne

farmakologije i stvaranje njene nau¢ne metodike je zasluZzan nemacki lekar Rudolf Buhajm
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(1820-1879), koji je ispitujuc¢i dejstva lekova na laboratorijskim Zivotinjama organizovao
prvu farmakoloSku laboratoriju pri Univerzitetu u Dorpatu (danaSnji Tartu) 1847. godine.
Objavljivanjem udzbenika farmakologije ,,Lerhbuch der Arzneimittelehre” 1856. godine je
dao prvu naucnu klasifikaciju lekova na osnovu njihovog farmakoloskog dejstva [47]. Sa
Oskarom Librihom je 1869. godine otkrio hipnoti¢ko dejstvo hloral-hidrata za ¢iju sintezu je
jos 1832. godine bio zasluzan Justus fon Libig [48]. Ubrzo, uprkos neprijathom ukusu i
ucestalom izazivanju iritacije Zeluca, hloral-hidrat je postao prvi sinteticki hipnotik
upotrebljavan Sirom sveta. Imaju¢i u vidu da sinteze primenjivanih alkaloida slicnog
terapijskog dejstva joS uvek nisu bile odgonetnute s obzirom da je prva alkaloidna struktura
(ksantin) bila otkrivena tek 1882. godine, a prva potpuna sinteza alkaloida (koniin)
razjasSnjena 1886. godine radom nemackog hemicCara Alberta Ladenburga (1842-1911),
otkri¢e hloral-hidrata je utrlo put alternativnim pristupima u organskoj sintezi hipnotika [49].
Novina u njihovom pristupu je bila dobijanje leka koji razgradnjom oslobada farmakoloski
aktivan agens, §to je kasnije primenio i Buhajmov naslednik, Osvald Smideberg (1838-1921)
proucavajuci anesteticko dejstvo uretana na malim Zivotinjama [50]. U poslednje dve decenije
XIX veka kao hipnotici su patentirani jo§ hloral-formamid i dietilacetil-urea od strane Jozefa
fon Meringa (1849-1908) i sulfonmetan od strane Alfreda Kasta (1857-1903) [51].
Popularnost pomenutih hipnotika je naglo opala 1903. godine otkri¢em brzog sedativnog i
hipnotickog dejstva derivata barbiturne kiseline, barbitala, za Ciju su sintezu zasluzni Emil
FiSer i Jozef fon Mering [52]. Iako otkriveni tek posle skoro pola veka od fon Bajerove
sinteze barbiturne kiseline, Veronal (barbital) i Luminal (fenobarbital) su bili najpopularniji
sedativi sve do otkri¢a njihovih Stetnih efekata poput stvaranja zavisnosti i sve ¢eSc¢ih letalnih

ishoda usled lakog predoziranja.

Kraj XIX veka je obelezilo i uspostavljanje temelja bakteriologije i imunologije
zahvaljujuci otkri¢ima vakcina protiv besnila i antraksa Luja Pastera (1822—1895) [53], kao i
proucavanjima bacila tuberkuloze i1 kolere Roberta Koha (1843-1910) [54]. Radovi
nemackog lekara Paula Erliha na polju hematologije, imunologije 1 antimikrobne
hemoterapije (1854—1915) su doprinela ucvr$¢ivanju uloge sintetickih boja u naucnim
istrazivanjima, ali i veliki prekid u oslanjanju na strukture prirodnih proizvoda pri sintezi
bioloski aktivnih jedinjenja [55,56]. Posav$i od Ccinjenice da je odredenim hemijskim
supstancama (,,magi¢ni meci”’) moguce unistiti patogene u organizmu bez ozbiljnog oStecenja
domacina, Erlih je metodom ,,vitalnog bojenja” proucavao uticaj hemijske strukture razlicitih

vrsta obojenih molekula na njihovu distribuciju i bioloske efekte u tkivima Zivih Zivotinja i
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tako razvio teoriju ,,bocnog lanca” [57]. Rezultat ovih studija je bilo i njegovo otkrice
antimalarijskog dejstva sinteticke boje metilen plavo 1891. godine, kao i izum boje Tripan
crveno 1903. godine, koja se pokazala kao antitripanozomski agens u leenju tropske bolesti
poznate kao bolest spavanja [58,59]. Poseban znacaj njegovog rada se ogledao u sintezi novih
organskih jedinjenja arsena. Utvrdivsi tanu strukturu Atoksila, koji se pokazao efikasnim
protiv odredenih tripazonomijaza kod Zivotinja, zajedno sa svojim saradnikom Albertom
Berthajmom (1879-1914) je radio na njegovoj modifikaciji i 1907. godine u seriji dobijenih
organskih jedinjenja arsena otkrio arsfenamin, koji je nakon brojnih testiranja patentiran 1910.
godine kao prvi sintetiCki antibiotik (antimikrobni agens) delotvoran protiv sifilisa pod

nazivom Salvarsan [60,61].

Takamineovo izolovanje prvog ¢istog hormona, epinefrina (adrenalina), a ubrzo zatim
i Stolcovo uspostavljanje sinteze epinefrina 1904. godine su ohrabrili rad hemi¢ara na
izolovanju drugih hormona, ali i skoro 30 godina unapred najavili eru sinteze hormonskih

analoga specifi¢nog terapijskog dejstva [62].

Iako plodonosan po pitanju naucno-tehnoloskih otkrica, XX vek je u prvim
decenijama odneo veliki broj ljudskih Zivota tokom Prvog svetskog rata (1914-1918), a
odmah zatim i pojavom Spanske groznice (1918—1919) uzrokovane virusom HINI1. Vakcina
je bila vise nego potrebna, a dodatni problem je predstavljala propratna upala pluca izazvana
streptokokama. Komplikacije infekcije hemolitickom streptokokom su dovodile 1 do
meningitisa, reumatske groznice, akutnog nefritisa i sepse. Imajuci u vidu uspeh sintetickih
antibakterijskih agenasa na bazi boja, nemacki bakteriolog Gerhard Domagk (1895-1964) je
uvodenjem sulfonamidne funkcije na azo boju hrizoidin 1932. godine sintetisao prvi sistemski
antibiotik nazvan Protonzil [64]. Nekoliko godina kasnije je utvrdeno da je Protonzil zapravo
prolek, koji metabolisanjem u  organizmu daje aktivni  sulfanilamid = (p-
aminobenzensulfonamid) [65]. Tako je sintezu sulfanilamida jo§ 1908. godine razvio austrijski
hemicar Paul Gelmo, usled njegove dugogodiS$nje primene u industriji boja, on kao aktivan

lek Prontosil-a nije patentiran [66].

Zahvaljuju¢i fenomenu antibioze, dobro poznatom u krugovima mikrobiologa, u
periodu izmedu dva svetska rata je uspostavljen poseban koncept u antimikrobnom lecenju.
Sendersonovo istraZivanje baktericidnog dejstva metabolickog proizvoda vrste iz roda
Penicillium na stafilokoke je posle gotovo Sest decenija rezultiralo Flemingovim (1881-1955)

slucajnim otkricem Penicilina, prvog ,,pravog” antibiotika 1928. godine [67-69]. Iako je
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Fleming brzo utvrdio njegovu aktivnost prema Gram- pozitivhim bakterijama, masovna
proizvodnja Pencilina je pocela tek 1945. nakon §to su ga Cejn i Abraham izolovali u &istom
stanju, a Flori i HodZkins uspeSno utvrdili njegovu strukturu [70,71]. Terapijska revolucija
zapoceta Penicilinom je uvodenjem hormona, vitamina i ¢elijskih metabolita podstakla Sirenje
spektra prototipova lekova. Period do 1980. godine su obeleZila in vivo istraZivanja i otkri¢a
polusintetickih antibiotika Sirokog spektra, kao i agenasa centralnog i autonomnog nervnog
sistema, diuretika 1 antihipertenziva [72,73]. Razvoj lekova poboljSane selektivnosti i
farmakokinetickih svojstava je ubrzan napretkom racunarske i kombinatorne hemije, kao i
primenom metoda geneticke rekombinacije Sto je rezultovalo generacijom lekova inhbitora

enzima i biofarmaceutika danasnjice [74].

Istorijski razvojni put lekova je bio izuzetno dug 1 iako je na pocetku XX veka na
trziStu bilo dostupno tek nekoliko pravih lekova, zahvaljuju¢i multidisciplinarnom nau¢nom
pristupu u oblikovanju novih hemijskih struktura i razumevanju zavisnosti izmedu zahtevanog
farmakoloSkog odgovora i poznavanja sustine zapisane u njihovoj strukturi, moguénosti su

postale brojne — trenutno ih je oko 14 500 i njihov broj nastavlja da raste [75].
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2. PROCES RAZVOJA LEKA

Razvoj leka je sloZen, izazovan, skup i dugotrajan proces, koji za cilj ima
identifikaciju i1 plasiranje bezbednog i1 efikasnog proizvoda sa Zeljenim farmakoloskim
dejstvom u organizmu. Do sredine XX veka, tradicionalni pristupi u otkrivanju lekova su se
oslanjali na postupnu sintezu i skrining velikog broja jedinjenja u cilju identifikacije
potencijalnog kandidata. Danas su zahvaljuju¢i razvoju kompjuterske tehnologije,
kombinatorne hemije, genomike 1 proteomike, pronalazak, dizajn, razvoj 1 optimizacija lekova
pojednostavljeni. Konkretno, in silico pristupom (primenom racunara) dizajniranja lekova je
omogucena identifikacija/de novo dizajn novih molekula, kao i optimizacija farmakokinetike i

toksi¢nosti molekula dobijenih iz razlicitih izvora.
2.1. Dizajn lekova
Postoje dva glavna pravca dizajna lekova (tabela 2.1.):

a) dizajn lekova zasnovan na strukturi farget molekula (engl. Structure based drug
design, SBDD) ili direktan dizajn- trodimenzionalna struktura aktivhog mesta
(proteina) je poznata primenom metodama rendgenske kristalografije ili NMR
spektroskopije, a procena (postojecih ili sintetisanih) lekova kadidata visokog afiniteta
i selektivnosti vezivanja za aktivno mesto se postize konformacionom analizom i

dokingom:;

b) i dizajn lekova zasnovan na ligandu (engl. Ligand based drug design, LBDD) ili
indirektan dizajn- struktura aktivnog mesta nije poznata, ali su njegovi ligandi (lek
kandidati) jasno definisani i okarakterisani. Princip ,,molekuli slicne strukture imaju
slicnu hemijsku aktivnost” i oslanjanje na znanje o molekulima koji se vezuju za
aktivno mesto uz primenu metoda zasnovanih na kvantitativnim odnosima strukture i
aktivnosti, kao i mapiranje i modelovanje farmakofora (dela molekulske strukture
odgovornog za farmakolosko dejstvo) obezbeduju prediktivne modele potencijalnog

lek kandidata [1].

Istrazivanja su pokazala da od oko 5 000 — 10 000 preliminarno evaluiranih jedinjenja posle
ranog otkri¢a potencijalno odgovarajuc¢eg, 250 ulazi u pretklinicka testiranja, pet podleze
klinickim ispitivanjima, a samo jedno biva odobreno i dospeva na trziSte [2]. Nakon

odobrenja i proizvodnje leka, proces razvoja nije zavrSen, s obzirom da je kontrola kvaliteta
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novog leka uslovljena pracenjem njegovih nezeljenih dejstava (Slika 2.1.). U cilju zaStite
javnog zdravlja, agencije za lekove primenjuju post-marketinski program nadzora bezbednosti

(farmakovigilanca).

Tabela 2.1. In silico dizajn molekula leka

target molekul poznat ligand nepoznat ligand
de novo dizajn
virtuelni skrining

poznata struktura doking

homologo modelovanje ciljnog
molekula
(na osnovu strukture sli¢nog proteina)

nepoznata struktura kombinatorna hemija

dizajn na osnovu liganda
(metode kvantitativnih odnosa
struktura- aktivnost, mapiranje
farmakofore)

Na globalnom nivou, put novog leka od laboratorije do trziSta u proseku traje vise od
12 godina, samo 3% od ukupnog broja istrazivackih projekata rezultira uspehom, a troskovi
razvoja dostizu vrednost od ¢ak 2,8 milijardi dolara [3—5]. Imajuéi u vidu sve navedeno, jasno
je da je racionalizacija istraZivanja imperativ modernog dizajna bioloski aktivnog jedinjenja
(Ieka), dok sinteza molekula koji ¢e samo u vidu broja dopuniti bazu jedinjenja za skrining

velike propusnosti ima sve manji znacaj.
2.2. Uloga hemicara u procesu razvoja leka

U proces razvoja leka hemicar biva uklju€en u prvoj fazi nakon identifikacije moguceg
terapijskog cilja (gen/protein), njegove uloge u bolesti i validacije cilja potvrdom da ce
njegova modulacija imati terapeutski efekat. Tokom faze otkri¢a hit molekula (eng. hit
discovery) primenom sloZenih skrininga se vrSi identifikacija serija jedinjenja koja imaju
najvece predispozicije da se razviju u jedinjenja sli¢na leku, a ¢ija se Zeljena aktivnost
potvrduje ponovnim testiranjem. Hit molekul je onaj koji daje pozitivan rezultat, obi¢no niske

specificnosti i niske efikasnosti (mmol opseg). Strategije identifikacije mogu biti:

a) skrining velike propusnosti — skrining celokupne baze jedinjenja bez predznanja o
prirodi hemotipa koji bi mogao imati aktivnost na ciljnom molekulu;

b) fokusirani skrining — odabir manjeg broja molekula iz baze zasnovan na prethodnom
znanju o ciljnom molekulu 1 poznavanju literature;

c) skrining fragmenata — ukljucuje stvaranje biblioteka jedinjenja vrlo male molekulske

mase (fragmenata velikih molekula);
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d) virtuelni skrining

e) fizioloski skrining — zasnovan na tkivu i trazi odgovor koji je uskladen sa kona¢nim

Zeljenim in vivo efektom [6].

Rana faza razvoja

=Identifikacija i
validacija ciljnog
molekula

=Identifikacija hir
molekula

=Hil- lead

*Qptimizacija lead
molekula

Pretklinicke
studije

*In vivo, in vitro 1 ex
vivo testovi

*Farmakokinctitka
ispitivanja
*Primena leka
~Optinizacija
formmlacije i
bioraspoloZivost

*Utvrdivanje doze

Slika 2.1. Faze procesa razvoja leka

. Agencija 7a lekove
Postklinicke i Jl- insk
ye sredstva
oI faza — studijena =Odobravanje
zdravim volonterima
*Registracija
*Ili I faza — ’
stodijena populaciji “Post-marketingki
pacijenata S
monitornng
*BEskalacija doze,
stodije o jednokramoj i
viekratnoj primeni leka
*Bezhednosti efikasnost
*Razvoj i validacija
bicanaliticke metode

U narednoj fazi se u okviru najperspektivnijih serija hit molekula primenom metoda

zasnovanih na odnosima strukture i aktivnosti ispituje poboljSanje njihove potencije,

selektivnosti i fizicko-hemijskih svojstava Sto rezultuje identifikacijom klase ,,vodeceg”

molekula (eng. lead). Lead molekul je suboptimalni lek, koji sluzi kao obrazac za dizajn

analoga. Pre opseZnih in vitro 1 in vivo ispitivanja u pretklinckoj fazi, vrsi se optimizacija lead

molekula koja obuhvata njegovu iterativnu strukturnu modifikaciju, ranu in silico procenu i

modelovanje njegove farmakokinetike i bezbednosti (citotoksi¢nost i genotoksicnost) u cilju

dobijanja optimalne strukture buduceg kandidata vece efikasnosti i slabijih sporednih efekata.
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3. HEMIJSKA STRUKTURA - KOD MOLEKULA

Razvoj nauke i tehnologije bi bio nezamisliv bez saznanja da su fizi¢ka i hemijska
svojstva molekula, odnosno njegova bioloska aktivnost zapisane u njegovoj strukturi. Iako je
ovaj pristup ¢ekao na skoro sam kraj XIX veka 1 uspostavljanje teorije molekulske strukture
kroz otkri¢a Butlerova (1857-1861), Kekuleovo otkric¢e strukture bezena 1865. godine, kao i
Van’t Hofovo i Le Belovo shvatanje trodimenzionalne strukture molekula 1874. godine, do
danas je ostao polazna taCka savremenog dizajna bioloSki aktivnih jedinjenja i jedno od

osnovnih nacela hemije, medicinske hemije i biohemije [1,2].

Otkri¢e fenomena izomorfizma engleskog hemicara Ejlharda Micerliha (1794-1863)
prema kom jedinjenja slicnog hemijskog sastava imaju analognu kristalnu strukturu je 1819.
godine najavilo pocetak proucavanja svojstava molekula u funkciji njegove strukture [3]. Dve
decenije kasnije, lekar DZejms Blejk (1815-1893) je istraZuju¢i farmakoloSku aktivnost
razli¢itih neorganskih soli proSirio Micerlihovo zapazanje utvrdiv$i da izomorfna jedinjenja
pokazuju slicne efekte u organizmu Zivotinja [4]. Iako je strukturna organska hemija jos uvek
bila u povoju, prvi pokusSaj analiziranja uticaja hemijske strukture na biolosku aktivnost
organskog molekula je napravio Kros 1863. godine utvrdiv§i da se toksicnost u seriji
primarnih alifaticnih alkohola povecava sa smanjenjem njihove rastvorljivost u vodi [5].
Potvrdu Krosove teze je dao Ricardson 1869. godine proucavajuci uticaj razlicitih
funkcionalnih grupa na farmakolosko dejstvo prvih pet ¢lanova homologog niza alkana [6-8].
On je uspeo da uspostavi grube okvire odnosa njihove strukture i aktivnosti zakljucivsi da svi
ispitivani ugljovodonici deluju kao anestetici, njihovi alkoholi kao depresori cerebrospinalnog
sistema, a da nitriti svih ispitivanih molekula dovode do vazodilatacije i ubrzavanja rada srca,
pri cemu se stepen dejstva povecava sa molekulskom masom. Godinu dana kasnije, Rabutje je
izvodeci eksperiment na zabama potopljenim u vodene rastvore etil-, butil- i amil-alkohola
utvrdio da porast broja metil grupa u molekulu alkohola izaziva pojaCanje njegovog
narkotickog dejstva [9]. Ispituju¢i hipnoticku aktivnost sulfona Bojman i1 Kast su 1890.
godine dosli do zakljucka da broj etil grupa u ovim molekulima odreduje njihovu sposobnost
transformacije u bioloski aktivne metabolite [10]. Vodeci se saznanjima svojih prethodnika,
Ricet je 1893. godine u svojim ogledima na ribama ispitivao opijatno dejstvo razli€itih
organskih jedinjenja (etanola, dietil-etra, uretana, amil-alkohola i acetofenona) 1 zakljucio da

sa smanjenjem rastvorljivosti u vodi raste njihov narkoticki potencijal [11].
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Nezavisno od otkrica u kojima je aktivnost molekula bila povezivana sa njegovom
molekulskom masom i rastvorljivos¢u u vodi, fizicar i hemiCar Aleksandar Krum-Braun
(1838-1922) je ukazao na uslovljenost bioloSke aktivnosti molekula, ne samo njegovim
sastavom (prisustvo i udeo odredenih elemenata), ve¢ i njegovom strukturom, iako za vecinu
organskih jedinjenja ona jo§ uvek nije bila utvrdena. Kao jedan od pionira u razvoju
strukturnih formula 1864. godine je predlozio sistem grafickog prikazivanja molekula sa
ciljem razumevanja oksidacionih brojeva elemenata i nac¢ina povezivanja njihovih atoma u
molekulu [12]. Imajuéi u vidu postojanje izomera razliite bioloSke aktivnosti, zajedno sa
lekarom Tomasom Frejzerom (1841-1920) je vrSio istraZivanja u oblasti farmakologije i
fiziologije. Oni su 1868. godine razvili metodu zasnovanu na pracenju promene bioloske
aktivnosti molekula izazvane hemijskom reakcijom koja dovodi do iste poznate promene
strukture u nizu razli€itih jedinjenja. Zakljucak njihovog istraZzivanja je bio da reakcijom
adicije nastaju visoko zasic¢eni uglavnom hemijski inertni molekuli, a da je bioloSka aktivnost
prvobitnog molekula potpuno nestala ili umanjena. lako strukture alkaloida nisu bile
nepoznate, posmatrajuci ih kao ,,nitrilne‘ baze (jedinjenja tipa tercijarnog amina) Krum-Braun
1 Frejzer su primenili svoja istraZivanja na ovu grupu organskih jedinjenja. Utvrdili su da
kvaternizacijom azotovog atoma, strihnin i brucin gube konvulzantska i spazmogena svojstva,
nikotin gubi narkoticka svojstva, pri ¢emu nastali metilovani derivati deluju kao kurare
alkaloidi. Dobijeni zakljucci su ohrabrili Krum-Brauna da uspostavi nacelo prema kom je
fizioloSka aktivnost molekula funkcija njegove strukture [13]. Navedena istrazivanja su bila
od fundamentalnog znacaja u proucavanju jedinjenja i prerasla su u nov naucni pristup
zasnovan na razumevanju odnosa izmedu hemijske strukture molekula i njegove aktivnosti
(engl. Structure-Activity Relationship, SAR). lItekako prisutne i danas, SAR studije
omogucavaju kvalitativno opisivanje promene bioloske aktivnosti jedinjenja pracenjem
uticaja njegovih strukturnih modifikacija na njegovu biolosku aktivnost odnosno odredivanje
hemijske grupe (fragmenta) odgovorne za izazivanje ciljnog bioloSkog efekta u organizmu

[14].
3.1. Proucavanje kvantitativne zavisnosti izmedu strukture i svojstava molekula

Tokom XX veka kompleksnija hemijska istrazivanja su doprinela razvoju tzv. QSPR
(engl. Quantitative Structure Property Relationship) i QSAR (engl. Quantitative Structure
Activity Relationship) studija, koje zasnovane na odabiru, klasifikovanju, primeni i

kombinovanju velikog broja podataka o razli¢itim molekulima za cilj imaju uspostavljanje
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kvantitativne veze (stabilnog matematickog modela) izmedu fizicko-hemijskih svojstava
(OSPR) odnosno aktivnosti (OSAR) i hemijske strukture ispitivanih novosintetisanih ili joS$
uvek nesintetisanih jedinjenja [15—18]. Naime, model nastao korelacijom eksperimentalnih
podataka sa odredenim svojstvom molekula ima funkciju predvidanja nekog svojstva novog
jedinjenja, koje nije koriS¢eno prilikom modelovanja. Validacijom dobijenog modela se vrsi
procena mogucnosti njegove primene u predvidanju analiziranog svojstva jedinjenja.
Zahvaljuju¢i QSAR i QSPR metodama je doSlo do promena u pristupima hemijskih
istrazivanja, s obzirom da sama sinteza molekula viSe nije prioritet, ve¢ se ona moZze odvijati
tek nakon jasnog definisanja svojstava i aktivnosti, koje bi jedinjenje Cijoj se sintezi pristupa
(target molekul) trebalo da poseduje ¢ime se Stedi 1 vreme i1 novac [19]. U novijoj literaturi
nije retka pojava primene QSTR (engl. Quantitative Structure Toxicity Relationship) [20] ili
QSPkR (engl. Quantitative Structure Pharmacokinetic Relationship) metoda koje kvantifikuju
odnos strukture ispitivanih jedinjenja i njihove toksi¢nosti, odnosno farmakokinetike, ali se

one nisu razvile u posebne pristupe s obzirom da im je osnova u QSAR principima [21].

Iako na fizicko-hemijska svojstva 1 bioloSku aktivnost molekula najveci uticaj ima
njegova struktura, ¢injenica da i okruzenje u kome se molekul nalazi moze znacajno doprineti
njegovom ponasanju je bila poznata, ali ne i opSte prihvacena medu preteCama QSPR i QSAR
studija. Posle samo tri godine od objavljivanja Ricetove teze 1893. godine, Dunzelt ju je
opovrgao ukazav$i da slaba rastvorljivost ispitivanih jedinjenja u vodi nije direktno
proporcionalna njihovoj narkotickoj aktivnosti. Naime, slabo rastvoran u vodi, metil-uretan se
pokazao kao slabiji opijat od bromal-hidrata, koji se dobro rastvara u vodi [22]. Razlog
odstupanja od ocekivanog ponaSanja pomenutih jedinjenja Dunzelt je objasnio raskidanjem
veza unutar molekula, ali i formiranjem novih, sekundarnih veza izmedu molekula i njegovog
okruZzenja (rastvara¢a). Ovim zapaZanjem je otvoreno pitanje poznavanja i razumevanja
uticaja medumolekulskih interakcija na bioloSku aktivnost molekula [23,24], a u savremenom
dizajnu novih molekula, znacaj se ogleda i u Cinjenici da je u seriji derivata sli€ne strukture

pored postojanja, moguce predvideti 1 intenzitet bioloSke aktivnosti ispitivanih molekula [25].

Imajuéi u vidu da slicna medumolekulska dejstva odreduju ponasanje molekula u
bioloskom i1 hromatografskom okruzenju [26], uticaj okruZenja na ponaSanje molekula moze
biti uspesno praceno analizom njegovih hromatografskih retencionih svojstava [27-29].
Takode, moguc¢nost dobijanja dovoljno tacnih, preciznih, pouzdanih i uporedivih podataka,

koji su na jednostavan, uglavnom sli¢an nacin dobijeni za strukturno razlicita jedinjenja, kao i
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njihove korelacije cCine te¢nu hromatografiju pogodnom metodom za uspostavljanja
relevantnih zavisnosti izmedu hemijske strukture, svojstava i bioloske aktivnosti molekula
[30-35]. Formiranje matematickog modela kao rezultata korelacije hromatografskih
retencionih parametara i strukture jedinjenja je osnova QSRR studija (engl. Quantitative
Structure Retention Relationship) [36]. Takode, njihova uloga je predvidanje retenciononog
ponasanja novih strukturno sli¢nih jedinjenja (sintetisanih i softverski projektovanih) za koja
je model definisan [36,37], dizajniranje novih nepokretnih faza Zeljenih karakteristika kroz
odredivanje retencionih mehanizama na razli¢itim nepokretnim fazama [39-41], kao i brz i

pravilan izbor potencijalno bioloski aktivnih supstanci medu velikim brojem jedinjenja.

Razvoj 1 mo¢ organske sinteze su postali najuocljiviji u skrining bazama u kojima je
broj sintetisanih jedinjenja u odnosu na broj jedinjenja izolovanih iz prirode svakodnevno
postajao sve veci. Medutim, svrsishodnost QSAR, OSPR, i QSRR metoda koja se ogleda ne
samo u mogucénosti identifikacije jedinjenja Zeljene bioloske aktivnosti iz baze jedinjenja
putem virtuelnog skrininga, ve¢ i procene fizi¢ko-hemijskih svojstava i predvidanja aktivnosti
novih jedinjenja unapred zadatih stuktura u nekom bioloSkom sistemu je sruSila granice
organske sinteze [42—46]. Ove do danas nezamenljive metode u nauci su doprinele brzem
otkricu 1 razvoju lekova kroz moguénost modelovanja njihove rastvorljivosti,
farmakokinetike, metabolicke stabilnosti, potencije, selektivnosti, 1 efikasnosti
uspostavljanjem zavisnosti koja kvantifikuje efekte strukturnih promena unutar molekula u
odnosu na pretpostavljeni farmakoloski odgovor. Racionalizacija dizajna putem ciljane
sinteze se ne ogleda samo u uStedi vremena i finansija, ve¢ i smanjenju broju testova na zivim

organizmima, kao i povecanju ekoloSke svesti [47].
3.2.  Molekulski deskriptori

U QOSPR, OSAR i QSRR modelima se za kvantifikaciju odredenog svojstva molekula
primenjuju parametri poznati kao molekulski deskriptori. Oni nastaju kao rezultat niza
matematickih 1 logickih postupaka kojima se hemijske informacije kodirane u simbolickom
prikazu molekula pretvaraju u numeri¢ke vrednosti [48]. Njihova numericka vrednost moze
biti upotrebljena za interpretaciju odredenog svojstva molekula ili za predvidanje nekog
drugog svojstva putem modela. UoCavanje 1 pracenje novih odnosa pri proucavanju hemijskih
1 bioloskih sistema je omoguceno dostupno$¢éu molekulskih deskriptora, Sto rezultuje
njihovom svakodnevnom primenom u modelovanju Zeljenih karakteristika molekula u oblasti

organske hemije, analiticke hemije, medicinske hemije, farmakologije, toksikologije,
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prehrambene tehnologije 1 zaStite Zivotne sredine. Broj molekulskih deskriptora neophodnih
za opisivanje analiziranog sistema je uslovljen njegovom sloZenos¢u, pa je danas dostupno

preko 5 000 molekulskih deskriptora, od kojih svaki karakterisu:

a) nepromenljivost bez obzira na oznacavanje i numerisanje atoma u molekulu;
b) nepromenljivost bez obzira na rotaciju, odnosno translaciju molekula;
¢) nedvosmisleno definisan algoritam njegovog izraCunavanja;

d) odgovarajuci numericki raspon vrednosti za grupu molekula za koju je primenljiv [49].

Takode, dobar molekulski deskriptor je jednostavan, nezavisan i lak za konstrukciju
(izracunavanje), nije u korelaciji sa drugim deskrptorima i nije ogranicen na suvisSe male klase
jedinjenja, korelise sa bar jednim svojstvom, moZe da razlikuje izomere, pokazuje postepenu
promenu vrednosti sa postepenim promenama u strukturi molekula, ne ukljucuje u definisanja
druge molekulske deskriptore i omogucava reverzibilno dekodiranje (deskriptor-struktura)
[49,50]. Uopsteno, najbolji univerzalni molekulski deskriptor ne postoji, ali za odredeni
model je najadekvatniji onaj €iji se sadrzaj informacija moze integrisati u matemati¢ki model

[49,50].
Molekulski deskriptori mogu biti klasifikovani na viSe nacina (tabela 3.2.1):

Tabela 3.2.1 Klasfikacija molekulskih deskriptora

Klasifikacija prema:

nacinu generisanja e teorijski (racunski)
e empirijski (eksperimentalni)

delu molekula na koji se odnose globalni

fragmentacioni

dimenzionalnosti bezdimenzionalni (OD)
jednodimenzionalni (1D)
dvodimenzionalni (2D)
trodimenzionalni (3D)

Cetvorodimenzionalni (4D)

prirodi svojstava koje opisuju topoloski
kvantno-mehanicki
fizicko-hemijski
bioloski

Teorijski molekulski deskriptori su izvedeni iz simbolickog prikaza celokupne
strukture molekula (globalni) ili njenog dela (fragmentacioni) za razliku od deskriptora

dobijenih eksperimentom (dipolni momentat, polarizabilnost, molarna refraktivnost) i ne
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sadrze statisticke greSke nastale usled eksperimentalnih uslova rada i potrebe za
uproS¢avanjem proracuna. Ipak, oni su praceni greSkama nastalim usled aproksimacija

izvedenih prilikom njihovog dobijanja [49-51].

Topoloski se izraCunavaju na osnovu 2D strukture molekula i nose podatke o vrsti
atoma 1 nacinu njihovog vezivanja u molekulskom grafu [52-56]. Ne uzimaju u obzir duZinu
hemijskih veza i uglove izmedu njih, ali su osetljivi na jednu ili viSe karakteristika molekula
kao Sto su veli€ina, oblik, simetrija, grananje i cikli¢nost (Balaban index, Wiener index, Total

connectivity i dr.)

Kvantno-mehanicki deskriptori nose informaciju o elektronskoj raspodeli u
molekulskim orbitalama i energijama koje odgovaraju razli¢itim stanjima molekula. Svoju
primenu su nasli kod aromati¢nih i konjugovanih sistema, a najceS¢e koriS¢eni su deskriptori
elektronske gustine, atom-atom polarizabilnost, molekulska polarizabilnost, dipolni momenat,
energije najvisih zauzetih molekulskih orbitala (engl. Highest Occupied Molecular Orbitals —
HOMO) i energije najnizih slobodnih molekulskih orbitala (engl. Lowest Unoccupied
Molecular Orbitals — LUMO) [1, 57,58].

Fizicko-hemijski deskriptori kao Sto su tacka topljenja, tacka kljuanja, molarna
zapremina, lipofilnost, refraktivnost se primenjuju u predvidanju fizicko-hemijskih svojstava

molekula i njthovog hromatografskog ponasanja [49].

Bezdimenzionalni deskriptori (konstitucioni ili brojivi deskriptori) su oni koji su
izvedeni na osnovu molekulskih formula i daju samo informacije o vrsti i broju atoma, ali ne i
o molekulskoj strukturi (broj atoma u molekulu, broja atoma jednog elementa u molekulu,
molekulska masa, broj jednostrukih, dvostrukih, trostrukih veza, broj prstenova, broj atoma u
prstenu, itd). Jednodimenzionalni prikaz molekula omogucava uvid u broj funkcionalnih
grupa prisutnih u molekulu i iz njih se izvode deskriptori, koji nose informacije o datim
fragmentima (broj primarnih, sekundarnih, tercijarnih sp’- hibridizovanih C-atoma, broj
supstituisanih C-atoma u prstenu i1 dr.). Deskriptori koji sadrze informacije o nacinu
povezivanja atoma u molekulu (rastojanje izmedu jezgara, ugao veza) nastaju na oshovu
dvodimenzionalnih prikaza molekula (Zagreb index, Wiener index, SMARTS, BCUT) [49,50].
Zasnovani na geometrijskim koordinatama u molekulu trodimenzionalni deskriptori su
uvedeni osamdesetih godina proSlog veka (3D Wiener index, 3D Balaban index, WHIM,

GETAWAY) [18,59,60]. Cetvorodimenzionalni deskriptori se zasnivaju se na interakcijama
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koje molekul ostvaruje sa atomima i molekulima iz okruZenja [61]. Jednodimenzonalni i
dvodimenzionalni deskriptori se ubrajaju u opSte, lako se racunaju, jer ne obuhvataju
konformacionu problematiku, nose mali sadrzaj informacija i mogu imati iste vrednosti za
razli¢ite molekule, pa obi¢no nisu dovoljni ukoliko su samostalni. Za razliku od njih,
trodimenzionalni i ¢etvorodimenzionalni deskriptori sadrZe viSe informacija, Sto ih €ini CeSce

primenjivanim, ali neretko mogu model ¢initi komplikovanim [62].

BioloSki deskriptori numericki opisuju farmakokineticka svojstva molekula
(apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija i toksi¢nost) i predstavljaju vazne filtere u

dizajnu novih farmakoloski aktivnih jedinjenja.
3.3. Najvazniji QSAR molekulski deskriptori

Iako je smatrano da je prvi molekulski deskriptor u hemiju uveo Mendeljejev 1869.
godine prilikom rada na Periodnom sistemu elemenata, kroz istoriju, pojam molekulskog
deskriptora je vezan za drugu polovinu XIX veka 1 shvatanje molekulske strukture.
Oslanjaju¢i se na Krum-Braunov koncept, Korner je 1874. godine, sintetiSu¢i disupstituisane
derivate benzena uocio da su razlike u boji izomera uslovljene polozajem supstituenta, a
indikatorske promenljive za orfo, para i meta supstituciju benzena je predstavio kao
molekulske deskriptore [63]. Tokom radanja QSPR i OSAR studija, Berthelot i Jungflaj$ su
1872. godine definisali koeficijent raspodele u sistemu voda/ ulje, koji su Mejer i Overton dve
decenije kasnije primenjivali za objaSnjenje i korelaciju potencijala lokalnih anestetika
[64-66]. Prvi teorijski numericki deskriptori su bili zasnovani na teoriji grafova i
primenjivani su za modelovanje tacke kljuCanja strukturno sli¢nih ugljovodonika [67,68].
UsaglaSavanjem koncepta molekulske strukture sa kvantno-hemijskom teorijom je poceo
procvat QSAR studija. Rezultati istraZivanja ovog perioda su dali bazu za analizu uslovljenosti
bioloSke aktivnosti jedinjenja njegovom strukturom, prema kojoj elektronski, sterni i
hidrofobni efekti imaju najveceg udela u njoj. Jedno takvo istraZivanje je sproveo Hamet
1937. godine i zakljucio da je jacina benzoeve kiseline 1 njenih derivata uslovljena ne samo
prirodom, ve¢ i polozajem supstituenta u molekulu (orto, meta ili para). Kvantitativnu
zavisnost uticaja strukture na hemijsko ponasanje jedinjenja je uspostavio tumacenjem uticaja
supstituenta opisanih deskriptorima: Hametovom konstantom supstituenta, o, koja zavisi od
vrste 1 poloZaja supstituenta u molekulu i reakcionom konstantom, p, koja zavisi od svojstava
posmatrane reakcije [69,70]. Ovi deskriptori 1 njithove modifikacije su naSli primenu u

proucavanju mehanizama razliCitih reakcija tumacenjem i kvantifikovanjem uticaja
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supstituenata na brzinu i polozaj ravnoteZe. Nadovezujuéi se na Hametove zakljucke, Taft je
kvantifikovao uticaj polarnih, sternih i rezonantnih efekata razliCitih supstituenata u
kongeneri¢noj seriji jedinjenja definisanjem parametra, E; [71,72]. Izvodenjem parametra r,
Han$ je kvantifikovao specifiCan doprinos pojedinih supstituenata relativnoj lipofilnosti
molekula [73,74]. Vrednost deskriptora =, prema definiciji predstavlja merilo promene
slobodne energije unutar molekula izazvane prisustvom datog supstituenta [75]. Imajuéi u
vidu da je promena slobodne energije molekula u direktnoj vezi sa njegovom bioloskom
aktivnoS¢u, HanSov parametar, 7z, je naSao primenu u proceni bioloske aktivnosti molekula.
Matematicka zavisnost bioloSke aktivnosti od svojstava supstituenata za seriju slicnih

jedinjenja moZe biti izraZzena jednacinom [76]:
OBA=ac+br+br’ +cE, +d 3.1
pri ¢emu je:

O0BA — bioloska aktivnost proucavanog molekula, ¢ — Hametova konstanta, # — HanSova
konstanta i E; — Taftova konstanta, dok koeficijenti a, b, ¢ i d predstavljaju konstante ove

regresione jednacine.

U savremenim istrazivanjima umesto HanSove konstante, 7z, Cesto se Koristi
molekulski deskriptor logP koji predstavlja logaritamsku vrednost podeonog koeficijenta

molekula u sistemu zn-oktanol — voda.

Utvrdivsi da medu proucavanim efektima supstituenta, hidrofobni imaju najveci uticaj
na ispoljavanje antimikrobne aktivnosti svih ispitanih serija jedinjenja, Hans$ je 1973. godine
najavio eru istrazivanja lipofilnosti (hidrofobnosti) molekula kao presudnog indikatora

njegove potencijalne bioloske aktivnosti [77].
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4. LIPOFILNOST

4.1. Pojam lipofilnosti

Prema najjednostavnijoj definiciji, lipofilnost je svojstvo supstance na osnovu kog je
ona rastvorljivija u lipidima nego u vodi. U literaturi ovaj pojam je Cesto poistovecen sa
pojmom hidrofobnosti, iako oni imaju razli¢ito znafenje. U skladu sa preporukom
Medunarodne unije za Ccistu i primenjenu hemiju (IUPAC) hidrofobnost predstavlja
asocijaciju nepolarnih grupa ili molekula u vodenoj sredini, kao posledica tendencije vode da
istisne nepolarne molekule. Lipofilnost pak, predstavlja afinitet molekula ili dela molekula ka

lipofilnom okruZenju [1].

U QOSPR 1 OSAR studijama je lipofilnost odavno prepoznata kao fizicko-hemijsko
svojstvo supstance koje je determiniSuci njen transport kroz c¢elijske membrane, moguénost
formiranja kompleksa sa proteinima plazme, receptorima ili biomolekulom na mestu
delovanja, usko povezano sa njenom bioraspolozivos¢u i ima presudnu ulogu u definisanju
njenog farmakokinetiCkog 1 famakodinamickog profila [2]. Neretko primenjivana kao
indikator postojanja bioloSke aktivnosti jedinjenja, najSiru primenu je nasla u hemiji,

farmakologiji i zastiti Zivotne sredine [3—-6].

Kvantitativno, lipofilnost je najceSce izrazena logaritmom podeonog koeficijenta,
logP, ¢iji se pocetak primene u naucnim istrazivanjima vezuje za 1964. godinu i
uspostavljanje tzv. HanSovog sistema n-oktanol — voda koji predstavlja dobru laboratorijsku
aproksimaciju bioloSkih membrana preteZno izgradenih od proteinskih molekula [7]. Podeoni
koeficijent P kao rezulat Nernstove ravnotezne raspodele rastvorene supstance izmedu dve
nemesljive faze, ima Sirok opseg vrednosti, usled Cega je ceS¢e u primeni njegova
logaritamska vrednost. Prema definiciji, parametar logP, predstavlja logaritam odnosa
ravnoteZnih koncentracija rastvorka (jedinjenja) u obe te¢ne faze zasi¢enog sistema n-oktanol

—voda (jednacina 4.1):

longlogC—" 4.1)
c

w

gde je:
¢, — koncentracija ispitivane supstance u n-oktanolu,

cw — koncentracija ispitivane supstance u vodi kada je sistem u ravnoteZi [8,9].
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Kao komponenta referentnog sistema rastvaraa u procesima modelovanja n-oktanol
je izabran zahvaljujuéi prisustvu dugog ugljovodoni¢nog lanca koji ga ¢ini sli¢nim lipidima,
kao i hidroksilne grupe koja moZe da se ponasa i kao donor i kao akceptor protona u
vodoni¢noj vezi [10,11]. Modelovanje membrana sa dominantnim prisustvom proton-
donorskih funkcionalnih grupa se vrsi referentnim podeonim sistemom hloroform — voda, dok
se za membrane sa proton—akceptorskim grupama kao referentni sistem rastvaraca primenjuje
smesSa propilen-glikol-dipelargonat (PGDP) — voda [12]. Sistemi sa inertnim rastvara¢ima
(alkani — voda) predstavljaju aproksimaciju membrana koje nemaju ni proton-donorska ni
proton-akceptorska svojstva i predstavljaju dobre modele za transport kroz krvno- mozdanu

barijeru [13].

Vrednosti logaritma podeonog koeficijenta jedinjenja, mogu ukazati na njegovo
ponasanje u bioloskom okruZenju: lipofilan molekul ima logP > 1, hidrofilan molekul
poseduje logP < -1; jednako rastvorljiv u vodi i organskoj fazi je molekul sa logP = 0, a

toksi¢an molekul karakteriSe logP > 5 [14].

Za izrazavanje lipofilnosti rastvorka koji stupa u sekundarnu hemijsku reakciju u bilo
kojoj ili u obe faze, tj. ako ucCestvuje u dodatnoj hemijskoj ravnoteZi (agregacija, jonizacija,
kompleksiranje) umesto podeonog koeficijenta, P, se primenjuje efektivni podeoni
koeficijent, D. Izmedu efektivnog i klasicnog podeonog koeficijenta u slucaju jonizacije

ispitivane supstance postoje sledece zavisnosti:
za slabe kiseline ukoliko je pH < pKa — 2,

log D =log Py, —log (1+1077"") (4.2)
za slabe baze ukoliko je pH > pKa + 2

log D =log P, —10g(1+10”H7”Ka) 4.3)

gde HX 1 X predstavljaju molekulski oblik slabe kiseline odnosno baze. Poznavanje vrednosti
logP i pK, na odabranoj pH vrednosti omogucava izraCunavanje logD ispitivane supstance

[15].

Pored logP i logD vrednosti, lipofilnost serije homologih jedinjenja moZe biti izrazena

1 HanSovom konstantom, 7, koji ukazuje na specifican doprinos pojedinog supstituenta na
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raspodelu molekula izmedu dva rastvarac¢a, obi¢no izmedu vode i n-oktanola. HanSova

konstanta, 7, za dati supstituent se racuna po jednacini:

7 =log P, —log F, “4.4)
gde je:
log Pr - podeoni koeficijent supstituisanog molekula

log Py - podeoni koeficijent nesupstituisanog molekula [16].

Vrednost konstante 7 za vodonik kao supstituent je proglasena nulom, dok se ostali
supstituenti razlikuju po vrednosti i predznaku za z. Supstituenti sa +z efektom su oni koji
izazivaju povecanje lipofilnost molekula, dok oni sa -z efektom, smanjuju lipofilnost

molekula u odnosu na nesupstituisano jedinjenje.
4.2. Metode odredivanja lipofilnosti

Metode odredivanja lipofilnosti mogu biti racunske i eksperimentalne [17]. Razvoj
raCunarske hemije je omogucio premoScavanje problema realnih uslova koji su tokom
spovodenja eksperimenta uglavnom bili pojednostavljeni. Zahvaljuju¢i metodama statisticke
termodinamike i racunarskih simulacija, danas je poznat veliki broj softverskih paketa za
izraCunavanje lipofilnosti, koji na razli¢itim nivoima molekula omogucavaju brzo 1 lako
dobijanje pouzdanih podataka. Rafunske metode za izraCunavanje logP vrednosti se u

zavisnosti od slozenosti informacija koje u sebi sadrze dele na (tabela 4.2.1) [21,22]:

a) metode koje se zasnivaju na podstrukturama u molekulu (engl. Substructure- Based
Methods) — princip proracuna je zasnovan na ,,seckanju” molekula na fragmente (engl.
Fragment-Based Methods) ili do nivoa pojedina¢nog atoma (engl. Afom- Based
Methods). Fragmentacione metode u obzir uzimaju doprinos pojedinih fragmenata
molekula na njegovu lipofilnost i korekcioni faktor usled intramolekulskih interakcija,
dok rezultat atomskih metoda predstavlja zbir doprinosa pojedina¢nih atoma u
molekulu na lipofilnost. Metoda supstitucije (engl. The Substituent Method) je prva
objavljena racunska metoda i predstavlja posebnu varijantu atomske metode. Poznata i
kao metoda ,,zamene vodonika” i dalje je najsigurniji postupak izracunavanja ukoliko
je dostupan logP za osnovnu strukturu, s obzirom da je potrebno samo utvrditi da li

Zeljeni supstituenti stvaraju neke nove interakcije [23].
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b) metode koje se baziraju na odgovaraju¢im svojstvima molekula (engl. Property-

Based Methods) — zasnovane su na primeni razli¢itih deskriptora celog molekula za

kvantifikovanje logP podenog koeficijenta. Ovoj klasi pripadaju metode koje koriste

prikaz 3D strukture i metode zasnovane na topoloSkim deskriptorima.

Tabela 4.2.1 Algoritmi primenjivani za izraCunavanje logP [24]

algoritam izvor pristup
AB/logP www.vcclab.org/lab/alogps fragmentacioni
ACD/logP ACD/LogP freeware 10 fragmentacioni
AClogP www.vcclab.org/lab/alogps atomski
AlogP www.vcclab.org/lab/edragon atomski
AlogPs www.vcclab.org/lab/alogps molekulski
ChemOfflogP Chem3D Ultra 5.0 atomski

ClogP Chem3D Ultra 5.0 fragmentacioni
COSMOfrag www.vcclab.org/lab/alogps molekulski
CSlogP www.chemsilico.com/CS_prLogP/LPhome.html  molekulski
1AlogP www.logp.com molekulski
kowwin www.vcclab.org/lab/alogps fragmentacioni/atomski
milogP www.vcclab.org/lab/alogps fragmentacioni
MlogP www.vcclab.org/lab/edragon molekulski
mollogP www.molsoft.com/mprop fragmentacioni
XlogP, www.vcclab.org/lab/alogps atomski
XlogP; www.vcclab.org/lab/alogps atomski

U odnosu na eksperimentalne metode, raCunske metode omogucavaju brzo i lako

izraCunavanje logP vrednosti molekula bez potrebe za njihovom sintezom i primenljive su i

na molekule velike lipofilnosti. Osim nepotpunosti baze podataka, njihov nedostatak su

neprecizni proracuni kao posledica nemogucnosti sagledavanja molekula sa hemijskog

aspekta (molekula sa interaktivnim funkcionalnim grupama ili kod naelektrisanih molekulskih

struktura).

U tabeli 4.2.1 je data podela eksperimentalnih metoda za odredivanje lipofilnosti.
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Tabela 4.2.1 PredloZena klasifikacija eksprimentalnih metoda za odredivanje lipofilnosti

Eksperimentalne metode merenja lipofilnosti

Klasi¢ne metode Separacione i elektroanaliticke metode
Hromatografske Elektroseparacione Elektroanalticke
* Metoda muékanja * Tankoslojna * Kapilarna ' )
e Metoda sporo hromatografija elektroforeza ¢ Potenciometrijska
. . porog ® Visoko efikasna tecna ® Elektrokineticke titracija
mesanja hromatografija hromatografske e (Cikli¢na voltametrija
metode

Klasi¢ne (direktne) eksperimentalne metode obuhvataju metodu muckanja i metodu sporog

mesanja.

Metoda muckanja uspostavljena 1981. godine predstavlja najstariju metodu za
odredivanja podeonog koeficijenta [9,17]. Zasnovana je na muckanju ispitivane supstance i
njenoj raspodeli u sistemu dva slabo mesSljiva rastvaraca (najceSce sistem n-oktanol — voda).
Nakon uspostavljene ravnoteZze i odvajanja dve teCne faze, odgovaraju¢im analitickim
metodama (hromatografske ili spektroskopske metode) se odreduje koncentracija ispitivane
supstance u svakoj od faza. Metoda je jednostavna, pouzdana za odredivanje -2 < logP < 4 i
ne zahteva referentne supstance. Ipak, nedostaci metode su brojni i ogledaju se u dugotrajnosti
postupka, zahtevanju relativno velike koliCine Ciste supstance, kontroli temperature, proceni
vremena za uspostavljanje ravnoteze izmedu faza, odredivanju minimalne zapremine svake od
faza podeonog sistema u kojima je moguce detektovati supstancu i merenje njene
koncentracije, neprimenljivost na supstance koje se nalaze u jonizovanom obliku i
mogucnosti stvaranja emulzije visokolipofilnih supstanci sa n-oktanolom u vodi [18]. U cilju
prevazilazenja pomenutih nedostataka, razvijena je alternativna metoda u kojoj ravnoteza
izmedu dve nemesljive faze sistema moze biti uspostavljena i u uslovima laganog mesanja,
C¢ime je izbegnuto formiranje emulzije [19]. Automatizacijom ovih metoda je povecana

njihova primenljivost kao referentnih metoda u industriji [20].

Indirektno, lipofilnost supstance moZe biti odredena separacionim i elektroanalitickim
metodama, medu kojima posebno mesto zauzimaju hromatografske metode, zahvaljujuci
jednostavnosti, efikasnosti, kratkom vremenu trajanja i reproduktivnosti. Takode, Sirok
spektar primene uz ekonomicnost po pitanju neophodne koli¢ine ispitivane supstance, ali i
postovanje principa zelene hemije po pitanju utroSenog organskog rastvaraca (modifikatora)

svakodnevno znacajno doprinosi njihovoj popularnosti u QSRR i QSAR studijama.
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Naime, iako je primarna uloga hromatografskih metoda omogucavanje razdvajanja,
identifikacije, odredivanja i preciS¢avanja komponenti smeSe u svrhu kvantitativne i/ ili
kvalitativne hemijske analize, pored ostalih hromatografskih metoda, teCna hromatografija je
usled sli¢nosti raspodele supstanci u hromatografskom sistemu i u sistemu n-oktanol — voda
dobila jo$ jednu ulogu [11]. Dodatni razlog je postojanje slicnosti izmedu medumolekulskih

interakcija koje odreduju ponasanje jedinjenja u bioloskoj i hromatografskoj sredini [15].

Na osnovu literaturnih podataka naj¢eSce primenjivane hromatografske metode za
odredivanje lipofilnosti su tankoslojna hromatografija (engl. Thin- layer Chromatography,
TLC) 1 visoko-efikasna tecna hromatografija (engl. High- performance Liquid
Chromatography, HPLC) na normalnim i na obrnutim fazama [25-32]. TLC je zahvaljujuci
brojnim prednostima (velika propusnost, veca preciznost i tacnost usled istovremene analize
uzoraka i standarda pod istim uslovima, jednostavno rukovanje, niska osetljivost na necistoce,
izbegavanje smetnji iz prethodne analize usled primene nove nepokretne faze, Sirok izbor
adsorbenata 1 rastvaraa) 1 danas ravnopravna ostalim metodama za prouCavanje
hromatografskog ponaSanja i lipofilnosti molekula. Zamenom uobicajene polarne nepokretne
faze (engl. Normal Phase Thin- layer Chromatography, NPTLC) nepolarnom, hromatografski
postupak je postao primenljiviji u istraZivanjima jedinjenja vece lipofilnosti (engl. Reversed

Phase Thin- layer Chromatography, RPTLC).

4.3. Primena tankoslojne hromatografije na obrnutim fazama za odredivanje

lipofilnosti

Hromatografski parametri, koji sluze za predvidanje lipofilnost molekula u RP- TLC
se izvode na osnovu vrednosti retencionog faktora, (engl. retardation factor) Ry koji
predstavlja odnos predenog rastojanja ispitivanog molekula (rastvorka), 1. i rastojanja fronta

rastvaraca, l;.

R =-—t (4.5)

Na osnovu eksperimentalno odredenih Ry vrednosti primenom jednacine se vrsi izraCunavanje

retencione konstante Ry [33]:

1
R, =log| —-1 (4.6)
[Rf ]
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Postoji veliki broj publikacija u kojima su uspostavljene dobrih linearne zavisnosti

izmedu vrednosti Ry 1 logP za neutralna i jonska jedinjenja [18,34,35].

Ipak, imaju¢i u vidu da je retenciona konstanta Ry u velikoj meri zavisna od zadatih
hromatografskih uslova, ekstrapolacijom izracunatih Ry vrednosti na 0% udela organskog

rastvaraca se dobijaju dva vazna hromatografska parametra prema jednacini [36]:

R, =R +mg 4.7)
gde je:
¢ — zapreminski udeo organskog rastvaraca u pokretnoj fazi
RMO — odsecak prave

m — nagib prave.

Odsecak, RMO, predstavlja hromatografsku retencionu konstantu, koja se u vrlo Cesto
koristi kao alternativno merilo lipofilnosti jedinjenja [37-42], dok nagib, m, odgovara
hromatograskom parametru, povezanom sa specificnom hidrofobnom povrSinom jedinjenja,
koji ukazuje na zavisnost rastvorljivosti ispitivane supstance, a samim tim 1 njenog
zadrzavanja, od sastava pokretne faze. Novije publikacije ukazuju na moguénost primene

parametra m, kao alternativnog merila lipofilnosti [43—47].

Takode, parametar hidrofobnosti, Cy, je sve prisutniji u QSAR studijama kao jo$ jedno

altetrnativno merilo lipofilnost jedinjenja [48—-50]:

_Ry

m

C,= 4.8)
Parametar C, predstavlja koncentraciju organske komponente u pokretnoj fazi za koju

je raspodela analiziranog jedinjenja izmedu pokretne i nepokretne faze jednaka 1:1.

Sva tri hromatografska deskriptora, odnosno RMO, m 1 Cp su podjednako prisutna u
hromatografskoj literaturi 1 obi¢no se koriste za procenu lipofilnosti nepoznatih rastvorenih

supstanci.

Kako je hromatografsko ponaSanje jedinjenja uslovljeno njegovom strukturom
(prirodom supstituenata), kao i fizicko- hemijskim svojstvima pokretne i nepokretne faze,
istrazivanja su pokazala da pojava umerenih zavisnosti izmedu hromatografskih i podeonih

parametara lipofilnosti poti¢e od medumolekulskih interakcija svojstvenih hromatografskom
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sistemu poput rastvorak — nepokretna faza, rastvorak — pokretna faza, pokretna faza —

nepokretna faza kao i medusobne interakcije fleksibilnih fragmenata nepokretne faze [51].
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3. ULOGA LIPOFILNOSTI U ADMET SVOJSTVIMA LEAD
MOLEKULA

Kao $to je ve¢ napomenuto, tokom rane faze razvoja leka, rezultat brojnih strukturnih
modifikacija lead molekula je analog sa odgovaraju¢im predispozicijama koje ga cine
kandidatom za pretklinicku fazu ispitivanja. Po€etna ispitivanja njegovih strukturnih svojstava
se proSiruju na procenu fizicko-hemijskih (rastvorljivost, permeabilnost, hemijska stabilnost),
biohemijskih (vezivanje za proteine) i farmakokinetickih (engl. ADMET - absorption,
distribution, metabolism, excretion and toxcity), pri Cemu sloZenost i sofisticiranost

pomenutih aspekata rezultuje viSeparametarskim pristupima optimizacije i modelovanja.

-----

bioraspoloZivost. Prema definiciji, bioraspoloZivost (F), predstavlja udeo primenjene doze
leka koji u neizmenjenom obliku dospeva u sistematsku cirkulaciju i do mesta delovanja [1].
Opseg vrednosti je od 0% (nema bioraspolozivosti) do 100% (potpuna bioraspolozivost) koja
je svojstvena samo intravenskoj primeni, zbog Cega ona predstavlja referencu za merenje

bioraspoloZzivosti prilikom drugih nac¢ina primene.

Iako su putevi primene leka brojni (oralno, sublingvalno, inhalaciono, rektalno, na
epitelnim povrSinama, injekciono) kako zbog nizih troSkova proizvodnje i skladiStenja, tako i
zbog uskladenosti sa pacijentima, projekti dizajna su preferabilno usmereni ka dobijanju
oralno primenljivog leka Zeljene efikasnosti i smanjenog intereagovanja sa zdravim tkivom
[2]. Medutim, rastvorljivost oralno primenjenog leka, njegova permeabilnost kroz fizioloske
barijere u organizmu kao 1 izloZenost metabolizmu u crevnom traktu mogu otezati ili ga
spreciti da stigne do ciljnog mesta ili bude osloboden na vreme. Pocetak i obim terapijskog
odgovora su uslovljeni koli¢inom dostupnog leka na sistemskom nivou, pa je postizanje

velike bioraspoloZivosti glavno svojstvo za optimizaciju lead molekula.

Primarna odrednica bioraspoloZivosti jedinjenja jeste nivo njegove intestinalne
apsorpcije (engl. Human Intestinal Absorption, HIA) koji u savremenim in silico
istrazivanjima moZe biti iskazan farmakokinetickim prediktorima kao Sto su humana
efektivna propustljivosti u jejunumu (engl. Human effective permeability in jejunum, Pe) [3],
propustljivost kroz humane celijske linije kolorektalnog carcinoma (engl. Human colorectal
carcinoma cell permeability, Caco-2) [4] 1 propustljivost kroz Madin-Darby celije pseceg

bubrega (engl. Madin-Darby canine kidney permeability, MDCK) [5]. Kandidate sa visokom
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apsorpcijom karakteriSu vrednosti HIA > 80% [6]. Budu¢i da vecina bioaktivnih jedinjenja
podleze pasivnoj transcelularnoj difuziji kao dominantnom mehanizmu apsorpcije kroz
epitelne i endotelne tkivne barijere, kandidati vece lipofilnosti imace bolju permeabilnost kroz
fosfolipidni dvosloj enterocita [7,8]. Paracelularni put je svojstven apsorpciji malih hidrofilnih

jedinjenja (molekulska masa < 200 Da i logP < 0) [9].

Nakon dospevanja bioaktivnih molekula u sistemsku cirkulaciju moguce je
predvidanje njihove raspodele primenom farmakokineti¢kog parametra koji predstavlja odnos
koncentracije bioaktivnog jedinjenja u punoj krvi i njegove koncentracije u plazmi (engl.
Blood to plasma concentration ratio, RPB). Vrednosti RPB > 1, ukazuju na visoku
koncentraciju jedinjenja u krvi i postojanje rizika od njegove akumulacije u eritrocitima,
odnosno hematotoksicnosti [10]. Afinitet vezivanja nekog jedinjenja za proteine plazme (engl.
Plasma protein binding, PPB) predstavlja koli¢nik koncentracije jedinjenja vezanog za
protein i njegove ukupne koncentracije u plazmi i izrazava se u procentima. Pretpostavljeno je
da visok kapacitet vezivanja za proteine plazme imaju jedinjenja sa PPB > 90% [11], a
jedinjenja slabije vezana za proteine plazme efikasnije prodiru u tkivo [12]. Kod supstanci
reverzibilno vezanih za proteine plazme, uspostavljena je ravnoteza izmedu vezane i nevezane
frakcije, pri ¢emu samo nevezana frakcija pokazuje farmakoloski efekat, a vezana frakcija
ima funkciju depoa iz kojeg se jedinjenje polako oslobada i prelazi u slobodni oblik kada se
prvobitno nevezana frakcija metaboliSe i/ ili izlucuje iz tela [13]. Manje lipofilna jedinjenja se
slabije vezuju za proteine plazme i imaju viSe slobodne frakcije u plazmi. Informacije o
nevezanoj frakciji, Unbnd omogucavaju tumacenje aktivnosti i efikasnosti jedinjenja,
njegovog poluvremena eliminacije 1 potencijalnih nezeljenih efekata [14]. Usko povezan sa
ovim farmakokinetickim parametrom je i obim distribucije, Vd, koji predstavlja merilo
relativne raspodele ukupne koli¢ine leka u telu i koncentracije leka izmerene u plazmi [15].
Visoku vrednost Vd, imaju lipofilna jedinjenja, Siroko su distribuirana u tkivima, posebno u
masnom tkivu [16]. Nasuprot njima, jedinjenja niske vrednosti Vd zahtevaju ucestaliji interval

doziranja.

Prenos jedinjenja iz krvotoka do mesta delovanja je uslovljen protokom krvi, njegovim
stepenom vezivanja za proteine plazme i permeabilno$¢u kroz celijske membrane tkiva.
Barijere krv- tkivo reguliSu prolazak molekula u visoko osetljive organe. Dobro poznata
barijera ove vrste je krvno- mozdana barijera (engl. Blood-brain barierr, BBB) koja

omogucava farmakoloski efekat molekula u centralnom nervnom sistemu (CNS) ili smanjuje
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njihove neZeljene efekte i1 toksi¢nost [17]. Endotelne Celije moZdanih kapilara, propustaju
male lipofilne molekule, a onemogucavaju difuziju polarnih molekula [18]. Vrednost
farmakokinetickih parametara odnosa koncentracije leka u mozgu i koncentracije leka u krvi,
BBB, kao i njegova logaritamska vrednost, logBBB, ukazuju na mogucnost primene nekog
molekula kao neuroloski aktivnog. Literaturni podaci ukazuju da jedinjenja koja imaju
vrednosti BBB > 2 odnosno logBBB > 0,3 pokazuju dobre predispozicije za prolazak kroz
mozdanu barijeru, dok vrednosti BBB < 1 odnosno logBBB < -1 ukazuju na blokadu ovog

prolaska [19,20].

Za razliku od oralne, transdermalnu primenu bioaktivne supstance karakteriSe
smanjenje sistemskih neZeljenih efekata usled kontrolisanog ispuStanja u organizam i
stabilnog profila nivoa krvi. Ovaj nacin primene ogranicen je propustljivoS¢u koZne barijere
(lat. stratum corneum). Za teorijsku procenu prolaska jedinjenja kroz kozu se primenjuju
vrednost logKsp [21]. S obzirom na veliki izazov koji predstavlja procena bioraspolozivosti
lokalno primenjenih lekova, u istrazivanjima oftamoloSkih bolesti se za procenu efikasnosti
farmakoloSki aktivne supstance primenjuje faramakokinetiCki prediktor permeabilnost

roznjace, pCornea [22].

ADMET studije potencijalno bioaktivnog jedinjenja takode ukljucuju i procenu
njegovih toksi¢nih svojstava kao Sto su kardiotoksi¢nost, mutagenost, citotoksi¢nost, i
teratogenost. Kardiotoksi¢nost se obicno ogleda u blokadi sr¢anog kalijumovog kanala (engl.
Cardiac potassium channel coded by human ether-a-gogo-related gene, hERG) [23], a

kvantitativno se izrazava vrednostima hERG ICso< 10 umoll'1[24] )

Osim dizajna, sinteza i upotreba, razgradnja i odlaganje bioaktivnih supstanci bi
trebalo da budu u skladu sa trendovima zelene hemije. Sve veéi globalni problem
predstavljaju nemetabolisana farmakoloski aktivna jedinjenja i njihovi metaboliti koji
dospevanjem u Zivotnu sredinu izazivaju Stetne efekte na ekosistem [25]. In silico procena
toksicnosti jedinjenja na vodene organizme moZe znacajno doprineti predvidanju opasnosti po

Zivotnu sredinu i proceni rizika u ranoj fazi optimizacije lead molekula [26].
5.1. Pravila dobre bioraspolozivosti

Ideja identifikacije 1 dizajniranja jedinjenja slicnih leku sa najperspektivnijom
bioraspoloZivo$¢u nakon oralne primene je dovela do uspostavljanja nekoliko kvalitativnih

teorijskih pravila primenljivih u ranoj fazi odabira kandidata (engl. drug-likeness). Prvo i
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najpoznatije pravilo dobre bioraspoloZivosti bazirano na proucavanju svojstava preko 2000
jedinjenja iz svetske baze lekova (engl. World Drug Index) jeste pravilo Lipinskog ili Pravilo
broja pet (engl. Rule of 5). Prema ovom pravilu, jedinjenje apsorbovano pasivnom difuzijom

kroz bioloSke membrane pokazuje dobru bioraspolozivost ukoliko ima:

a) molekulsku masu (engl. molecular weight, MW) < 500 Da;

b) broja donora vodoni¢ne veze (engl. number of hydrogen bond donor, n\OHNH) <5;

¢) broj akceptora vodonicne veze (engl. number of hydrogen bond acceptor, nON) < 10
(2-5)1

d) vrednost racunski dobijenog logP (engl. value of the calculated logP) <5 [27].

Uskladenost ispitivanog jedinjenja sa pravilom dobre bioraspoloZivosti podrazumeva njegovo

odstupanje od najviSe jednog pretpostavljenog kriterijuma.

Slicno tome, u skladu sa Goseovim pravilom (engl. Comprehensive Medicinal

Chemistry (CMC) rule ) jedinjenje dobre bioraspoloZivosti karakteriSu:

a) molekulska masa izmedu 160 — 480 Da;
b) ukupan broj atoma u molekulu (engl. the number of atoms) unutar 20 — 70;
¢) vrednost logP u granicama 0,4 <logP <5,6 1

d) molarna refraktivnost (engl. molar refractivity) u opsegu 40 — 130 [28].

Jos jedna Cesto upotrebljavana modifikacija pravila Lipinskog u QSAR istrazivanjima

jeste Veberovo pravilo:

a) broj rotirajucih veza (engl. the number of rotatable bonds) < 10;
b) zbir donora i akceptora vodoni¢nih veza <12 i

¢) ukupna polarna povrsina (total polar surface area) < 140 A?29].

UspeSna primena filtera ciljnih svojstava za in silico identifikaciju jedinjenja dobre
bioraspoloZivosti vremenom je dovela do razvoja brojnih prediktivnih pravila koja se odnose
na razlicita farmakokinetiCka svojstva jedinjenja [30,31]. Prema Pravilu broja dva (engl. Rule

of 2) krvno- mozdana barijera je propustljiva za molekul koji opisuju:

a) molekulska masa <500 Da i

b) ukupan broj donora i akceptora vodoni¢nih veza u opsegu 8-10 [31].
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Takode, posluzili su i kao osnova za utvrdivanje pravila prepoznavanja lead jedinjenja
(engl. lead-likeness rules) na osnovu svojstava njegovih strukturnih fragmenata. Prema
Pravilu broja tri (engl. Rule of 3) lead molekul poseduje strukturne fragmente koje

karakteriSe:

a) molekulska masa < 300 Da;
b) broja donora vodoni¢ne veze < 3;
c) broj akceptora vodonicne veze <31

d) ClogP vrednost <3 [32,33].

Iako razvoj sve veceg broja jedinjenja koja prevazilaze ova pravila donosi na trziste
nove formulacije, koncept pravila Lipinskog je i dalje okosnica u otkrivanju potencijalnih

kandidata lekova.

Jo§ jednu olakSicu u dizajnu /ead molekula koja smanjuje troSkove empirijskog
pristupa je omoguc¢io Amidon sredinom 90- ih godina proSlog veka uspostavivsi osnovu za
identifikaciju determiniSucih faktora brzine i obima oralne apsorpcije kandidata putem
razumevanja njegove rastvorljivosti i propustljivosti kroz bioloSke membrane [34].
Zahvaljuju¢i ovim istrazivanjima je razvijen Biofarmaceutski sistem klasifikacije (engl.
Biopharmaceutical Classification System, BCS) koji grupiSe lekove na osnovu njihove

rastvorljivosti 1 propustljivosti u Cetiri kategorije:

a) klasa 1 — visoko permeabilni i visoko rastvorljivi;
b) klasa 2 — visoko permeabilni i slabo rastvorljivi;
¢) klasa 3 — slabo permeabilni i visoko rastvorljivi i

d) klasa 4 — slabo permeabilni i slabo rastvorljivi [34].

Znacaj BCS sistema se ogleda u moguénosti manipulacije strukturom ili fizi¢ko-
hemijskim svojstvima lead molekula u cilju postizanja njegove bolje ,,isporucivosti*
uspostavljanjem in vitro/in vivo Korelacije (IVIVC) odnosno predvidanjem in vivo odgovora za

kandidate odredenih svojstava in vitro testovima.
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6. AMIDI, ZNACAJ I NJIHOVA BIOLOSKA AKTIVNOST

S obzirom da predstavljaju motiv u strukturi peptida, proteina i drugih bioloski
aktivnih jedinjenja, nije iznenadujuca Cinjenica da viSe od jednog veka zainteresovanost i
zaokupljenost naucnika amidnom funkcionalnom grupom ne jenjava [1,2]. Potvrda
zastupljenosti amidne funkcionalne grupe u organskoj sintezi, medicinskoj hemiji i
farmaceutskoj industriji se ogleda u ¢injenici da je sadrzi priblizno Cetvrtina svih lekova na

trziStu, ali 1 dve trecine svih lead molekula [3] .

Iako je amidna grupa stabilna, jer je slaba reaktivnost uslovljena planarnoscu i
stepenom konjugacije, za Sirok spektar primene i reaktivnosti amida je odgovorna mogucnost
finog podeSavanja jaCine veze [4,5]. Ova velika i raznovrsna grupa bioloski aktivnih

jedinjenja je primenu nasla u medicini [6—10], poljoprivredi [11,12] i biotehnologiji [13,14].
6.1. Fenilacetamidi

Krajem XIX veka na odeljenju za internu medicinu Univerziteta u Strazburu dva
mlada lekara, Arnold Kan i Paul Hep su primenjuju¢i naftalen koji je bio poznat kao
antiseptik, pokusavali da lecCe pacijente od crevnih parazita. [ako su bili razoCarani po¢etnim
rezultatima, primetili su antipireticki efekat primenjivanog tretmana, koji kako su slucajno
otkrili, nije poticao od naftalena, ve¢ greSkom distibuiranog acetanilida. Na taj nacin je 1886.
godine, acetanilid, prvi derivat anilina sa analgetskim i antipiretiCkim svojstvima, kao
konkurent Antipirina (Fenazona) ubrzo uveden u medicinsku upotrebu pod nazivom
Antifebrin [15]. Primenu je imao u leCenju glavobolje, menstrualnih bolova i reume, ali je
njegova prekomerna ili duga upotreba izazivala methemoglobinemiju, usled cega je 1887.

godine zamenjen njegovim manje toksi¢nim etil- etrom, Fenacetinom [16].

Pod pretpostavkom da je manje toksi¢an od Paracetamola [17], Fenacetin je dugi niz
godina bio popularan analgetik u klinickoj praksi pored patentiranog analgetika izuzetnih
karakterisitika — Aspirina [18] sve dok nije otkriveno da njegova hroni¢na primena izaziva
nefropatiju i hematoloSku toksi¢nost [19]. Tokom narednih decenija temeljnog proucavanja
metabolizma Antifebrina i Fenacetina, 1948. godine je bilo utvrdeno da je za njihovo
analgetsko i antipireticko dejstvo odgovoran aktivni metabolit Acetaminofen, poznatiji kao
Paracetamol [20]. Potvrdena bezbednost i niska ucestalost neZeljenih efekata u terapijama,

kao i popularnost u pedijatriji su doprinele njegovoj Sirokoj primeni i potraznji na svetskom
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trziStu sedamdesetih godina XX veka [21]. Strukture tri pomenuta analgetika su prikazane na

slici 6.1.
H
N
0 \H/
)k PN 0
0

a) b)

Y

)

TZ

Slika 6.1 Strukture Acetanilida (a), Fenacetina (b) i Acetaminofena (c)

Acetanilid i danas predstavlja prototip savremenih neopioidnih antipiretickih
analgetika [22]. Zahvaljujuci tome, derivati fenilacetamida postali su predmet brojnih nau¢nih
istrazivanja koja su pored pomenutih potvrdila i mogucnost njihove primene kao baktericida
[23], antikonvulzanata [24], antimalarika [25], antipsihotika [26], antidepresiva [27,28]
antiaritmika [29], antituberkulotika [30]. Takode, zahvaljuju¢i antimikrobnoj [31] i
insekticidnoj aktivnost [32] se primenjuju u veterini i le€enju biljaka. Savremena istraZivanja
su fokusirana na proucavanje mogucénosti njihove upotrebe kao novih anti- HIV lekova [33],
antitumorskih lekova [34,35], teranostika [36] i kao prekursora antilajSmanijskih lekova [37].
U vecini slucajeva, vrsta i intenzitet aktivnosti fenilacetamida su uslovljeni hemijskom

prirodom supstituenta vezanog za osnovni molekul.
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7. HEMOMETRIKA

Multidisciplinarna nau¢na oblast pod nazivom hemometrika podrazumeva primenu
multivarijantne statistike, primenjene matematike i informatike u cilju adekvatnog reSavanja
deskriptivnih i prediktivnih eksperimentalnih problema u prirodnim naukama. Hemometrika
pruza mogucnost da jednostavno i efikasno na osnovu saznanja o fizicko- hemijskim
svojstvima nekog jedinjenja i strukturi molekula predvidi njegovo ponasanje i klasifikuje ga.
U opisnim aplikacijama, ona se primenjuje za modelovanje hemijskih sistema u cilju
upoznavanja osnovnih odnosa i strukture, dok se u prediktivnim aplikacijama svojstva
hemijskih sistema modeluju u cilju predvidanja osobina novih. U oba slucaja skupovi

podataka mogu biti razlicite voluminoznosti i sloZenosti.

U jednu od najznacajnijih oblasti hemometrike spadaju i metode multivarijantne
analize. U savremenoj nauci, multivarijantne metode kao $to su klaster analiza (engl. Cluster
analysis, CA) 1 analiza glavnih komponenata (engl. Principal Component Analysis, PCA)
spadaju medu najcesce koris¢ene matematicke metode koje se u prirodnim naukama (hemiji)
primenjuju u cilju kvalifikacije i klasifikacije velikog broja eksperimentalnih podataka
razli¢itog porekla kao i za utvrdivanje njihovog medusobnog odnosa [1-7]. Dodatno su se
pokazale izuzetno pogodnim iz razloga Sto pored uspesSne klasifikacije velikog broja podataka
imaju mogucnost identifikacije i uklanjanje suviSnih podataka koji u sebi ne nose nove

informacije, a opterecuju analizirani sistem.
7.1.  Klaster analiza

Klaster analiza je multivarijantna metoda koja grupiSe analizirane podatke u klase
(klastere) na osnovu njihove slicnosti sa drugima objektima u klasteru uz postovanje unapred
odredenog kriterijuma selekcije [8]. Termin klaster (engl. cluster) predstavlja grupu
»istorodnih stvari” odnosno grupisanje. Klaster analiza se naziva joS§ i Q analiza, tipologija
gradnje, klasifikacijska analiza i numericka taksonomija. Nastali klasteri poseduju visoku

medusobnu internu homogenost (sli¢nost) i visoku medusobnu eksternu razlicitost.

Na osnovu tipa primenjenog algoritama, klaster analiza se deli na hijerarhijsku i
nehijerarhijsku analizu. Hijerarhijska klaster analiza, nove klastere formira u odnosu na vec

postojece, dok se kod nehijerarhijske klaster analize svi klasteri formiraju istovremeno. U
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prirodnim naukama je mnogo viSe zastupljena hijerarhijska klaster analiza, dok se

nehijearhijska viSe primenjuje pri analizi veoma velikog broja podataka (drustvene nauke).

Hijerarhijska klaster analiza se dalje moze podeliti na aglomerativnu i na divizionu.
Aglomerativna hijerarhijska klastera analiza je karakteristicna po povezivanju pojedinacnih
podataka u sve vece klastere, dok diviziona klaster analiza sve podatke koji se nalaze smeSteni
u jedan polazni klaster deli do pojedinacnih podataka. U vecini naucnih istraZivanja, primenu
je naSla aglomerativna hijerarhijska klaster analiza. Ovaj tip klaster analize uporeduje
medusobno analizirane podatke i one koji su najsli¢niji jedan drugom po unapred utvrdenim
kriterijumima stavlja u isti klaster. RazliCite mere slicnosti odnosno razlicitosti se mogu u
okviru klaster analize primeniti za grupisanje podataka. Postoji mnogo metoda izraCunavanja
sli¢nosti (udaljenosti) izmedu dva objekta ili klastera: jednostruko povezivanje, kompletno
povezivanje, prose¢na veza, metoda varijansi (Ward-ova metoda) i centroidna metoda [9].
Odabir pravog nacina odredivanja slicnosti odnosno razli¢itosti izmedu podataka koji
formiraju jedan klaster je veoma vazan, poSto u velikoj meri uti¢e na dobijene rezultate,
odnosno na oblik i formu dobijenih klastera. Kao rezultat hijerarhijske klaster analize nastaje
dendrogram (hijerarhijska struktura nalik drvetu), pri ¢emu je slicnost izmedu analiziranih

podataka definisana vertikalnom skalom dendrograma.

U prirodnim naukama klaster analiza se preteZno primenjuje u cilju smanjenja
voluminoznosti analiziranih podataka (npr. eksperimentalnih rezultata) kao 1 za uspeSnu

klasifikaciju 1 kategorizaciju velikog broja eksperimentanih podataka razli¢itog porekla.

Validacija rezultata klaster analize se radi se primenom uobicajenih metoda validacije

[10,11]

Osnovni nedostatak klaster analize se ogleda u izostanku mogucnosti statistickih
zakljuCaka posto njen rezultat u potpunosti zavisi od odabrane metode koja je primenjena kao

mera sli¢nosti.
7.2.  Analiza glavnih komponenti

Analiza glavnih komponenti (PCA) je multivarijatna metoda koja se pokazala kao
izuzetno korisna tehnika u istraZivanjima koja sadrZe velik broj heterogenih podataka ili
podataka dobijenih na razlicite naCine. Njena osnovna prednost je mogucnost prepoznavanja i

uklanjanja suviSnih podataka (onih koji ne pruzaju nikakvu dodatnu informaciju koja ve¢ nije
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obuhvacena nekim drugim podatkom) i na taj nain postize znatnu redukciju obima

analiziranih podataka i to bez veceg gubitka znaCajnih informacija [4-8].

Cilj PCA je pronalaZenje novih promenljivih, tzv. glavnih komponenti (PC) koje su linearne
kombinacije originalnih promenljivih. U matematickom smislu glavne komponente su

sopstveni vektori kovarijantne matrice (engl. eigenvector).

Svaka glavna komponenta ima odgovarajucu vrednost svojstvenog vektora matrice,
koji izrazava koli¢inu varijanse u skupu podataka objasnjenu tom glavnom komponentom.
Glavne komponente su formirane tako da za razliku od izvornih promenljivih, nisu
medusobno povezane. Takode, pri formiranju glavnih komponenti, prva glavna komponenta
(PC1) nosi u sebi maksimalnu varijansu skupa analiziranih podataka, dok svaka naredna
predstavlja sledecu najvecu rezidualnu varijansu. U toku PCA analize nastaje onoliko glavnih
komponenti koliko je promenljivih bilo u sistemu. Medutim, u slu¢aju postojanja znacajne
korelacije izmedu analiziranih podataka, broj glavnih komponenti koje daju zadovoljavajuci
opis analizirane matrice je mnogo manji od broja originalnih promenljivih. U prakti¢cnom radu
obi¢no je dovoljno zadrzati samo nekoliko glavnih komponenti, €iji zbir obuhvata veliki

procenat ukupne promenljive (obi¢no ~ 90,00 %) [12,13].

U cilju izbegavanja pristrasnosti rezultata, odnosno spreCavanja prejakog uticaja
pojedinih originalnih varijabli na vrednost glavne komponente, pre Analize glavnih
komponenti je neophodno izvrsSiti standardizaciju originalnih promenljivih. U toku procesa
standardizacije, originalne varijable se kodiraju svodenjem na nultu aritmetiCku sredinu i
varijansu jednaku jedinici. Na ovaj naCin sve varijable dobijaju isti znacaj pri daljem
izraCunavanju. U slucaju izostanka standardizacije podataka, varijable sa visokim numerickim

vrednostima bi imale veci uticaj pri izracunavanju glavnih komponenti.
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8. PREGLED HROMATOGRAFSKIH ISTRAZIVANJA

Savremeni pristup u proucavanju bioloski aktivnih jedinjenja kao Sto je ve¢ vise puta
naznaceno obuhvata uspostavljanje zavisnosti izmedu strukture molekula, fizicko- hemijskih
svojstava i ponaSanja koje izu€¢avano jedinjenje moZe ispoljiti u nekom bioloskom medijumu.
Razlog ovakvom pristupu je neosporna ¢injenica da su vrsta i intenzitet aktivnosti mnogih
potencijalno bioaktivnih jedinjenja uslovljeni prirodom supstituenta vezanog za osnovni
molekul, kao i vrstom interakcija koje ispitivano jedinjenje moZe da ostvari u okolnom
medijumu [1]. S obzirom na velika ulaganja vremena 1 finansija, racionalizacija dizajna
bioaktivnih molekula sa unapred definisanim svojstvima (lead molekul) u pocetnoj fazi
istrazivanja moZe biti postignuta prepoznavanjem i odabirom relevantnih parametara
(molekulskih deskriptora) koji daju adekvatan opis molekula u QSAR (QSPR i QSRR)
studijama [2].

Imajuéi u vidu slicnost u medumolekulskim interakcijama koja odreduju ponaSanje
jedinjenja u bioloskoj i hromatografskoj sredini, retenciona svojstva i lipofilnost derivata
fenilacetamida su ispitivani primenom tankoslojne hromatografije na obrnutim fazama.
Odabir ove jednostavne analiticke tehnike u kompleksnim QSAR 1 QSRR istrazivanjima je bio
zasnovan 1 na relativno jevtinom i brzom dobijanju preliminarnih informacija o bioaktivhom

potencijalu novosintetizovanog jedinjenja.
8.1. Hromatografska ispitivanja fenilacetamida

S obzirom da je efikasnost hromatografskog razdvajanja u velikoj meri uslovljena
hemijskom strukturom rastvorka, ali i sastavom odabrane smeSe rastvara¢a, odnosno
razli¢itim interakcijama rastvorka, pokretne i nepokretne faze, serije derivata fenilacetamida

su proucavane u razli¢itim hromatografskim sistemima.
8.1.1. Ispitivana jedinjenja, primenjenjeni modifikatori i nepokretne faze

1. Serija 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida
a) nepokretna faza — komercijalne ploce RPTLC C18/UV254s, (Macherey—Nagel,
Nemacka);
b) zapreminski udeo primenjenog organskog modifikatora (etanol, n-propanol, i-
propanol, dioksan, tetrahidrofuran, acetonitril) u smesi sa vodom su varirani u opsegu

¢ = 0,32-0,56, v/v.
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2. Serija N-supstituisanih-2-fenilacetamida
a) nepokretna faza — komercijalne ploce RPTLC C18/UVjss, (Macherey—Nagel,
Nemacka);
b) zapreminski udeo primenjenog organskog modifikatora (metanol, etanol, dioksan,

acetonitril) , u smesi sa vodom je u variran u opsegu ¢ = 0,30-0,52, v/v.

3. Serija 2-hloro-N-supstituisanih fenilacetamida
a) nepokretne faze — komercijalne ploce RPTLC C18/UV254s, (Macherey—Nagel,
Nemacka);
b) zapreminski udeo primenjenog organskog modifikatora (metanol, etanol, n-propanol,
aceton, tetrahidrofuran, acetonitril) su smesi sa vodom u varirani u opsegu ¢ = 0,32-

0,56, v/v.

4. Serija 2-fenil-N-supstituisanih fenilacetamida
a) nosac nepokretne faze — komercijalne ploce RPTLC C18/UV254s, (Macherey—Nagel,
Nemacka) i komercijalne ploce TLC 60CN F254s (Merck, Darmstadt, Germany).
b) zapreminski udeo primenjenog organskog modifikatora (metanol, etanol, n-propanol,
aceton, tetrahidrofuran, acetonitril) u smesi sa vodom je variran u opsegu ¢ = 0,32-

0,52, v/v.
8.1.2. Hromatografska merenja

Ispitivani derivati fenilacetamida rastvoreni u etanolu (J.T. Backer, Deventer,
Holandija), u koncentraciji 2 mgml™ su nano$eni na nepokretnu fazu. Svaki hromatogram je
razvijan oko 20 minuta, na sobnoj temperaturi (25°C) jednodimenzionalnom uzlaznom
tehnikom, u smesi organskog modifikatora LC stepena cistoe (J.T. Baker, Deventer,
Holandija) 1 filtrirane bi- destilovane vode, bez prethodnog zasi¢enja atmosfere
hromatografske kade parama modifikatora. Posle razvijanja, hromatogrami su suseni na
vazduhu, a identifikacija jedinjenja je izvedena pod UV svetlom talasne duZine A = 254 nm,
pri ¢emu su na fluorescentnoj podlozi uocene tamne mrlje. Za svaki sastav smeSe su razvijena
tri hromatograma i izraCunate su prosecne Ry vrednosti za svako ispitivano jedinjenje

primenom jednacine (4.5), a na osnovu njih Ry vrednosti primenom jednacine (4.6).
8.1.3. In silico izraCunavanja

Primenom online programa VCCLAB 2007 i1 ChemBioDraw 12.0 su izraCunate

vrednosti podeonog koeficijenta, logP, drug-likeness i lead-likeness molekulskih deskriptora
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[3,4]. Vrednosti odabranih farmakokinetickih prediktora i parametara ekotoksi¢nosti su
dobijene primenom VCCLAB 2007, Molinspiration, SimulationPlus i PreADMET online
programa [3,5-7].

8.1.4. Obrada rezultata
Obrada eksperimentalnih rezultata je vrSena racunarskim programom Origin 6.1.
8.2. Hromatografski prediktori lipofilnosti 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida

Moguc¢nost  primene hromatografskih  parametara dobijenih  tankoslojnom
hromatografijom kao merila lipofilnosti je prvo bila ispitivana za derivate 2-cijano-N-
fenilacetamida [8]. Njihova sinteza i karakterizacija su ranije opisane u literaturi [9], a

strukture su date u tabeli 8.2.1.

Tabela 8.2.1 Strukture ispitivanih derivata 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida

R
(0]
N
/ﬂ\/

N

)
derivat R
1 H
2 CH;
3 1
4 Br
5 NO,
6 OH
7 COOH
8 COCH;
9 C,H;

8.2.1. Retenciono ponasanje proucavanih derivata 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida

U prisustvu dva proti¢na (etanol, n-propanol) i dva aproticna (aceton, tetrahidrofuran)
organska modifikatora na nepokretnoj fazi RPTLC C18/UVjs4s je ispitivano retenciono
ponaSanje derivata 2-cijano-N- fenilacetamida, a dobijene Ry vrednosti za odabrane smeSe

vode i organskog modifikatora su prikazane u tabeli 8.2.2.
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Tabela 8.2.2 Ry vrednosti derivata 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida na RPTLC C18

((porganskog modifikatora = 0’44)

Ry
R etanol n-propanol aceton tetrahidrofuran
H 0,60 0,67 0,52 0,39
CH; 0,49 0,65 0,44 0,33
I 0,34 0,56 0,27 0,22
Br 0,37 0,59 0,31 0,24
NO, 0,49 0,64 0,38 0,27
OH 0,80 0,82 0,73 0,48
COOH 0,83 0,84 0,80 0,52
COCH; 0,66 0,78 0,55 0,43
C,H; 0,44 0,64 0,34 0,25

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 8.2.2 je utvrdeno da na retenciono ponasanje
ispitivanih jedinjenja mnogo veci uticaj ima priroda supstituenta —R u poloZaju 4 nego
izabrani organski modifikator. Iako je razlika u retenciji istog jedinjenja u prisustvu razlicitih
organskih modifikatora neznatna, za sva ispitivana jedinjenja, kao Sto je i ocekivano je
primeceno jaCe zadrZzavanje u prisustvu aproti¢nih rastvaraca i to izraZenije u tetrahidrofuranu
u odnosu na polarniji aceton, dok je u slucaju proticnih modifikatora veca retencija

zabeleZena u prisustvu etanola u odnosu na manje polaran n-propanol.

Poredenjem Ry vrednosti ispitivanih 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida u istom
modifikatoru su dobijeni rezultati tipi¢ni za hromatografsko retenciono ponasanje na obrnutim
fazama. Povecanje polarnosti supstituenta —R dovodi do kraceg zadrzavanja proucavanih
jedinjenja na nepokretnoj fazi. Zbog toga Ry vrednosti jedinjenja sa polarnim supstituentima
su vise (-COCH; < —OH < —COOH) u odnosu na nesupstituisani molekul (-H) u svim
primenjenim modifikatorima. Odstupanje je primetno samo u slucaju derivata 5, koji kao
supstituent ima —NO; grupu. lako polarna, —-NO; grupa sa negativnim induktivnim efektom
doprinosi povecanju lipofilnosti (retenciji) jedinjenja 5 u poredenju sa nesupstituisanim
molekulom. Neobi¢no ponaSanje ovog derivata bi moglo biti objaSnjeno postojanjem
mezomerne strukture koja uzrokuje povecanje delimi¢nog naelektrisanja na amidnom atomu
azota [10]. U svim koriS¢enim modifikatorima, najslabija retencija je izmerena za jedinjenje 7
sa —COOH grupom kao supstituentom S$to je posledica njene najvece polarnosti medu
ispitivanim supstituentima, kao i njenog negativnog induktivhog i rezonantnog efekta.
Suprotan trend je primecen u prisustvu nepolarnih supstituenata u molekulu. Povecanje

nepolarnog karaktera alkil supstituenta —R (-CHj3 < —C,Hs) dovodi do veceg zadrZavanja u
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poredenju sa nesupstituisanim molekulom. Takode, prisustvo halogenih supstituenata
povecava lipofilnost molekula i povecava retenciju (—Br < —I). Ovaj fenomen je verovatno
posledica razlika u Londonovim disperzionim interakcijama izmedu atoma halogena i
nepolarne nepokretne faze [11,12]. Najjaca retencija u svim kor§¢enim modifikatorima je

dobijena za jedinjenje 3, sa —I kao supstituentom.

8.2.2. Odredivanje lipofilnosti derivata 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida primenom
RPTLC

Detaljniji uvid u uticaj pokretne faze na hromatografsko zadrzavanje -cijano-
fenilacetamida je dobijen variranjem zapreminskog udela organskog modifikatora, ¢, u
pokretnoj fazi, pri ¢emu su primenom jednacine (4.7) izraCunate vrednosti hromatografske

retencione konstante, RMO 1 hromatografskog parametra, m (tabela 8.2.3 1 tabela 8.2.4).

Tabela 8.2.3 Vrednosti hromatografskih parametara, Ry i m, prou¢avanih derivata 2-cijano-

N-supstituisanih fenilacetamida u proticnim modifikatorima

. etanol n-propanol
derivat o o
M m r Ry m r

1 0,895 -2,466 0,999 0,438 -1,844 0,997
2 1,216 -2,706 0,997 0,732 -2,325 0,986
3 2,097 -4,029 0,996 1,031 -2,607 0,994
4 1,935 -3,825 0,999 0,942 -2,519 0,996
5 1,412 -3,121 0,989 0,654 -2,061 0,993
6 0,378 -2,370 0,993 0,115 -1,821 0,942
7 0,795 -3,365 0,961 -0,211 -1,179 0,997
8 1,104 -3,086 0,985 0,435 -2,253 0,995
9 1,823 -3,767 0,981 1,028 -2,890 0,999

Tabela 8.2.4 Vrednosti hromatografskih parametara, Ry i m, proudavanih derivata 2-cijano-

N-supstituisanih fenilacetamida u aproti¢nim modifikatorima

. aceton tetrahidrofuran
derivat o o
M m r Ry m r

1 0,557 -1,354 0,997 0,815 -1,403 0,994
2 1,079 -2,159 0,986 1,298 -2,258 0,951
3 1,931 -3,343 0,992 2,252 -3,855 0,993
4 1,722 -3,045 0,993 2,086 -3,607 0,996
5 1,162 -2,122 0,996 1,615 -2,672 0,965
6 0,053 -1,107 0,999 0,663 -1,550 0,995
7 -0,172 -0,966 0,980 0,682 -1,462 0,989
8 0,743 -1,907 0,999 1,141 -2,202 0,990
9 1,373 -1,354 0,996 2,413 -4,288 0,994

-73 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

Primenom jednacine (4.7) su dobijene visoke vrednosti koeficijenata korelacije r, ¢ime je
potvrdeno da su uspostavljene linearne zavisnosti validne pri navedenim uslovima za sve
ispitane organske modifikatore. Primetno je da vrednosti Ry ispitivanih derivata cijano-
fenilacetamida rastu sa povec¢anjem njihove lipofilnosti. U svim modifikatorima su najviSe
(apsolutne) vrednosti hromatografske retencione konstante Ry’ dobijene za derivat 3 (-I), a

najnize za derivat 7 (=COOH).

8.2.3. Odredivanje lipofilnosti derivata 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida racunskim

putem

Vrednosti podeonog koeficijenta, logP, kao standardnog merila lipofilnosti su za

derivate 2-cijano-N-fenilacetamida izracunate i primenom relevantnih softvera (tabela 8.2.5).

Tabela 8.2.5 Softverski dobijene logP vrednosti ispitivanih derivata cijano- fenilacetamida

derivat  AClogP AlogP ABlogP MlogP milogP kowwin XlogP;
1 1,60 1,01 0,89 1,02 0,57 1,35 1,58
2 1,92 1,50 1,30 1,33 1,02 1,90 2,14
3 2,53 1,59 2,34 1,89 1,66 2,52 3,15
4 2,30 1,76 1,87 1,74 1,38 2,24 2,73
5 1,47 0,90 1,14 1,02 0,53 1,89 2,10
6 1,30 0,74 0,08 0,48 0,09 0,52 0,95
7 1,12 0,61 0,85 0,73 0,48 1,23 1,75
8 1,52 0,75 0,93 1,00 0,47 1,03 1,68
9 2,28 1,95 1,78 1,62 1,49 2,39 2,62

Podaci prikazani u tabeli 8.2.5 ukazuju da su za isto jedinjenje dobijene razliite vrednosti
podeonog koeficijenta, logP S$to moZe biti objaSnjeno primenom razli¢itth matematickih
pristupa njihovog izraCunavanja. Nezavisno od primenjenog algoritma, kao najlipofilniji se
pokazao derivat sa —I kao supstituentom, a kao najpolarniji sa -COOH grupom, S§to je u

skladu sa dobijenim hromatografskim rezultatima.

8.2.4. Korelacija parametara lipofilnosti 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida dobijenih

eksperimentalnim i raCunskim putem

S obzirom da hromatografska retenciona konstanta, Ry, opisuje ukupni efekat
medumolekulskih interakcija jedinjenja sa nepokretnom i pokretnom fazom, moguénost njene
primene kao alternativnog merila lipofilnosti proucavanih derivata cijano- fenilacetamida je
ispitana njenom korelacijom sa softverski dobijenim podeonim koeficijentom, logP,

primenom metode linearne regresije (tabela 8.2.6).
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Kao S$to je 1 o¢ekivano, u svim koriS¢enim organskim modifikatorima je dobijena linearna
zavisnost izmedu eksperimentalno i racunski dobijenih merila lipofilnosti. Najvise vrednosti
korelacionog faktora uspostavljenih lineranih zavisnosti za sve izracunate logP vrednosti su
dobijene pri korelaciji sa vrednostima hromatografske retencione konstante Ry odredenim u
n-propanolu, a najniZe sa Ry’ vrednostima dobijenim u tetrahidrofuranu kao modifikatoru.
Takode, medu svim izradunatim vrednostima podeonog koeficijenta, najbolje slaganje sa Ry

vrednostima je u proseku dobijeno sa XlogPs, a najslabije za AlogP.

Tabela 8.2.6 Korelacioni matriks dobijenih Ry’ — logP zavisnosti ispitivanih cijano-

fenilacetamida

modifikator AClogP  AlogP  ABlogP MlogP milogP kowwin XlogP;
etanol 0,897 0,820 0,973 0,960 0,928 0,948 0,976
n-propanol® 0,924 0,897 0,969 0,966 0,963 0,984 0,978
aceton” 0,917 0,822 0,947 0,958 0,902 0,927 0,948
tetrahidrofuran® 0,894 0,866 0,899 0,908 0,900 0,911 0,912

# derivat 7 nije ukljuéen u korelaciju

U nastavku prouCavanja, je ispitivan uticaj drugih organskih modifikatora na
hromatografsko ponaSanje cijano- fenilacetamida, ali i mogu¢nost primene hromatografskog
parametra m, kao dodatnog alternativnog merila njihove lipofilnosti [13]. Dobijene vrednosti

hromatografskih parametara Ry’ i m kori§¢enih u ovom delu rada date u tabeli 8.2.7.

Tabela 8.2.7 Hromatografski parametri RMO 1 m, proucavanih cijano- fenilacetamida u

primenjenim organskim modifikatorima

. i-propanol dioksan
derivat o 7
Ry m r Ry m r

H 0,680 -2,202 0,984 0,454 -1,520 0,993
CH; 1,188 -3,122 0,991 0,985 -2,494 0,966
I 1,942 -4,331 0,997 1,631 -3,235 0,992
Br 1,791 -4,159 0,996 1,382 -2,888 0,991
NO, 1,263 -3,243 0,997 0,990 -2,330 0,980
OH 0,128 -1,915 0,982 0,272 -1,920 0,989
COOH 0,769 -3,186 0,984 -0,039  -1,618 0,969
COCH; 0,813 -2,888 0,994 0,739 -2,423 0,990
C,H;s 1,821 -4,332 0,992 1,250 -2,445  -0,991

Podaci predstavljeni u tabeli 8.2.7 pokazuju da vrednosti nagiba, m, prate isti trend promena

kao vrednosti odseCka Ry® za sve ispitivane cijano- fenilacetamide u oba primenjena
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modifikatora. Pretpostavljeno je da oba hromatografska parametra zavise od istih fizicko-
hemijskih parametara Sto je ve¢ utvrdeno u ranijim studijama [14,15]. Potvrda ove
pretpostavke je dobijena njihovom medusobnom korelacijom primenom metode linearne
regresije, a jedna¢ine dobijenih linearnih Ry’ — m zavisnosti u i-propanolu i dioksanu su date

u tabeli 8.2.8.

Tabela 8.2.8 Jednagine Ry’ — m zavisnosti u primenjenim modifikatorima

modifikator jednacina r
i-propanol RM0 =-1,038 - 0,672m 0,961
dioksan Ry =-1,230 - 0,898m 0,921

Visoke vrednosti koeficijenta korelacije r, ukazuju na validnost uspostavljene linearne
Ry’ — m zavisnosti za ispitivane cijano- fenilacetamide, kao i na kongeneri¢nost posmatranih

derivata [16].

Osim uspostavljanja Ry — logP zavisnosti, prouavana je i moguénost primene
hromatografskog parametra m za opisivanje lipofilnosti cijano- fenilacetamida njegovom

korelacijom sa podeonim koeficijentom, logP primenom metode linearne regeresije.

Na slici 8.2.1 i slici 8.2.2 su prikazane uspostavljene zavisnosti izmedu eksperimentalno i

racunski dobijene lipofilnosti za ispitivane derivate u i-propanolu kao modifikatoru.

1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5

Slika 8.2.1 Zavisnost hromatografske konstante Ry dobijene u i-propanolu od XlogP;

-76 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

3.5

Slika 8.2.2 Zavisnost hromatografskog parametra m dobijenog u i-propanolu od XlogP;

Kao §to je i oGekivano, izmedu hromatografskih parametara ispitivanih jedinjenja, Ry’ i m,
odredenih u koriS¢enim modifikatorima i razli¢itih logP vrednosti, su uspostavljene linearne
zavisnosti (slika 8.2.1 i slika 8.2.2), a vrednostima koeficijenta korelacije, r, je potvrdena

njihova validnost (tabela 8.2.9).

Tabela 8.2.9 Korelacioni matriks uspostavljenih Ry’ — logP i m — logP zavisnosti za

ispitivane cijano- fenilacetamide

modifikator AClogP AlogP ABlogP MlogP milogP kowwin XlogP;
Ry (i-propanol) 0,881 0,846 0,975 0,952 0,946 0,976 0,986
m(i-propanol) 0,795 0,771 0,926 0,875 0,904 0,902 0,950
Ry (dioksan) 0,925 0,831 0,882 0,922 0,863 0,866 0,879
m(dioksan) 0,828 0,678 0,804 0,824 0,771 0,720 0,815

Rezultati dati u tabeli 8.2.9 pokazuju da su u proseku u i-propanolu dobijene bolje
zavisnosti nego u dioksanu, kao i da hromatografska retenciona konstanta R, pokazuje bolje

slaganje sa podeonim koeficijentom u odnosu na hromatografski parametar m.
8.3. Hromatografski prediktori lipofilnosti N-supstituisanih-2-fenilacetamida
8.3.1. Retenciono ponaSanje prouc¢avanih derivata N-supstituisanih-2-fenilacetamida

Primena hromatografskih parametara kao alternativnih merila lipofilnosti je ispitana i
za novu seriju fenilacetamida [17] ¢ije su strukture prikazane na slici 8.3.1, a njihova sinteza i

karakterizacija opisane u literaturi [18].
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Slika 8.3.1 Strukture ispitivanih N-supstituisanih-2-fenilacetamida

U tabeli 8.3.1 su date Ry vrednosti ispitivanih fenilacetamida u primenjenim smeSama vode

organskog modifkatora.

-78 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

Tabela 8.3.1 Ry vrednosti derivata N- supstituisanih-2-fenilacetamida na RPTLC C18

((porganskog modifikatora = 0’40)

. Rf
derivat metanol etanol acetonitril dioksan
1. 0,13 0,27 0,29 0,28
2. 0,06 0,10 0,15 0,12
3. 0,12 0,24 0,29 0,30
4. 0,19 0,30 0,30 0,36
5. 0,05 0,11 0,20 0,18
6. 0,29 0,42 0,49 0,42
7. 0,21 0,34 0,31 0,45
8. 0,40 0,65 0,55 0,60
0. 0,65 0,88 0,67 0,86
10. 0,35 0,51 0,51 0,51
11. 0,78 0,91 0,89 0,88

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 8.3.1 je uocljivo da ispitivani derivati
fenilacetamida pri istom procentnom sastavu smeSe primenjenih organskih modifikatora 1
vode pokazuju razli¢ito retenciono ponaSanje Sto je najve¢im delom posledica uticaja dve
vrste interakcija — interakcije amidne grupe sa pokretnom fazom i hidrofobne interakcije

ostatka molekula sa nepolarnom nepokretnom fazom.

Uporedivanjem dobijenih Ry vrednosti istog jedinjenja u primenjenim organskim
modifikatorima, pri njihovom istom udelu u pokretnoj fazi, najjaca retencija je utvrdena u
metanolu. Ova pojava moZe biti objaSnjena Cinjenicom da metanol kao protian i polaran
asosuje sa vodom usled Cega je smanjen njegov efekat kao organskog modifikatora, a samim

tim i eluciona mo¢ pokretne faze, Sto rezultira ja¢im zadrZavanjem testiranih jedinjenja [19].

Kao i kod prethodne serije cijano- fenilacetamida, Ry vrednosti ispitivanih derivata
dobijene u istom organskom modifikatoru ukazuju da je retenciono zadrZzavanje u vec¢oj meri
uslovljeno prirodom supstituenta —R vezanog za azotov atom, nego izabranim organskim

modifikatorom.

Fizicko- hemijsko svojstvo supstituenta —R koje ima najve¢i uticaj na zadrZavanje
proucavanih derivata u analiziranim uslovima jeste njegova polarnost. Naime, jedinjenje 11 u
svim primenjenim modifikatorima pokazuje najkra¢e zadrzavanje, usled prisustva
benzensulfonske kiseline kao supstituenta, Sto ga ¢ini polarnijim u poredenju sa drugim
jedinjenjima. Za razliku od jedinjenja 11, jedinjenje 2 usled prisustva hidrofobnog difenil
supstituenta ima najizraZenije interakcije sa nepokretnom fazom, pa samim tim pokazuje i

najjacu retenciju u svim primenjenim organskim modifikatorima. Derivati 3 i 4 se u svojoj
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strukturi razlikuju po prisustvu metil grupe Sto u skladu sa ocekivanjima, rezultuje jaCom
retencijom jedinjenja 3. Suprotan efekat i slabiju retenciju uzrokuje prisustvo nepolarne —CH,

grupu izmedu piridinskog prstena i molekulskog ostatka (derivat 7 i derivat 4).

Takode, retenciono ponaSanje proucavanih fenilacetamida je uslovljeno i razli¢itim
elektronskim efektima prisutnog supstituenta. Naime, prisustvo elektron- akceptorskog
heterocikli¢nog supstituenta (1, 3, 4, 5, 6, 7, 8 1 10) dovodi do drugacije interakcije jedinjenja
sa pokretnom i nepokretnom fazom od jedinjenja sa aromati¢nim supstituentom (2, 9, 11)

[20].
8.3.2. Odredivanje lipofilnosti derivata N-supstituisanih-2-fenilacetamida primenom RPTLC

Primenom jednacine (4.7) kao rezultat linearne zavisnosti uspostavljene izmedu
izraCunatih R\ vrednosti proucavanih fenilacetamida i zapreminskih udela organskog
modifikatora, ¢, su dobijene vrednosti hromatografskih parametara, Ru" i m (tabela 8.3.2 i

tabela 8.3.3).

Visoke vrednosti koeficijenta korelacije, r, prikazane u tabeli 2 i tabeli 3 potvrduju
validnost linearne zavisnosti Ry — ¢ u izabranim uslovima za sve primenjene organske
modifikatore. Primetno je da vrednosti nagiba, m, prate isti trend promena kao i vrednosti
odsecka, odnosno hromatografske retencione konstante, RMO, u svim primenjenim organskim

modifikatorima za sve proucavane derivate.

Tabela 8.3.2 Vrednosti hromatografskih parametara, RM0 1 m, proucavanih derivata

fenilacetamida u proti¢énim modifikatorima

derivat ; metanol ; etanol
RM m r RM m T

1. 2,243 -3,524 0,971 1,943 -3,690 0,999
2. 2,375 -3,243 0,935 3,122 -5,443 0,988
3. 2,230 -3,241 0,998 2,209 -4,237 0,998
4. 1,806 -2,931 0,997 1,744 -3,515 0,996
5. 2,705 -3,736 0,994 3,166 -5,640 0,994
6. 1,582 -3,041 0,992 1,636 -3,700 0,996
7. 1,709 -3,190 0,997 2,060 -3,434 0,982
8. 0,945 -2,992 0,988 0,810 -2,153 0,995
9. 0,895 -2,928 0,999 -0,039 -2,675 0,980
10. 1,154 -2,211 0,991 0,976 -2,473 0,993
11. 0,782 -3,384 0,998 -0,237 -1,720 0,999
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Tabela 8.3.3 Vrednosti hromatografskih parametara, RM0 1 m, proucavanih derivata

fenilacetamida u aproti¢nim modifikatorima

) acetonitril dioksan
derivat o o
M m r Ry m r

1. 1,724 -3,294 0,997 1,818 -3,725 0,987
2. 2,570 -4,487 0,996 2,167 -3,426 0,986
3. 1,656 -3,114 0,996 1,643 -3,127 0,989
4. 1,531 -3,061 0,998 1,235 2,471 0,995
5. 2,281 -4,096 0,995 2,266 -3,987 0,998
6. 1,558 -3,335 0,994 1,398 -3,195 0,995
7. 1,449 -2,982 0,998 1,746 -4,155 0,997
8. 0,659 -2,416 0,996 0,707 -2,609 0,989
9. 0,494 -2,760 0,988 0,173 -2,445 0,998
10. 0,941 -2,418 0,996 0,476 -1,609 0,997
11. -0.129 -1,914 0,998 0,043 -2,378 0,874

Sli¢an fenomen prethodno je uofen tokom proucavanja cijano- fenilacetamida (tabela
8.2.3 i tabela 8.2.4). Rezultat medusobne korelacijom hromatografskih parametara RMO im,

primenom metode linearne regresije prikazan je u tabeli 8.3.4.

Tabela 8.3.4 Jednadine Ry’ — m zavisnosti u primenjenim modifikatorima

modifikator jednacina r

metanol® Ry'=-1,117-0,978m 0,906
metanol® Ry'=-1,826 - 0,307m 0,907
acetonitril Ry’ =-1,766 — 1,008m 0,945

* jedinjenja sa nepolarnim supstituentom —R (1-7 i 10)
jedinjenja sa polarnim supstituentom —R (8, 91 11)

Dobijene vrednosti korelacionog faktora r, ukazuju na opravdanost pretpostavke da pomenuti
hromatografski parametri zavise od istih fizicko- hemijskih parametara. Takode, rezultati u
tabeli 8.3.4 pokazuju da je pri korelaciji hromatografskih parametara Rv'imu proticnom
metanolu doSlo do razdvajanja derivata na osnovu njihove polarnosti, $to nije uoceno u

aproti¢nom acetonitrilu.

8.3.3. Korelacija parametara lipofilnosti ~N-supstituisanih-2-fenilacetamida dobijenih

eksperimentalnim i raCunskim putem

U tabeli 8.3.5 su prikazane softverski dobijene vrednosti podeonog koeficijenta, logP,

za derivate N-supstituisanih-2-fenilacetamida.
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Tabela 8.3.5 Racunskim putem dobijene logP vrednosti ispitivanih derivata fenilacetamida

derivat  AClog P ABlog P milog P Alog P Mlog P kowwin XlogP
1. 2,42 2,38 2,32 2,44 2,89 2,62 1,92
2. 4,55 4,47 4,67 4,17 4,33 4,01 3,61
3. 2,50 2,37 2,47 2,52 2,69 2,73 2,32
4. 2,27 1,96 2,02 2,04 2,43 2,18 2,20
5. 3,77 3,06 3,48 3,28 3,26 3,73 3,48
6. 1,34 2,26 241 1,73 2,92 1,93 2,00
7. 1,58 1,29 1,33 1,51 1,61 1,53 1,56
8. -0,05 -0,38 0,23 -0,49 0,73 0,12 0,01
9. 1,34 1,85 0,73 2,25 2,35 0,35 2,34
10. 1,67 1,54 1,52 1,39 1,75 1,54 1,31
11. 0,46 0,34 -0,09 1,61 2,01 -0,35 1,81

Uporedivanjem izracunatih podeonih koeficijenata, uocljivo je da su najviSe vrednosti

dobijene za jedinjenje 2, a najniZe u proseku za derivat 8.

Pretpostavka da hromatografska retenciona konstanta Ry’, odrazava lipofilnost ispitivanih
derivata N-supstituisanih-2-fenilacetamida je ispitana njenom Kkorelacijom sa racunski
odredenim podeonim koeficijentom logP, primenom metode linearne regresije. U tabeli 8.3.6

je prikazan korelacioni matriks dobijenih Ruv’ - logP linearnih zavisnosti.

Tabela 8.3.6 Korelacioni matriks dobijenih Rv’ - logP zavisnosti ispitivanih derivata

fenilacetamida

modifikator AClog P ABlog P milog P Alog P Mlog P kowwin XlogP
etanol” 0,988 0,950 0,994 0,982 0,996 0,995 0,972
etanol” 0,874 0,861 0,839 0,858 0,746 0,898 0,900
dioksan® 0,988 0,952 0,989 0,917 0,937 0,972 0,837
dioksan” 0,878 0,825 0,820 0,882 0,735 0,876 0,841

* jedinjenja sa aromati¢nim supstituentom —R
jedinjenja sa heterocikli¢nim supstituentom —R

Rezultati u tabeli 8.3.6 pokazuju da pri korelaciji hromatografske retencione konstante, R, i
podeonog koeficijenta logP, u etanolu i dioksanu dolazi do grupisanja ispitivanih derivata
fenilacetamida na osnovu hemijske prirode supstituenta —R. Naime, jednu grupu ¢ine derivati
fenilacetamida sa aromati¢nim supstituentom (2, 9, 10 i 11), dok drugu grupu Cine derivati sa
heterociklicnim prstenom kao supstituentom (1, 3, 4, 5, 6, 7 1 8). Uporedujuéi vrednosti
korelacionog faktora r, primecena je bolja korelacija kod jedinjenja sa aromati¢nim

supstituentom. Najbolje slaganje sa hromatografskom retencionom konstantom, Ry’

-82 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

dobijenom u oba kori§¢ena modifikatora je pokazao podeoni koeficijent kowwin, a najslabije

MilogP.

Uzimaju¢i u obzir sve c¢eScu primenu hromatografskog parametra m, kao jo§ jednog
alternativnog merila lipofilnosti jedinjenja, metodom linearne regresije je kao i kod prethodne
serije derivata fenilacetamida, izvrSena i njegova korelacija sa racunski odredenim podeonim

koeficijentom logP (tabela 8.3.7) [21].

Tabela 8.3.7 Korelacioni matriks Ry’ — logP i m — logP zavisnosti ispitivanih derivata

fenilacetamida

modifikator AClog P ABlog P milog P Alog P Mlog P kowwin XlogP
Ry (metanol®) 0,875 0,816 0,822 0,891 0,815 0,927 0,892
m (metanolb) - - - - - - -
Ry (acetonitril®) 0,941 0,941 0,957 0,957 0,939 0,964 0,962
m (acetonitril) 0,905 0,906 0,953 0,788 0,843 0,917 0,782

* iz korelacije iskljuceni derivati 91 11
b vrednosti r < 0,600

Rezultati iz tabele 8.3.7 pokazuju da su u acetonitrilu dobijene bolje zavisnosti nego u
metanolu, kao i da sa svim izradunatim logP vrednostima Ry vrednosti daju bolje korelacije.
Pri tom je ponovo najbolje slaganje hromatografske retencione konstante Ry’ odredene u oba

primenjena modifikatora dobijeno sa podeonim koeficijentom kowwin.

Takode, dobijeni rezultati su u saglasnosti sa prethodno ustanovljenim zavisnostima kod
derivata cijano- fenilacetamida (tabela 8.2.9) ¢ime je dodatno potvrdena primena
hromatografskih parametara, Ry’ i m kao alternativnih merila lipofilnosti prou¢avanih

derivata N- supstituisanih 2-fenilacetamida.

8.4. Hromatografski prediktori bioloske aktivnosti 2-hloro-N-supstituisanih-

fenilacetamida

Procena potencijalne bioaktivnosti derivata fenilacetamida je u nastavku istrazivanja,
osim proucavanja njihovog hromatografskog ponasanja i lipofilnosti, obuhvatala i teorijsku
analizu njithove bioraspoloZivosti, kao 1 odabranih (ADME) farmakokinetickih svojstava i
ekotoksi¢nosti [22—-24]. Strukture ispitivanih 2-hloro-N-supstituisanih fenilacetamida su

predstavljene u tabeli 8.4.1. Njihova sinteza i karakterizacija su ranije opisane [25].
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Tabela 8.4.1 Strukture ispitivanih 2-hloro-N-supstituisanih fenilacetamida

Derivat R

H
4CH;
40CH;

4C1 o AN

4Br ‘ L
4F C‘\)k e

41 T

4COCH, H

40H

3CN

4CN
3Br

O 00 9 &N it & W N =

—_
- O

—_
[\

8.4.1. Usaglasenost proucavanih derivata 2-hloro-N-supstituisanih fenilacetamida sa pravilima

dobre bioraspoloZivosti

Imajuci u vidu da je in silico identifikacija jedinjenja dobre bioraspoloZivosti moguca
primenom kvalitativnih teorijskih pravila, na proucavane derivate hloro- fenilacetamida je
primenjeno pravilo Lipinskog, Goseovo i Veberovo pravilo. Vrednosti molekulskih
deskriptora obuhvacenih ovim pravilima su za ispitivane derivate hloro- fenilacetamida

prikazane u tabeli 8.4.2 1 tabeli 8.4.3.

Tabela 8.4.2 Odabrani molekulski deskriptori ispitivanih hloro- fenilacetamida

R MW nON nOHNH natoms TPSA nrotb MR

H 169,611 2 1 19 29,098 2 43,76
4CH; 183,638 2 1 22 29,098 2 49,66
40CH3; 199,637 3 1 23 38,332 3 51,01
4Cl1 204,056 2 1 19 29,098 2 48,37
4Br 248,507 2 1 19 29,098 2 51,46
4F 187,601 2 1 19 29,098 2 44,17
41 295,507 2 1 19 29,098 2 56,26
4COCH; 211,648 3 1 24 46,169 3 55,01
40H 185,610 3 2 20 49,326 2 45,58
3CN 194,621 3 1 20 52,890 2 49,86
4CN 194,621 3 1 20 52,890 2 49,86
3Br 248,507 2 1 19 29,098 2 51,46

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 8.4.2 i tabeli 8.4.3 je uocljivo da svi ispitivani derivati

hloro- fenilacetamida imaju visoku teorijsku predispoziciju za dobru bioraspoloZivost u
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organizmu buduci da su im vrednosti molekulskih deskriptora u granicama definisanim svim

navedenim pravilima.

Tabela 8.4.3 Vrednosti logP ispitivanih hloro- fenilacetamida dobijene racunskim putem

R AClog P AlogP AlogP; MlogP milogP kowwin  log Py  XlogP;
H 1,77 1,70 1,73 1,95 1,72 1,68 1,64 1,63
4CH; 2,08 2,18 1,87 2,25 2,17 2,23 2,31 1,99
40CH; 1,66 1,68 1,69 1,68 1,78 1,76 1,86 1,67
4Cl1 2,38 2,36 2,39 2,52 2,40 2,32 2,59 2,26
4Br 2,47 2,44 2,42 2,66 2,53 2,57 2,79 2,32
4F 1,83 1,90 2,00 2,37 1,88 1,88 1,91 1,73
41 2,70 2,72 2,94 2,81 2,81 2,85 3,21 2,28
4COCH; 1,69 1,43 1,59 1,89 1,62 1,36 1,65 1,86
40H 1,47 1,43 0,97 1,38 1,24 0,85 1,32 1,27
3CN 1,58 1,57 1,53 1,59 1,45 1,78 1,50 1,82
4CN 1,58 1,57 1,54 1,59 1,48 1,78 1,52 1,35
3Br 2,47 2,44 2,42 2,66 2,51 2,57 2,78 2,94

Takode, na osnovu podataka iz tabele 8.4.3 je uocljivo da su nezavisno od matematickog
pristupa izraCunavanja, najvise logP vrednosti dobijene za jedinjenje sa —I kao supstituentom,
a najniZze za jedinjenje sa —OH grupom. Kod jedinjenja sa istim supstituentom u razli¢itim

poloZajima (—Br 1 —CN) nije uocena razlika u vrednostima podeonog koeficijenta.

8.4.2. Eksperimentalno odredivanje lipofilnosti  derivata  2-hloro-N-supstituisanih

fenilacetamida

S obzirom na cinjenicu da lipofilnost predstavlja najeS¢e primenjivan fizicko-
hemijski parametar u proceni postojanja bioloskog potencijala jedinjenja, kao i kod prethodno
proucavanih derivata fenilacetamida za hloro- fenilacetamide ona je ispitivana i
eksperimentalnim putem. Primenom tankoslojne hromatografije na obrnutim fazama su u tri
proticna (metanol, etanol i1 n-propanol) 1 tri aproticna organska modifikatora (aceton,
tetrahidrofuran 1 acetonitril) prvo ispitana retenciona svojstva derivata 2-hloro-N-
fenilacetamida. Vrednosti retencionih parametara za navedeni sadrzaj smeSe vode i

primenjenog organskog modifkatora su date u tabeli 8.4.4.

Kao $to je i ocekivano, zadrzavanje proucCavanih derivata je uslovljeno svojstvima
primenjenog modifikatora, ali u ve€em stepenu i vrstom supstituenta prisutnog u molekulu. 1z
podataka prikazanih u tabeli 8.4.4 se moZe primetiti da je neSto jace zadrZavanje hloro-

fenilacetamida uoceno u slucaju aproti¢nog, ali polarnijeg acetonitrila.
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Tabela 8.4.4 Ry vrednosti ispitivanih hloro- fenilacetamida na RPTLC C18 (Qorganskog modifikatora

= 0,40)

Ry
R n-propanol acetonitril
H 0,576 0,474
4CH; 0,554 0,410
40CH; 0,648 0,487
4Cl1 0,499 0,333
4Br 0,462 0,299
4F 0,573 0,441
41 0,433 0,274
4COCH; 0,669 0,520
40H 0,772 0,389
3CN 0,636 0,499
4CN 0,630 0,480
3Br 0,435 0,296

Uporeduju¢i Ry vrednosti razlicitih derivata u istom modifikatoru je uoceno povecanje
retencije u odnosu na osnovni molekul u prisustvu alkil i halogenih supstituenata. U slu¢aju
halogenih supstituenata je doSlo do povecanja zadrzavanja slede¢im redosledom -F < —Cl < —
Br < -I Sto je ve¢ zabelezeno u literaturi [8]. Ova pojava je pripisana razlikama u
Londonovim disperzionim interakcijama halogena i1 nepokretne faze [26]. Najvece
zadrzavanje u oba koriS¢ena modifikatora je dobijeno za derivat sa —I kao supstituentom.
Shodno tome, ocekivano je da ¢e prisustvo polarnog supstituenta dovesti do smanjenja
retencije. Sa povecanjem polarnosti supstituenta, trebalo bi do¢i do smanjenja retencije
slede¢im redosledom —CN < -OCHj3 < -COCH3 < —OH. Ovakvo ponaSanje je dobijeno u n-
propanolu, ali ne i u acetonitrilu (tabela 8.4.4). Razlog tome je verovatno veca polarnost
acetonitrila zahvaljujuci kojoj on postiZe jaCe polarne interakcije sa derivatom —OH. Znacajne
razlike u retenciji za jedinjenja koja imaju isti supstituent (-CN ili —Br) u razli¢itim

poloZajima (3 1 4) nisu uocene.

Sli¢no retenciono ponasanje proucavanih hloro-fenilacetamida je dobijeno i u ostalim
primenjenim organskim modifikatorima. Porast polarnosti proticnih modifikatora je pracen
porastom retencije (n-propanol < etanol < metanol), dok je kod aproti¢nih primeceno da sa
porastom njihove polarnosti dolazi do smanjenja retencije (acetontril < aceton <

tetrahidrofuran) [22-24].
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Variranjem zapreminskog udela organskog modifikatora, ¢, u pokretnoj fazi,
primenom jednaéine (4.7) su izraGunate vrednosti hromatografske retencione konstante, Ry, i

hromatografskog parametra, m (tabela 8.4.5 i tabela 8.4.6).

Tabela 8.4.5 Vrednosti hromatografskih parametara, RMOi m, proucavanih derivata 2-hloro-N-

supstituisanih fenilacetamida u proti¢énim modifikatorima

metanol etanol n-propanol
R 0 0 0
Ry m r Ry m r Ry m r

H 1,171 -2,309 0,980 1,015 -2,435 0,997 0,762 -1,885 0,985
4CH; 1,542 -2,673 0,996 1,493 -3,122 0,999 1,198 -2,790 0,998
40CH; 1,247 -2,478 0,983 1,103 -2,758 0,999 0,904 -2,620 0,984
4Cl1 1,788 -2,944 0,984 1,751 -3,488 0,999 1,404 -3,424 0,987
4Br 1,951 -3,137 0,993 1,935 -3,818 0,999 1,536 -3,617 0,986
4F 1,354 -2,486 0,991 1,295 -2,803 0,999 1,040 -2,762 0,986
41 2,124 -3,282 0,990 2,033 -3,932 0,994 1,688 -3,880 0,989
4COCH; 1,275 -2,549 0,984 1,147 -2,818 0,991 0,800 -2,627 0,981
40H 1,577 -3,032 0,997 1,456 -3,275 0,989 0,487 -2,266 0,999
3CN 1,362 -2,726 0,996 1,367 -3,183 0,995 0,672 -2,487 0,982
4CN 1,382 -2,749 0,999 1,321 -3,120 0,997 0,656 -2,433 0,980
3Br 1,958 -3,151 0,991 1,951 -3,836 0,993 1,458 -3,359 0,986

Tabela 8.4.6 Vrednosti hromatografskih parametara, RMOi m, proucavanih derivata 2-hloro-N-

supstituisanih fenilacetamida u aproti¢nim modifikatorima

R acetonitril tetrahidrofuran (THF) aceton
RMO m r RM0 m r RMO m r

H 1,004 -2,542 0,991 1,272 -2,153 0,992 1,106 -2,225 0,984
4CH; 1,365 -3,058 0,994 1,715 -2,785 0,999 1,370 -2,583 0,989
40CH; 1,178 -2,926 0,981 1,149 -1,975 0,989 1,130 -2,431 0,983
4C1 1,745 -3,653 0,997 2,032 -3,408 0,994 1,636 -2,945 0,984
4Br 1,921 -3,900 0,996 2,152 -3,595 0,999 1,849 -3,175 0,994
4F 1,343 -3,130 0,992 1,551 -2,515 0,997 1,341 -2,440 0,998
41 1,931 -3,768 0,990 2,269 -3,726 0,990 1,963 -3,375 0,986
4COCH; 1,066 -2,739 0,998 1,075 -1,881 0,996 1,118 -2,396 0,992
40H 1,796 -4,048 0,998 0,785 -1,375 0,998 0,763 -1,865 0,998
3CN 1,389 -3,430 0,988 1,228 -2,079 0,996 1,186 -2,278 0,991
4CN 1,450 -3,490 0,996 1,195 -2,033 0,995 1,074 -2,033 0,976
3Br 1,896 -3,845 0,997 2,155 -3,525 0,999 1,780 -3,105 0,991

Rezultati u tabeli 8.4.5 1 tabeli 8.4.6 pokazuju, da su u svim primenjenim organskim
modifikatorima za sve proucavane derivate hloro- fenilacetamida uspostavljene linearne Ry —

¢ zavisnosti opisane visokim vrednostima korelacionog koeficijenta r. Takode, uo¢eno je da
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kao kod prethodno ispitivanih serija fenilacetamida, vrednosti hromatografskih retencionih
parametara, Ry" i m, proudavanih hloro- fenilacetamida rastu sa poveanjem njihove
hidrofobnosti. U svim modifikatorima su najviSe (apsolutne) vrednosti navedenih
hromatografskih parametara dobijene za derivat 7(-I), a najniZe za derivat 9 (-OH), pri cemu

je kako je ve¢ objasnjeno u acetonitrilu doSlo do odstupanja.

Da oba dobijena hromatografska parametra, Ru” i m, zavise od istih fizigko- hemijskih
parametara, je ponovo potvrdeno njihovom medusobnom korelacijom primenom metode
linearne regresije, pri cemu su dobijene visoke vrednosti korelacionog koeficijenta r (tabela

8.4.7).

Tabela 8.4.7 Jednacine Ry’ — m zavisnosti u primenjenim modifikatorima

modifikator jednacina r
polarni supstituenti RMO =-0,450 - 1,649m 0,993
metanol . . . 0
nepolarni supstituenti Ry =-1,065 -1,053m 0,999
tanol polarni supstituenti RMO =-0,686 — 0,648m 0,996
etano nepolarni supstituenti RMO =-0,581-0,663m 0,999
polarni supstituenti Ry’=-1,826-1,017m 0,962
n-propanol . . . 0
nepolarni supstituenti Ry =-0,146 — 0,465m 0,986
o polarni supstituenti RM0 =-0,432—-0,543m 0,995
acetonitril ) ) . 0
nepolarni supstituenti Ry =-0,813-0,707m 0,993
THF svi derivati Ry’ =-0,081 — 0,629m 0,999
aceton svi derivati RMO =-0,595 -0,760m 0,981

Na osnovu rezultata iz tabele 8.4.7 je uocljivo razdvajanje proucavanih hloro- fenilacetamida
na osnovu polarnosti supstituenata u polarnijim organskim modifikatorima. Ovo razdvajanje
nije primeceno u manje polarnom tetrahidrofuranu i acetonu, verovatno jer su manje osetljivi

za razlikovanje jedinjenja po polarnosti supstituenta.

8.4.3. Zavisnost izmedu eksperimentalno i matematicki odredene lipofilnosti derivata 2-hloro-

N-supstituisanih fenilacetamida

Primena hromatografske retencione konstante, RMO, kao alternativnog merila
lipofilnosti ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida je utvrdena njenom korelacijom sa
matematickim vrednostima logP, primenom linearne regresije (tabela 8.4.8). Derivati sa
supstituentom u poloZaju 3 su izuzeti iz korelacija, jer matematicki postupak izraCunavanja
logP vrednosti ne daje mogucnost registrovanja uticaja razli¢itog poloZaja supstituenta na

lipofilnost jedinjenja.
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Na slici 8.4.1 i slici 8.4.2 su prikazane korelacije izmedu podeonog koeficijenta MlogP i

hromatografske retencione konstante, RMO, odredene u n-propanolu, odnosno u acetonitrilu.

Im
1.6 4
Bra

1.4+ Clm

124 CH;m
=<E F

=
1.0
[
OCH
08 s _~_COCH>
uH
CN
0.6+ OH
0.4 e e e S E a e e e e S
1.4 1.6 1.8 20 22 24 2.6 28 3.0

Mlog P

Slika 8.4.1 Ry’ — MlogP zavisnost dobijena u n-propanolu

B nonpolar substituents

209 A polar substituents Br !

Mlog P

Slika 8.4.2 RMO — MlogP zavisnost dobijena u acetonitrilu

Slika 8.4.1 i slika 8.4.2. ilustruju postojanje linearne zavisnosti izmedu eksperimentalno i
matematicki dobijene lipofilnosti ispitivanih hloro-fenilacetamida. Takode sa slike 8.4.2 je
evidentno da u acetonitrilu dolazi do razdvajanja ispitivanih derivata na osnovu polarnosti

njihovih supstituenata. Ova pojava nije uoc¢ena u n-propanolu (slika 8.4.1) Sto kako je vec

-89 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

reCeno, moZe biti objasnjeno vecom osetljivoS¢u polarnijeg acetonitrila za detektovanje

razlika u polarnosti supstituenata.

U tabeli 8.4.8 je dat korelacioni matriks dobijenih zavisnosti eksperimentalno i racunski

odredene lipofilnosti derivata hloro- fenilacetamida.

Tabela 8.4.8 Korelacioni matriks uspostavljenih Ry’ — logP zavisnosti za ispitivane hloro-

fenilacetamide

modifikator AClogP AlogP AlogP; MlogP milogP kowwin logPchs XlogP;

n-propanol 0,978 0,972 0,959 0,954 0,994 0,943 0,991 0,949
. * 0,999 0,999 0,904 0,962 0,909 - 0,862 0,938

acetonitril

ok 0,950 0,946 0,911 0,969 0,952 0,936 0,949 0,956

*derivati sa polarnim supstituentima
** derivati sa nepolarnim supstituentima

Medu svim izracunatim vrednostima podeonog koeficijenta, AClogP pokazuje najbolju
korelaciju sa hromatografskom retencionom konstantom odredenom u oba koriS¢ena organska
modifikatora, a najslabiju korelaciju u proseku pokazuje podeoni koeficijent kowwin (tabela

8.4.8).

Takode, ispitana je i mogucénost primene hromatografskog parametra m, kao
alternativnog merila lipofilnosti hloro- fenilacetamida njegovom korelacijom sa podeonim
koeficijentom log P, primenom metode linearne regeresije (tabela 8.4.9 za proti¢ne 1 tabela

8.4.10 za aproti¢ne modifikatore) [23].

Tabela 8.4.9 Korelacioni matriks uspostavljenih Ry’ — logP i m — logP zavisnosti za

ispitivane hloro- fenilacetamide u proticnim organskim modifikatorima

T

metanol etanol
logP polarni nepolarni polarni nepolarni
supstituenti supstituenti supstituenti supstituenti
Ry m Ry’ m Ry m Ry’ m
AClogP 0,976 0,971 0,992 0,991 0,964 0,952 0,977 0,978
AlogP* - - 0,990 0,985 0,973 0,950 0,983 0,981

MlogP 0,876 0,860 0,946 0,944 0,858 0,851 0,952 0,946
milogP 0,973 0,985 0,996 0,992 0,978 0,963 0,985 0,985
AlogPs 0,969 0,950 0,937 0,934 0,897 0,856 0,909 0,905
log Pch.s 0,940 0,960 0,994 0,990 0,961 0,950 0,984 0,984
kowwin* 0,764 0,732 0,987 0,983 - - 0,978 0,980
XlogP; 0,844 0,858 0,955 0,958 0,899 0,918 0,969 0,970

* yrednosti r < 0,600
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Tabela 8.4.10 Korelacioni matriks uspostavljenih Ry’ — logP i m — logP zavisnosti za

ispitivane hloro- fenilacetamide u aproticnim organskim modifikatorima

r
THF aceton

svi derivati svi derivati

logP

0 0
RM m RM m

AClogP 0,976 0,980 0,976 0,970
AlogP 0,983 0,981 0,958 0,934
MlogP 0,961 0,956 0,957 0,929
milogP 0,977 0,978 0,982 0,981
AlogPs 0,956 0,958 0,977 0,957
log Pch.s 0,965 0,967 0,976 0,981
kowwin 0,961 0,958 0,954 0,910
XlogP; 0,910 0,919 0,927 0,958

Vrednosti koeficijenta korelacije r, prikazane u tabeli 8.4.9 i tabeli 8.4.10 ukazuju na
mogucnost primene i hromatografskog parametra m, za opisivanje lipofilnosti prou€avanih
derivata hloro- fenilacetamda. U proseku, podjednako dobre zavisnosti su uspostavljene u
svim primenjenim organskim modifikatorima. Kao $to je prethodno uoceno, u polarnim
modifikatorima je ponovo doslo do grupisanja jedinjenja na osnovu polarnosti supstituenta.
Takode, ponovo je primec¢eno da AClogP medu svim izraCunatim vrednostima podeonog
koeficijenta pokazuje najbolje slaganje sa hromatografskim parametrima, a najslabija
korelacija u proseku je dobijena sa podeonim koeficijentom kowwin. Dodatno, nesto bolja
slaganja sa svim izraCunatim vrednostima podeonog koeficijenta je pokazala hromatografska

retenciona konstanta Ry, u poredenju sa hromatografskim parametrom .

8.4.4. Povezanost hromatografskih parametara i farmakokinetickih prediktora derivata 2-

hloro-N-supstituisanih fenilacetamida

Budu¢i da lipofilnost jedinjenja odreduje njegov prolazak kroz ¢elijsku membranu, a
samim tim znacajno definiSe njegova ADMET (apsorpcija, distribucija, metabolizam,
ekskrecija i toksi¢nost) svojstva [27], za derivate hloro- fenilacetamida su softverski odredene

vrednosti odabranih farmakokinetickih parametara (tabela 8.4.11).
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Tabela 8.4.11 IzraCunate vrednosti farmakokinetickih parametara ispitivanih hloro-

fenilacetamida

R (Cﬁfé% f f;; 1); logBBB
H 3,536 45,460 0,20
4CH; 4,243 76,381 0,31
40CH; 3,254 64,104 0,20
4C1 4,857 80,003 0,42
4Br 5,213 84,802 0,47
4F 4,559 63,506 0,24
41 5,579 91,062 0,58
4COCH; 3,679 61,698 0,14
40H 1,956 41,587 0,04
3CN 2,366 62,242 0,03
4CN 3,102 62,473 0,03
3Br 4,546 84,933 0,46

Podaci iz tabele 8.4.11 pokazuju da najlipofilniji derivat (-I) ima najviSu P vrednost i
najveci stepen vezivanja za proteine plazme, dok je najslabija apsorpcija i najveci procenat
slobodnog molekula u krvi dobijena za najpolarniji derivat (-OH). Takode, na osnovu
podataka prikazanih u tabeli 8.4.11 je utvrdeno da sva proucavana jedinjenja mogu proci kroz
krvno- mozdanu barijeru jer ispunjavaju Pravilo broja dva. Medutim, uzimajuéi u obzir
vrednosti logBBB, neuroaktivnim mogu biti smatrani samo derivati sa alkil 1 halogenim
supstituentima (logBBB > 0,3). Povezanost eksperimentalno odredene lipofilnosti i
farmakokinetickih parametara proucavanih hloro- fenilacetamida je ispitana primenom

linearne regresije (tabela 8.4.12, tabela 8.4.13 i tabela 8.4.14).

Tabela 8.4.12 JednaCine linearnih zavisnosti uspostavljenih izmedu hromatografske

retencione konstante Ry’ i prou¢avanih farmakokineti¢kih parametara hloro- fenilacetamida

modifikator jednacina r
P =-0,328 + 0,344R), 0,951
n-propanol PPB =-0,509 + 0,023Ry,’ 0,937
logBBB = 0,512 + 2,093R), 0,976
: P = 2,648 — 0,425R)," 0,963
P =-0,758 + 0,495R)," 0,964
. PPB = 2,888 — 0,026R,,’ 0,862

acetonitril . 0

PPB = -0,002 + 0,021Ry; 0,938
logBBB = 1,784 — 4,844R,, 0,864
: logBBB = 0,652 + 2,431R)," 0,949

E3 . . . . .

derivati sa polarnim supstituentima

Kok . . . . .
derivati sa nepolarnim supstituentima
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Tabela

8.4.13

Korelacioni

matriks

linearnih

zavisnosti

uspostavljenih  izmedu

farmakokinetickih parametara ispitivanih hloro- fenilacetamida i njihovih hromatografskih

parametara, RM0 i m odredenih u proti¢nim modifikatorima

g metanol etanol
farmakokineticki - - - -
parametar pollarm ' nep(?larm. pol'arm . nep(?larm.
supstituenti supstituenti supstituenti supstituenti
RMO m RMO m RMO m RMO m
P 0,940 0,914 0,940 0,938 0,876 0,847 0,946 0,939
PPB 0,932 0,903 0,952 0,945 0,982 0,784 0,971 0,964
logBBB 0,796 0,832 0,992 0,990 0,898 0,931 0,972 0,974
Tabela 8.4.14 Korelacioni matriks linearnih  zavisnosti  uspostavljenih  izmedu

farmakokinetickih parametara ispitivanih hloro- fenilacetamida 1 njihovih hromatografskih

parametara, RM0 i m odredenih u aproti¢nim modifikatorima

T

farmakokinetic¢ki THF aceton
parametar svi derivati svi derivati
RM0 m RM0 m
Pes 0,953 0,949 0,964 0,934
PPB 0,908 0,911 0,929 0,921
logBBB 0,954 0,956 0,966 0,967

Rezultati prikazani u tabeli 8.4.12, tabeli 8.4.13 tabeli 8.4.14 pokazuju da su uspostavljene
zavisnosti linearne, a da hromatografski parametar Ry’ dobijen u svim koriS¢enim
modifikatorima pokazuje neSto bolju korelaciju sa svim farmakokinetickim prediktorima, u

poredenju sa parametrom 1.

8.4.5. Povezanost hromatografskih parametara i parametara ekotoksi¢nosti derivata 2-hloro-

N-supstituisanih fenilacetamida

S obzirom da preliminarna procena biolo§kog potencijala jedinjenja pored poznavanja

njegove lipofilnosti 1 farmakokinetickih svojstava zahteva i predvidanje njegove
ekotoksi¢nosti [28], vrednosti efektivne koncentracije, ECso, mgkg'1 kao merila akutne
toksic¢nosti ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida su softverski izracunate za sledece test

organizme: Alge, Daphnia, Medaka i Minnow (tabela 8.4.15) [29].
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Tabela 8.4.15 Racunske vrednosti ECsg ispitivanih hloro- fenilacetamida za odabrane test

organizme

R Algae Daphnia Medaka Minnow
H 0,119 0,676 0,552 0,267
4CH; 0,075 0,410 0,213 0,143
40CH; 0,103 0,618 0,479 0,279
4Cl1 0,067 0,284 0,113 0,082
4Br 0,061 0,227 0,078 0,066
4F 0,094 0,556 0,378 0,134
41 0,067 0,113 0,029 0,029
4COCH; 0,126 0,698 0,630 0,344
40H 0,101 0,701 0,614 0,262
3CN 0,129 0,492 0,326 0,183
4CN 0,129 0,506 0,342 0,182
3Br 0,061 0,205 0,064 0,066

Na osnovu podataka predstavljenih u tabeli 8.4.15 je uofeno da je derivat sa —I kao

.....

derivati pokazuju najvecu toksi¢nost prema jedinkama vrste Algae.

Primenom linearne regresije je procenjena zavisnost izmedu eksperimentalno utvrdene
lipofilnosti (hromatografski parametri, Ry’ i m odredeni u etanolu i tetrahidrofuranu)
ispitivanih jedinjenja i vrednosti njihovih parametara toksi¢nosti (ECsy) za razliCite test

organizme (tabela 8.4.16).

Tabela 8.4.16 Korelacion matriks linearnih zavisnosti uspostavljenih izmedu vrednosti ECs

ispitivanih hloro- fenilacetamida i njihovih hromatografskih parametara, Ru'im

T

ECs etanol” tetrahidrofuran”
RMO m RMO m
Algae - - 0,934 0,929
Daphnia 0,994 0,982 0,952 0,954
Medaka 0,985 0,967 0,940 0,936
Minnow 0,949 0,901 0,929 0,916

fderivati sa —OH i —COCHj; odstupaju od linearne zavisnosti
derivat sa —OH odstupa od linearne zavisnosti

Vrednosti korelacionog koeficijenta r, date u tabeli 8.4.16 potvrduju validnost uspostavljenih

linearnih zavisnosti.
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Uspostavljene linearne zavisnosti izmedu hromatografskih parametara (Ry i m) ispitivanih
derivata hloro- fenilacetamida i njihovih softverski dobijenih logP vrednosti,
farmakokinetickih prediktora, odnosno parametara ekotoksi¢nosti ukazuju na mogucnost
njihove taCne 1 pouzdane primene kao alternativnih molekulskih deskriptora bioloSke

aktivnosti proucavanih derivata hloro-fenilacetamida.

8.5. Hromatografski prediktori bioloSke aktivnosti 2-fenil-NV-supstituisanih

fenilacetamida

Jo§ jedna serija derivata fenilacetamida je bila podvrgnuta ispitivanjima u cilju
procene njihove potencijalne bioaktivnosti (tabela 8.5.1), pri ¢emu je osim proucavanja
njihovog hromatografskog ponaSanja i lipofilnosti, izvrSena i teorijska analiza njihove
bioraspoloZzivosti, kao 1 odabranth (ADME) farmakokinetickih svojstava 1 ekotoksi¢nosti

[30,31]. Njihova sinteza i karakterizacija su opisane u literaturi [32].

Tabela 8.5.1 Strukture ispitivanih 2-fenil-N-supstituisanih fenilacetamida

Derivat R

1 H

2 CH;

3 C,H;s R o
4 OH | |
5 Cl C
6 Br N/
7 F |

8 CN H

9 COOCH;

10 COCH;

8.5.1 UsaglaSenost proucavanih derivata 2-fenil-N-supstituisanih fenilacetamida sa pravilima

dobre bioraspoloZivosti

Kao i kod prethodno proucavanih derivata hloro- fenilacetamida [22-24] primenom ,,drug-
likeness” pravila je teorijski procenjena bioraspolozivost serije derivata 2-fenil-/V-
supstituisanih fenilacetamida (difenilacetamida) [32,34]. Dodatano je primenjeno i ,,lead-
likeness” pravilo tzv. Pravilo broja tri u cilju identifikacije strukturnog fragmenta koji igra
vaznu ulogu u transformaciji lead molekula u lek. Vrednosti molekulskih deskriptora
obuhvacenih pravilima Lipinskog, Gosea, Vebera i Pravilom broja tri su za ispitivane derivate

difenilacetamida prikazane u tabeli 8.5.2 i tabeli 8.5.3.
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Tabela 8.5.2 Relevantni molekulski deskriptori ispitivanih difenilacetamida

R MW nON nOHNH natoms TPSA nrotb MR

H 211,264 2 1 29 29,098 3 62,88
CH; 225,291 2 1 32 29,098 3 68,78
C,H; 239,318 2 1 35 29,098 4 73,38
OH 227,263 3 2 30 49,326 3 64,69
Cl 245,709 2 1 29 29,098 3 67,49
Br 290,160 2 1 29 29,098 3 70,57
F 229,254 2 1 29 29,098 3 63,29
CN 236,274 3 1 30 52,890 3 68,98
COOCH; 269,300 4 1 35 55,403 5 75,13
COCH; 253,301 3 1 34 46,169 4 74,13

Tabela 8.5.3 Vrednosti logP ispitivanih difenilacetamida dobijene racunskim putem

R AClog P Alog P Mlog P milogP kowwin Clog P Xlog P5
H 2,86 2,65 3,11 2,92 2,81 2,70 3,07
CH; 3,18 3,14 3,36 3,37 3,35 3,20 3,43
C,Hs 3,54 3,59 3,61 3,84 3,85 3,73 3,86
OH 2,57 2,38 2,54 2,44 1,98 2,03 2,71
Cl 3,48 3,31 3,63 3,60 3,45 3,67 3,69
Br 3,56 3,40 3,76 3,73 3,70 3,82 3,76
F 2,92 2,86 3,51 3,08 3,01 3,10 3,17
CN 2,68 2,53 2,72 2,68 2,90 2,73 2,78
COOCH; 2,84 2,51 2,97 3,09 3,04 3,14 2,92
COCH; 2,79 2,39 2,97 2,82 2,49 2,61 2,75

Podaci prikazani u tabeli 8.5.2 i tabeli 8.5.3 pokazuju da svi ispitivani derivati
difenilacetamida teorijski ispunjavaju uslov dobre bioraspoloZivosti u organizmu, a time i
predispoziciju za ispoljavanje bioloske aktivnosti. Takode, prema Pravilu broja tri, svi
testirani difenilacetamidi osim dva derivata (—C,Hs i -COOCH;3 kao supstituent), mogu biti

smatrani dobrim lead jedinjenjima.

Takode, na osnovu podataka iz tabele 8.5.3 je primeéeno da su najviSe logP vrednosti u
proseku dobijene za derivate sa —Br 1 —C,Hs kao najmanje polarnim supstituentima, a najnize

vrednosti podeonog koeficijenta za jedinjenje sa najpolarnijom —OH grupom.

8.5.2. Eksperimentalno  odredivanje lipofilnosti  derivata  2-fenil-N-supstituisanih

fenilacetamida

Lipofilnost derivata difenilacetamida je kao i u prethodnim radovima [21-24]

proucavana primenom tankoslojne hromatografije na obrnutim fazama u razli¢itim organskim
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modifikatorima, ali 1 na razliitim nepokretnim fazama [30]. Na osnovu izraunatih Ry
vrednosti su odredene Ry vrednosti proucavanih difenilacetamida, a primenom jednacine
(4.7) uspostavljena linearna zavisnost izmedu njih i zapreminskih udela organskog

modifikatora, ¢ (tabela 8.5.4 i tabela 8.5.5).

Tabela 8.5.4 Parametri hromatografskih jednagina Ry’, m i r dobijeni za ispitivane

difenilacetamide u primenjenim modifikatorima na obrnutoj C-18 fazi

modifikator
R metanol aceton
RMO m r RMO m r

H 2,001 -3,328 0,989 1,585 -2,845 0,993
CH; 2,243 -3,520 0,994 2,047 -3,575 0,971
C,H; 2,578 -3,878 0,999 2,187 -3,605 0,997
OH 1,582 -3,352 0,991 0,849 -1,962 0,992
Cl 2,535 -3,772 0,992 2,087 -3,360 0,991
Br 2,678 -3,865 0,961 2,204 -3,502 0,995
F 2,037 -3,325 0,998 1,597 -2,752 0,993
CN 2,258 -3,762 1,000 1,541 -2,632 0,999
COOCH; 2,505 -3,950 0,999 1,746 -3,025 0,996
COCH; 2,349 -3,900 0,995 1,405 -2,625 0,998

Tabela 8.5.5 Parametri hromatografskih jednagina Ry’, m i r dobijeni za ispitivane

difenilacetamide u primenjenim modifikatorima na obrnutoj CN fazi

modifikator
R metanol aceton
RMO m r RM0 m r

H 2,581 -4,036 0,989 1,858 -3,063 0,957
CH; 3,393 -5,698 0,990 2,250 -3,625 0,925
C,H; 3,776 -6,289 0,998 2,409 -3,727 0,983
OH 2,304 -3,801 0,987 0,958 -1,855 0,961
Cl 3,279 -4,907 0,977 2,424 -3,728 0,980
Br 3,401 -5,117 0,948 2,506 -3,766 0,958
F 2,543 -3,921 0,994 1,831 -2,847 0,978
CN 2,396 -3,468 0,982 1,798 2,774 0,969
COOCH; 2,957 -4,479 0,973 1,832 -2,881 0,974
COCH; 2,412 -3,525 0,996 1,475 -2,449 0,967

Kao Sto pokazuju rezultati (tabela 8.5.4 1 tabela 8.5.5) dobijene su razliCite vrednosti
hromatografskih parametara u funkciji primenjene nepokretne faze, koriS¢enog modifikatora i

prirode supstituenta prisutnog u molekulu difenilacetamida.
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U obe nepokretne faze niZze vrednosti hromatografskih parametara su odredene u aproticnom
acetonu, a uporedivanjem Ry’ i m vrednosti dobijenih u oba organska modifikatora na
razli¢itim nepokretnim fazama utvrdeno je da su dobijene nize na C-18 fazi nego na CN fazi.

Dobijene vrednosti su u skladu sa oCekivanjima, jer je CN stacionarna faza polarnija od C-18.

Efekat prirode supstituenta je takode u skladu sa ocekivanjima, pa su najniZe Ry vrednosti
zabeleZene u svim sistemima za derivat sa —OH grupom kao najpolarnijim supstituentom, dok

su u vecini slucajeva najvise Ry’ vrednosti dobijene za derivat sa —Br kao supstituentom.

Kao §to je ve¢ ranije receno, hromatografska retenciona konstanta, Ry, ima primenu kao
mera lipofilnosti jedinjenja, a vrednost hromatografskog parametra m je u velikoj meri
uslovljena svojstvima rastvorene supstance i njenom hemijskom strukturom i u novijoj
literaturi se sve ¢eSce koristi kao alternativno merilo lipofilnosti. Ova pretpostavka je ispitana
korelacijom dobijenih Ry vrednosti sa m vrednostima primenom metode linearne regresije

(tabela 8.5.6).

Tabela 8.5.6 Jednaline RMO — m zavisnosti ispitivanih difenilacetamida u koris¢enim

modifikatorima i nepokretnim fazama

nepokretna faza modifikator jednacina r

.18 metanol * Ry’ =-1,708-1,121m 0,991
aceton Ry’ = -0,634-0,789m 0,984

oN metanol Ry = 0,494-0,533m 0,970
aceton Ry = -0,363-0,748m 0,992

" derivati sa polarnim supstituentima nisu ukljuceni u korelaciju (-OH, —-CN, ~COCH; i -COOCHS;)

Rezultati prikazani u tabeli 8.5.6 pokazuju da je bolja zavisnost hromatografskih parametara
dobijena u aproticnom acetonu. Dobijene linearne zavisnosti ukazuju na mogucnost
koriS¢enja hromatografskog parametra m kao alternativnog merila lipofilnosti odredenog u

obe nepokretne faze ispitivanih difenilacetamida.

8.5.3. Zavisnost izmedu eksperimentalno i matematicki odredene lipofilnosti derivata 2-fenil-

N-supstituisanih fenilacetamida

Kao i do sad, moguc¢nost opisivanja lipofilnosti ispitivanih derivata difenilacetamida
hromatografskim parametrima Ry’ i m je proverena njihovom korelacijom sa radunski

dobijenim vrednostima logP, primenom linearne regresije (Tabela 8.5.7).

-08 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

Dobijene linearne zavisnosti ukazuju na adekvatnu primenu hromatografskih parametara Ry’
i m odredenih u oba organska modifikatora na obema primenjenim nepokretenim fazama kao

alternativnih merila lipofilnosti ispitivanih difenilacetamida (tabela 8.5.7).

Tabela 8.5.7 Korelacioni matriks uspostavljenih Ry’ — logP i m — logP linearnih zavisnosti

CN C-18
log P metanol aceton metanol* aceton**

0 0 0 0
RM m RM m RM m RM m

AClogPs 0918 0,836 0,909 0917 0,994 0,994 0,943 0,895
AlogP 0,913 0,874 0,890 0,903 0,936 0,956 0,935 0,892
MlogP 0,778 0,694 0,877 0,870 0,836 0,793 0,794 0,742
milogP 0,947 0,869 0931 0,934 0,967 0,980 0,958 0,926
kowwin 0,902 0,812 0,975 0,959 0,937 0,954 0,966 00911
XlogP; 0918 0,867 0901 0916 0974 0,988 0,942 0,901

" derivati sa polarnim supstituentima nisu ukljuceni u korelaciju (-OH, —CN, ~COCH; i -COOCHS)
** derivat sa —OH nje ukljucen u korelaciju

8.5.4. Povezanost hromatografskih  parametara derivata  2-fenil-N-supstituisanih

fenilacetamida sa farmakokinetickim prediktorima i parametrima ekotoksi¢nosti

U nastavku israZivanja je izvrSena procena farmakokinetickih svojstava i eventualno
toksicnih efekata derivata difenilacetamida na ekosistem. Dobijene vrednosti njihovih
izabranih farmakokineti¢kih parametara 1 vrednosti efektivne koncentracije akutne

toksi¢nosti, ECsy, za izabrane test organizme su prikazane u tabeli 8.5.8 i tabeli 8.5.9.

Tabela 8.5.8 Odabrani farmakokineticki prediktori ispitivanih difenilacetamida

R Pegr RPB  logBBB  Unbnd vd

H 5,76 0,999 0,194 18,09 1,116
CH; 6,52 0,844 0,089 16,33 1,029
C,Hs 7,39 0,813 0,180 14,07 1,186
OH 3,23 0,960 0,148 18,23 0,946
Cl 747 0,834 0,333 13,30 1,125
Br 7,94 0,893 0,267 14,54 1,162
F 7,06 0,958 0,180 18,44 1,113
CN 4,67 0,721 -0,222 13,64 0,883
COOCH; 857 0,785 0,379 14,10 0,820
COCH; 5,36 0,855 0,379 15,46 1,088

Podaci prikazani u tabeli 8.5.8 ukazuju da najbolju predispoziciju za dobru apsorpciju u telu
(Per) ima derivat sa supstituentom —COOCHj3, a najslabiju derivat sa najpolarnijom —OH

grupom. Na osnovu RPB vrednosti, ispitivani molekuli se mogu smatrati nehematotoksi¢nim
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(RPB > 1). Takode, vrednosti prediktora Unbnd ukazuju da se testirani derivati u vecem
stepenu vezuju za proteine plazme (13,30 % - 18,44 %), a zbog prisustva dve nepolarne fenil
grupe imaju i visoke vrednosti Vd ( > 0,82 lkg™). Vrednosti logBBB pokazuju da derivati sa

supstituentima —Cl, -COOCHj3; 1 -COCH3; mogu imati efekat u centralnom nervnom sistemu.

Tabela 8.5.9 Racunske vrednosti ECsy ispitivanih difenilacetamida za odabrane test

organizme

R Algae Daphnia Medaka Minnow
H 0,100 0,184 0,048 0,046
CH; 0,058 0,109 0,018 0,024
C,Hs 0,039 0,058 0,005 0,012
OH 0,078 0,197 0,057 0,047
Cl 0,045 0,075 0,009 0,014
Br 0,038 0,059 0,006 0,011
F 0,078 0,149 0,032 0,022
CN 0,084 0,143 0,032 0,034
COOCH; 0,071 0,161 0,040 0,046
COCH; 0,078 0,189 0,054 0,060

Iz tabele 8.5.9 je uocljvo da u proseku najvecu toksi¢nost za sve primenjene test organizme
imaju derivati sa supstituentom —C,Hs 1 —Br, dok su sva ispitivana jedinjenja najotrovnija za

jedinke vrste Medaka.

Primena hromatografskh parametara Ry’ i m u proceni farmakokineti¢kih svojstava i
potencijalne toksi¢nosti ispitivanih derivate difenilacetamida je analizirana korelacijom
njihovih vrednosti sa vrednostima pomenutih farmakokinetickih prediktora i1 parametara
ekotoksi¢nosti primenom metode linearne regresije. Pri tom nisu dobijene zadovoljavajuce

vrednosti koeficijenta korelacije (r < 0,600).

Pri novom pokuS$aju uspostavljanja zavisnosti izmedu hromatografskih parametara derivata
difenilacetamida i njihove lipofilnosti, farmakokinetiCkih svojstava odnosno ekotoksicnosti,
pored parametara Ry i m je izratunat i parametar C, primenom jednacine (4.8). Vrednosti
hromatografskih parametara odredenih u dva proti¢na i dva aproticna organska modifikatora

na C-18 nepokretnoj fazi su date u tabeli 8.5.10 i tabeli 8.5.11 [31].

Uporedivanjem podataka iz tabele 8.5.10 je primeceno da se Ry” vrednosti povecavaju sa
porastom polarnosti proticnog modifikatora i smanjuju s njegovom sposobnos¢u da formira

disperzione interakcije [34].
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Tabela 8.5.10 Hromatografski parametri ispitivanih difenilacetamida u primenjenim proticnim

modifikatorima
etanol n-propanol
R 0 0
Ry m r Co Ry m r Co

H 1,880 -3,856 0,998 0,488 1,315 -3,215 0,996 0,409
CH; 2,233 -4,225 0,997 0,528 1,515 -3,402 0,997 0,445
C,H; 2,670 -4,810 0,999 0,555 1,768 -3,751 0,993 0,471
OH 1,478 -3,390 0,997 0,436 1,029 -2,868 0,996 0,359
Cl 2,536 -4,652 0,995 0,545 1,686 -3,650 0,998 0,462
Br 2,600 -4,740 0,997 0,549 1,798 -3,790 0,998 0,474
F 2,148 -4,120 0,998 0,521 1,405 -3,318 0,999 0,423
CN 1,615 -3,575 0,996 0,452 1,120 -2,978 0,996 0,376
COOCH; 1,763 -3,763 0,997 0,468 1,265 -3,119 0,997 0,406
COCH; 1,726 -3,728 0,995 0,463 1,222 -3,057 0,996 0,400

Tabela 8.5.11 Hromatografski parametri ispitivanih difenilacetamida u primenjenim

aproti¢nim modifikatorima

tetrahidrofuran acetonitril

K Ry’ m r Co Ry’ m r Co

H 2,200 -4,014 0,999 0,548 1,760 -3,631 0,998 0,485
CH; 2,436 -4,363 0,993 0,558 2,223 -4,275 0,997 0,520
C,H; 2,870 -4,898 0,997 0,586 2,428 -4,432 0,998 0,548
OH 1,731 -3,380 0,998 0,512 1,252 -3,198 0,999 0,391
Cl 2,656 -4,619 0,998 0,575 2,350 -4,378 0,999 0,537
Br 2,814 -4,808 0,998 0,585 2,460 -4,482 0,996 0,549
F 2,305 -4,168 0,999 0,553 1,826 -3,718 0,999 0,491
CN 1,980 -3,685 0,997 0,537 1,519 -3,460 0,996 0,439
COOCH; 2,185 -4,009 0,997 0,545 1,695 -3,568 0,999 0,475
COCH; 2,109 -3,891 0,995 0,542 1,612 -3,527 0,998 0,457

Nasuprot tome, podaci iz tabele 8.5.11 pokazuju da se vrednosti Ry smanjuju sa pove¢anjem
polarnosti aprotiénog modifikatora, a povecavaju sa poveCanjem sposobnosti stvaranja

disperzionih interakcija.

Na zadrzavanje jedinjenja u vecoj meri utie priroda supstituenta. Kao Sto je ve¢ zabelezeno
[30], u svim primenjenim sistemima, prisustvo nepolarnih alkil i halogenih supstituenata
rezultira ja¢im zadrZavanjem u poredenju sa nesupstituisanim molekulom (jedinjenja sa
—C,H;s i —Br imaju u proseku najviSe Ry vrednosti), dok polarni supstituent dovodi do slabije

retencije (derivat sa —OH grupom pokazuje najnize Ry vrednosti).
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Za derivate difenilacetamida je pored prethodno ispitivanih hromatografskih
parametara Ry i m, ispitana i mogucnost primene parametra Cy kao alternativnog merila
lipofilnosti njihovom korelacijom sa podeonim koeficijentom primenom metodom linearne

regeresije (tabela 8.5.12)

Tabela 8.5.12 Korelacioni matriks uspostavljenih linearnih zavisnosti izmedu parametara

hromatografske lipofilnosti (RMO, m, Cp) 1 izraCunatih logP vrednosti

etanol AClogP AlogP MlogP milogP kowwin XlogP; logPy ClogP
Ry’ r 0980 0,978 0,964 0,972 0,909 0,987 0,909 0,931
m r 0988 0,974 0,955 0,978 0,913 0,985 0,900 0,940
Co r 0945 0,960 0,979 0,949 0,897 0,968 0,897 0,909
n-propanol

Ry’ r 0991 0,966 0,957 0,984 0,919 0,983 0,898 0,944
m r 0988 0,969 0,956 0,977 0,915 0,986 0,908 0,939
Co r 0977 0,944 0,964 0,985 0,922 0,965 0,865 0,947
THF

Ry’ r 0980 0,952 0,945 0,991 0,946 0,967 0,885 0,961
m r 0978 0,950 0,949 0,993 0,945 0,966 0,880 0,960
Co r 0963 0,927 0,940 0,975 0,954 0,942 0,870 0,966
acetonitril

Ry’ r 0983 0,961 0,936 0,982 0,938 0,975 0,903 0,944
m r 0982 0,966 0,911 0,969 0,921 0,973 0,908 0,924
Co r 0945 0,913 0,954 0,971 0,946 0,936 0,857 0,953

Validnost dobijenih linearnih zavisnosti je ponovo potvrdena visokim vrednostima
koeficijenta korelacije r (priblizno r > 0,900), predstavljenim u tabeli 8.5.12, §to ukazuje da
hromatografski parametri (Ry'’, m i Co) odredeni u svim primenjenim modifikatorima mogu

biti koriS¢eni kao pouzdana merila lipofilnosti ispitivanih derivata difenilacetamida.

Kao dopuna prethodnom istrazivanju difenilacetamida [30] je izvrSena detaljnija procena
dodatnih farmakokinetickih svojstava iskazanih racunski dobijenim vrednostima navedenim u

tabeli 8.5.13.

Na osnovu HIA vrednosti (tabela 8.5.13) je uoceno da svi ispitivani derivati pokazuju dobru
apsorpciju (HIA > 80%). Kako je i oCekivano, najbolju apsorpciju medu testiranim derivatima
pokazuju najlipofilniji derivati (—C,Hs i —Br kao supstituent), a najslabiju derivati sa —OH
grupom kao supstituentom. Prema vrednostima parametra distribucije kroz krvno-moZzdanu
barijeru, (BBB > 2), prolazak u CNS 1 neuroaktivnost mogu da ispolje derivati sa alkil 1

halogenim supstituentom.
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Tabela 8.5.13 Racunski dobijene vrednosti vaznih farmakokinetickih parametara ispitivanih

derivata difenilacetamida

R HIA PPB BBB longlp Cac012 pCornf:a MDCIK h?g:é
(%) (%) (%) (cmh™)  (nms™) (nms”)  (nms”)

(pICsp)
H 97,42 85,82 1,41 -2,41 31,57 311,88 338,60 4,93
CH; 97,48 91,19 2,02 -2,28 32,71 319,61 328,61 4,87
C,H; 97,54 95,64 3,41 -2,14 36,08 326,63 335,67 5,06
OH 92,17 67,06 1,60 -3,23 21,44 161,93 210,42 4,83
Cl 97,75 87,73 2,34 -2,53 45,20 328,64 373,35 5,33
Br 97,90 90,84 2,58 -2,39 46,20 341,42 339,03 5,30
F 97,42 78,16 1,31 -2,80 43,50 309,99 375,39 5,22
CN 95,35 94,78 0,05 -2,62 21,68 243,95 301,76 4,98
COOCH; 95,47 88,58 0,06 -2,86 21,84 125,09 240,73 4,75
COCH; 95,36 85,06 0,10 2,75 25,42 194,22 237,32 491

Za derivate sa —CN, —COOCH; i COCH; grupom kao supstituentom, prolaz u CNS je
blokiran (BBB < 0,1). U skladu sa ocekivanjima, najbolju transdermalnu permeabilnost bi
imao derivat sa —C,Hs kao supstituentom, a najslabiju derivat sa —OH grupom. Takode,
primeceno je da derivati sa —OH i —COOCH; kao supstituentom mogu pokazivati najvecu
permeabilnost kroz roZnjacu. Ovo je u skladu sa studijama koje pokazuju da jedinjenja sa
logP izmedu 2,5-2,9 imaju optimalnu propusnost roZnjace. Uzimajuéi u obzir vrednosti
MDCK, primeceno je da svi ispitivani derivati imaju srednju propustljivost (25-500 nms™).
Dobijena je veca propusnost za derivate sa nepolarnim alkil i halogena supstituentima. Na
osnovu vrednosti Caco-2 ocigledno je da ispitivani derivati pokazuju srednju propustljivost
(4-70 nms™). Pri tom, medu ispitivanim derivatima, oni sa halogenim supstituentom pokazuju
najvecu Caco-2 propustljivost. Derivat sa grupom —C,Hs ima najve¢i afinitet vezivanja za
proteine plazme, dok je za ciljno mesto dostupna najveca koli¢ina slobodnog derivata sa —-OH
grupom. S obzirom da je hERG IC50 < 10 pmoll™, derivati sa —C,Hs i halogeni supstituenti

mogu biti smatrani blokatorima hERG kanala.

Uskladenost hromatografskih parametara odredenih tankoslojnom hromatografijom na
obrnutim fazama i izabranih farmakokinetic¢kih prediktora je proverena linearnom regresijom.

Dobijeni rezultati su predstavljeni u tabeli 8.5.14.

Vrednosti korelacionog koeficijenta r, prikazane u tabeli 8.5.14 potvrduju validnost

uspostavljenih linearnih zavisnosti u datim uslovima eksperimentalnog rada.

-103 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

Tabela 8.5.14 Korelacioni matriks uspostavljenih linearnih zavisnosti hromatografskih

parametara i farmakokinetickih prediktora ispitivanih difenilacetamida

etanol * HIA BBB Caco-2
Ry’ r 0847 0,957 0,839
m r 0816 0,946 0,819
Co r 0907 0,955 0,872
n-propanol *

R’ r 0,825 0,943 0,811
m r 0,837 0,948 0,825
Co r 0,827 0,933 0,799
THEF *

Ry r 0835 0,941 0,757
m r 0,842 0,943 0,758
Co r 0,866 0,934 0,768
acetonitril *

Ry’ r 0841 0,941 0,757
m r 0,801 0,924 0,732
Co r 0916 0,949 -

* derivat sa —OH nije ukljucen u korelaciju

Uodljivo je da medu hromatografskim parametrima, Ry’ pokazuje najbolje slaganje sa
farmakokinetickim prediktorima, a takode je primeceno da svi hromatografski parametri
odredeni u ovim uslovima eksperimentalnog rada ne mogu biti primenjeni za procenu
transdermalne permeabilnosti 1 propustljivosti kroz roZznjacu, kao ni za procenu

kardiotoksi¢nosti ispitivanih derivata ( r < 0,500).

Takode, za ispitivane difenilacetamide je u navedenim organskim modifikatorima analizirano
postojanje zavisnosti izmedu hromatografskih parametara (R, m i Cp) i parametara

ekotoksicnosti. Rezultati dobijeni primenom metodom linearne regresije su dati u tabeli

8.5.15.

Prikazane vrednosti korelacionog faktora r (tabela 8.5.15) ukazuju da su svi uspostavljeni

matematic¢ki modeli zadovoljavajudi.

Na osnovu svega navedenog moZze biti zaklju¢eno da hromatografski parametri Ry, m i Cp)
ispitivanih derivata difenilacetamida, dobijeni u primenjenim modifikatorima mogu sluZiti za

procenu njihove lipofilnosti, ADME svojstava i ekotoksi¢nosti.
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Tabela 8.5.15 Korelacioni matriks uspostavljenih linearnih zavisnosti hromatografskih

parametara i parametara ekotoksicnosti ispitivanih difenilacetamida

etanol * Algae Daphnia ~ Medaka Minnow
Ry’ r 0,973 0,968 0,965 0,954
m r 0,962 0,974 0,960 0,931
Co r 0,981 0,928 0,950 0,978
n-propanol *

Ry’ r 0,966 0,981 0,965 0,924
m r 0,946 0,969 0,953 0,927
Co r 0,988 0,989 0,980 0,929
THF *

Ry’ r 0,945 0,978 0,953 0,898
m r 0,955 0,983 0,962 0,908
Co r 0,922 0,965 0,934 0,885
acetonitril *

Ry’ r 0974 0,981 0,975 0,908
m r 0,968 0,973 0,968 0,890
Co r 0,972 0,976 0,975 0,934

* derivati sa —OH i —CN nisu ukljuceni u korelaciju
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9. PREGLED ISTRAZIVANJA BAZIRANIH NA PRIMENI
MULTIVARIJACIONIH METODA ANALIZE U PROUCAVANJU
PARAMETARA BIOLOSKE AKTIVNOSTI ISPITIVANIH
DERIVATA FENILACETAMIDA

Poslednjih godina, pored naj¢es¢e primenjivane klasi¢ne linearne regresione analize, u
uspostavljanju navedenih zavisnosti su sve prisutnije multivariacione metode analize. Razlog
njihove popularnosti u QSAR (QSPR i1 QSRR) studijama je pruZanje mogucnosti za
klasifikaciju velikog broja podataka razli¢itog porekla, kao i identifikaciju i eliminaciju

suvisSnih podataka bez gubitaka relevantnih informacija [1-7].

U naSim radovima, pri analizi podataka ispitivanih derivata fenilacetamida su
uglavnom primenjivane dve hemometrijske metode: klaster analiza, CA i analiza glavnih
komponenti, PCA. Primena navedenih metoda se inace u literaturi pokazala kao nezaobilazna

1 svrsishodna prilikom reSavanja postavljenih QSAR zadataka [8—11].

U cilju definisanja kvalitativne/ kvantitativne zavisnosti izmedu hemijske strukture,
lipofilnosti, hromatografskih parametara, farmakokinetickih parametra, kao i parametara
toksiCnosti ispitivanih derivata fenilacetamida, obe multivarijacione metode su radene na
matrici u kojoj su razliCiti eksperimentalno 1 matematicki dobijeni podaci predstavljali
promenljive (kolone), a ispitivani derivata fenilacetamida su svrstani u redove. Pre primene
odabrane multivarijacione analize, podaci matrice su standardizovani kako bi bio osiguran
jednak uticaj svih analiziranih parametara. U svim proracunima pri klaster analizi kao mera
razliCitosti je primenjena Euklidska udaljenost, dok su klasteri formirani primenom Wardove
metode. Multivarijantna analiza je izvedena primenom softvera Statistica v.13.5.017 (StatSoft

Inc., Tulsa, OK, USA).

9.1. Korelacija hromatografskih retencionih konstanti i rac¢unski odredenih logP

vrednosti primenom multivarijacionih metoda analize

U pocetnim radovima proucavanja su bila usmerena na ispitivanje mogucnosti
primene hromatografske retencione konstante, RMO, proucavanih fenilacetamida, odredene
tankoslojnom hromatografijom na obrnutim fazama u prisustvu razli¢itih organskih
modifikatora kao molekulskog deskriptora za opisivanje odnosno predvidanje lipofilnosti

analiziranih jedinjenja. Hromatografski podaci su prvo uporedivani sa racunski odredenim
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logP vrednostima primenom metode linearne regresije (poglavlje 8), a u nastavku istraZivanja
su primenjene multivarijacione metode koje su u poslednjim godinama sve vise deo razlic¢itih

kompleksnih istrazivanja [12—16].

Sa tom idejom, vrednosti hromatografske retencione konstante RMO, odredene za seriju
2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida (tabela 8.2.3) u prisustvu razli¢itih organskih
rastvarata (metanol, etanol, aceton, tetrahidrofuran) (tabela 8.2.4) su uporedene sa
matemati¢ki dobijenim vrednostima standarnog merila lipofilnosti logP (tabela 8.2.5) [17].
Dobijeni rezultati su, kao $to je ve¢ u prethodnom poglavlju (8.2.) naznaceno, pokazali da
izmedu navedenih veli¢ina postoji linearna zavisnost (tabela 8.2.7), Sto je bila indikacija da se
hromatografska retenciona konstanta, Ruv” odredena hromatografijom na tankom sloju u
prisustvu razli¢itih modifikatora moZe primeniti kao potencijalni molekulski deskriptor za
opisivanje lipofilnosti ispitivane serija cijano- fenilacetamida. U cilju dobijanja dodatnih
informacija o povezanosti hromatografske retencione konstante, Ry ispitivanih derivata
cijano- fenilacetamida i teorijski odredenog parametra lipofilnosti, dobijeni rezultati su
obradeni i primenom analize glavnih komponenti, PCA. Analiza glavnih komponenti
originalnu matricu podataka rastavlja na tzv. ,loading plots” (analizirani parametri
lipofilnosti) i na ,,score plots” (ispitivani derivati 2-cijano-N-supstituisanih fenilacetamida) pri

¢emu su dobijene nove promenljive tzv. glavne komponente PC.

Na slici 9.1 je prikazan loading plot parametara lipofilnosti derivata cijano-
fenilacetamida dobijen kao rezultat PCA opisan sa prve dve glave komponete (PC1-PC2)
[17].
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Slika 9.1 Loading plot parametara lipofilnosti cijano- fenilacetamida (PC1 — PC2)
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Kao $to slika 9.1 prikazuje, svi analizirani parametri lipofilnosti nezavisno od nacina
odredivanja (eksperimentalno, Ry ili ra¢unskim putem, logP) imaju negativnu prvu glavnu
komponentu (PC1). Prva glavna komponenta u sebi nosi preko 90% varijanse analiziranih
podataka i s obzirom da ima vrlo sli¢ne vrednosti za sve analizirane parametre, zakljuceno je
da ona ukazuje na njihovu medusobnu sli¢nost. Izvedeni zakljucci su bili ocekivani na osnovu

ve¢ poznatih rezultata linearne regresione analize.

Sa slike 9.1 je uocljivo da su analizirani parametri podeljeni u dve jasno odvojene
grupe na osnovu vrednosti druge glavne komponente, PC2. Pri tom prva grupa obuhvata
parametre lipofilnosti Cije obe glavne komponente (PC) imaju negativne vrednosti (AlogP,
AClogP 1 Ry vrednosti dobijene za propanol, aceton i tetrahidrofuran), dok drugu grupu
karakteriSu negativne vrednosti PC1 1 pozitivne vrednosti PC2. Druga grupa sadrzi vecinu
logP vrednosti (MlogP, XlogPs, milogP, ABlogP i kowwin) kao i Ry vrednosti dobijene u
etanolu. Uporedivanjem raspodele samo Ry vrednosti utvrdeno je izdvajanje etanola u

odnosu na ostale primenjene modifikatore.

Daljom analizom dobijenih glavnih komponenti je primeceno da iako izuzetno male u
poredenju sa PC1, vrednosti PC2 (3,44 %) i PC3 (2,41 %) su vaZne u ovim proracunima, jer
ukazuju da PCA analiza osim prepoznavanja sli¢nosti izmedu velikog broja obradenih

podataka, ima i sposobnost detekcije njihovih izuzetno finih razlika (slika 9.2).
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Slika 9.2 Loading plot parametara lipofilnosti cijano- fenilacetamida (PC2 — PC3)

Kao $to prikazuje slika 9.2, korelacijom PC2 i PC3 vrednosti je doSlo do ociglednog
razdvajanja eksperimentalno odredenih parametara lipofilnosti (Ry® vrednosti) i logP
vrednosti. Vrednosti standardnog parametra lipofilnosti, logP, dobijene razli¢itim algoritmima

formiraju odvojenu grupu sa obe negativne PC vrednosti (osim ABlogP), a vrednosti
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hromatografske retencione konstante odredene u razliitim rastvara¢ima ¢ine drugu grupu

takode sa negativnim PC2, ali pozitivnim PC3 vrednostima.

PCA pruza joS jedan znacCajan doprinos pri izucavanaju serije novosintetizovanih
jedinjenja, koje se ogleda u mogucénosti grupisanja testiranih derivata 2-cijano-N-
supstituisanih fenilacetamida na osnovu efekta njihove hemijske prirode na ispitivano
svojstvo  (lipofilnost). Rezultat dobijen za raspodelu analiziranih derivata cijano-
fenilacetamida na osnovu dve dominantne glavne komponente (PC1 91,96 % 1 PC2 3,44 %) je

predstavljen na slici 9.3.
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Slika 9.3 Score plot derivata cijano- fenilacetamida (PC1 — PC2)

Sa slike 9.3 je vidljivo da su ispitivana jedinjenja preteZno grupisana u skladu sa njihovom
hemijskom strukturom. Prve dve glavne komponente su izvrSile gotovo savrSenu klasifikaciju
jedinjenja na osnovu prirode supstituenta —R. Derivati cijano-fenilacetamida koji kao
supstituent imaju hidrofobnu (lipofilnu) grupu (-CHs, —C;Hs, —Br, —I) vrlo jasno se na
osnovu vrednosti PC1 odvajaju od jedinjenja koja kao —R imaju polarnu grupu (—OH,
—COOH, -COCHj3, —NO,). Naime, jedinjenja sa lipofilnim supstituentom imaju negativne
vrednosti PC1, dok su za jedinjenja sa polarnim grupama dobijene pozitivne PC1 vrednosti.
Dodatno, najlipofilnije jedinjenje (— I) ima najnegativniju vrednost PC1, $to je i ranije uoceno
kod derivata fenilacetamida [18] dok je najpozitivnija vrednost PC1 dobijena u slucaju

jedinjenja sa najpolarnijim supstituentom (—OH).

Na osnovu dobijenih rezultata je provereno da li analizom glavnih komponenti i kod
drugih tipova derivata fenilacetamida moZe biti detektovana povezanost izmedu parametara
lipofilnosti odredenih na razliCite nacine. S tim ciljem su uporedene hromatografske

retencione konstante nove serije fenilacetamida odredene u jednom proti¢cnom (n-propanol) i
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jednom aproticnom (tetrahidrofuran) rastvaracu sa vrednostima standardnog merila njihove
lipofilnosti [19] primenom PCA. Dobijeni rezultati su ukazali na isti trend razdvajanja
analiziranih parametara lipofilnosti dobijenih kao i1 kod ispitivane serije 2-cijano-N-

fenilacetamida.

U daljem radu je provereno, da li se isti trend zadrZava i za retencione konstante
ispitivanih jedinjenja dobijenim 1 u drugim rastvaraima, kao i da li pored analize glavnih
komponenti neka druga multivarijaciona metoda moze dodatno biti ukljucena u analizu

navednih zavisnosti.

U tu svrhu su hromatografske retencione konstante odabranih derivata fenilacetamida
odredenim u druga dva organska modifikatora (etanol i dioksan) (tabela 8.3.2 i table 8.3.3 )
uporedene sa standardnim merilima njihove lipofilnosti (tabela 8.3.5), a pored veé

upotrebljene PCA analize u istraZivanja je ukljucena i Klaster analiza [20].
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Slika 9.4 Loading plot parametara lipofilnosti derivata fenilacetamida

Rezultati dobijeni analizom glavnih komponenti su bili ocekivani na osnovu
prethodnih saznanja. Kao i kod ispitivanih cijano-fenilacetamida, sa slike 9.4 je jasno vidljivo
da je za sve uporedene parametre lipofilnosti, prva glava komponenta koja nosi dominantnu
koli¢inu varijanse analiziranih podataka (85,44 %) negativna 1 ima pribliZno sli¢ne vrednosti.
Drugacije reCeno, PC1 ne registruje veliku razliku izmedu analiziranih podataka, jer izmedu

njih postoji velika sli¢nost.

Sa slike 9.4 je takode primetna separacija analiziranih podataka u dve jasno odvojene
grupe, kao i u slu€aju cijano-fenilacetamida, dobijena na osnovu vrednosti PC2 (10,94 %).

Kod ove serije, prva grupa obuhvata parametre lipofilnosti ¢ije obe glavne komponente imaju
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negativne vrednosti (AClogP, ABlogP, MlogP, AlogP i1 XlogP), a pri tom su svi izracunati
primenom tzv. atomskog pristupa (izuzev ABlogP). S druge strane, eksperimentalno odredeni
parametri lipofilnosti (Ry’) i dva podeona koeficijenta dobijena tzv. fragmentacionim
metodama (milogP 1 kowwin) su formirali drugu grupu sa negativnim vrednostima za PC1 1
pozitivnim vrednostima za PC2. Ovakvom raspodelom analiziranih parametara lipofilnosti je
zakljuCeno da PCA ima mogucnost registrovanja razlika izmedu logP vrednosti izracunatih
razli¢itim pristupima, kao i da hromatografska retenciona konstanta, Ry, pokazuje veéu
sli¢nost sa podeonim koeficijentima dobijenim fragmentacionim algoritmom (milogP i

kowwin).

Kao $to je ved i ranije naznaceno, ispitivanje meduzavisnosti parametara lipofilnosti je
sprovedeno i drugim multivariacionim metodama pri ¢emu je matrica podataka analizirana

primenom Klaster analize, a dobijeni dendrogram je prikazan na Slici 9.5.

Tree Diagram for 9 Variables
Ward's method
Euclidean distances

Linkage Distance

L ml

xlogP ~ AlogP  MiogP ABlogP ethanol dioxane kowwin milogP AC logp

Slika 9.5 Dendrogram parametara lipofilnosti proucavanih derivata fenilacetamida

Klaster analiza analizirane podatke razdvaja u dva jasno definisana klastera (slika 9.5).
Prvi klaster sadrzi vec¢inu standardnih merila lipofilnosti (XlogP, AlogP, MlogP i ABlogP),
dok su preostali podaci obuhvaceni drugim klasterom. U okviru drugog klastera su
eksperimentalno odredeni parametri lipofilnosti u obliku subklastera dodatno izdvojeni od
ostalih standardnih merila lipofilnosti (kowwin, milogP i AClogP). Ovakva klasifikacija
analiziranih parametara lipofilnosti je vrlo sli€na dobijenoj pri PCA, s razlikom Sto analiza
glavnih komponenti prepoznaje i klasifikuje AClogP u parametre lipofilnosti koji su dobijeni

atomskim pristupom.
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Zanimljivo je da nijednom primenjenom metodom podeoni koeficijent ABlogP nije
grupisan medu one koji su dobijeni fragmentacionim pristupom. Ovo moZe biti objasnjeno
Cinjenicom da se pri izracunavanju ABlogP, za razliku od drugih logP dobijenih
fragmentacionim pristupom, primenjuje kombinacija redukcionistickog i konstrukcionistickog

pristupa [21].

Kao 3to je ve¢ u slucaju cijano- fenilacetamida spomenuto, PCA pruza mogucnost
selekcije prou€avanih derivata na osnovu uticaja njihove hemijske strukture na lipofilnost. Na
slici 9.6 je prikazano grupisanje ispitivanih derivata fenilacetamida na osnovu prve dve glavne

komponente PC1(85,44 %) — PC2(10,94 %).
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Slika 9.6 Score plot derivata fenilacetamida (PC1 — PC2)

Sa slike 9.6 je uocljivo da prve dve glavne komponente (koje zajedno opisuju vise od
96,00 % varijanse analiziranih podataka) dovode do gotovo savrSene klasifikacije jedinjenja
na osnovu prirode supstituenta vezanog na atomomu azota amidne grupe (tabela 8.3.1).
Njihove medusobne razlike se ogledaju i u vrednostima PC1 i u PC2. Jedinjenja sa lipofilnim
supstituentom imaju negativne vrednosti PC1, dok je u slucaju jedinjenja sa hidrofobnim
grupama registrovana pozitivna vrednost PC1. Najlipofilnije jedinjenje 2 ima najnegativniju
vrednost PC1, Sto je primeceno i ranije kod derivata fenilacetamida [18]. Najpozitivnija PC1
vrednost je dobijena za jedinjenje 8 koje ima najnize logP vrednosti. Sa slike 9.6 se takode
vidi da do odvajanja jedinjenja dolazi i na osnovu vrednosti PC2. Jedinjenja koja sadrze
aromatine supstituente imaju negativne vrednosti PC2, za razliku od jedinjenja sa
heterocikli¢nim supstituentima koja su opisana sa pozitivnim vrednostima PC2. Na osnovu

ovakvog grupisanja ispitivanih derivata fenilacetamida moZe biti zakljueno da polarnost
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supstituenta ima mnogo veci uticaj na lipofilnost molekula fenilacetamida od aromati¢nosti

(PC1 mnogo vece od PC2).

Takode, kod ove serije jedinjenja Klaster analiza je primenjena je i za grupisanje
ispitivanih derivata fenilacetamida na osnovu promene lipofilnosti u funkciji njihove hemijske

strukture (prirode supstituenta R). Slika 9.7 prikazuje dendrogram dobijen klaster analizom.

Tree Diagram for 11 Cases
Ward's method
Euclidean distances

Linkage Distance
o

HHW ﬁﬁ?ﬁ

8 10 7 6 4 3 1

Slika 9.7 Dendrogram proucavanih derivata fenilacetamida

Sa slike 9.7 se vidi da je primena Klaster analize na derivate fenilacetamida rezultirala
dendrogramom sa tri jasno definisana klastera. Prvi klaster sadrzi dva najlipofilnija derivata (2
i1 5), drugi obuhvata jedinjenja koja imaju najpolarniji karakter od svih (8, 9 1 11), a trec¢a
grupa ukljucuje preostala jedinjenja koja su karakteristi¢na po umerenoj lipofilnosti (10,7, 6,

4,311) (tabela 8.3.1).

Uporedivanjem rezultata sa onima dobijenim pri analizi glavnih komponenti, jasno se
vidi da PCA registuje mnogo finije slicnosti/razlike u strukturi ispitivanih jedinjenja koja

imaju uticaj na njihovu lipofilnost.

S obzirom da je u literaturi pored hromatografske retencione konstane Ry, za
predvidanje lipofilnosti jedinjenja sve vise prisutan hromatografski parametar m, u narednom
koraku istrazivanja kao zadatak je postavljena provera mogucnosti njegovog ukljucivanja u
multivariacionu analizu 1 proucavanje njegove podudarnosti sa stadardnim merilom
lipofilnosti, ali i njegov uticaj na promenu u raspodeli analiziranih jedinjenja. U tom cilju su
hromatografska retenciona konstanata, RM0 i hromatogafski parametar m, odredeni u metanolu

(met) i acetonitrilu (ACN) (tabela 8.3.2 i table 8.3.3) za odabrane derivate fenilacetamida
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(tabela 8.3.5) uporedeni sa njihovim vrednostima standardnog merila lipofilnosti primenom

Klaster analize i Analize glavnih komponenti [17].

Na slici 9.8 je prikazan dendrogram raspodele analiziranih parametara lipofilnosti

dobijen primenom Klaster analize.

Tree Diagram for 11 Variables
Ward's method
Euclidean distances

Linkage Distance
o
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m(MET) MlogP RM (MET) kowwin AClogP
m (ACN) AlogP ABlogP RM (ACN) milogP

Slika 9.8 Dendrogram proucavanih parametara lipofilnosti derivata fenilacetamida

Klaster analizom, kako je prikazano na slici 9.8, razli¢iti parametri lipofilnosti su i
dalje grupisani u dva jasno odvojena klastera, pri ¢emu je uoCena izrazita separacija
alternativnog parametra lipofilnosti m, u zaseban klaster u odnosu na preostale analizirane
parametre. Drugi klaster, sadrZzi sve matematic¢ki odredene parametre lipofilnosti, logP kao i
hromatografske retencione konstante, RMO, dobijene u oba koris¢ena organska modifikatora.
Ovakva distribucija analiziranih parametara lipofilnosti sugeriSe da pri datim uslovima rada
hromatografska retenciona konstanta R pokazuje mnogo vecu sli¢nost sa podeonim
koeficijentom logP nego hromatografski parametar m. Vazno je naglasiti 1 da je drugi klaster
podeljen u dva podklastera, pri ¢emu jedna podgrupa ukljucuje eksperimentalno odredene
parametre lipofilnosti (Ry® vrednosti dobijene u oba kori$¢ena organska modifikatora) i neke
od racunski dobjenih parametara lipofilnosti (milogP, AClogP i kowwin). Ovakvo grupisanje
proucavanih parametara lipofilnosti ukazuje da se eksperimentalno odredene vrednosti bolje
slazu sa onim standardnim merilima lipofilnosti sa kojim formiraju isti klaster, Sto je dobijeno

i metodom linearnoj regresije [17].

Primenom Analize glavnih komponenti na ispitivane derivate fenilacetamida je
dobijena veoma sli¢na distribucija analiziranih parametara lipofilnosti kao pri Klaster analizi

(slika 9.9).

-117 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

0.6

0.4—_ RM(MET)

02+ 's__xlogP
0ol__sMACN) AlogP—§ — MiogP

RM(ACN)—-"‘ACIOQP

§y 021 /\‘\milogP
& 4l kowwin ‘ABjogP
-0.6—-
-0.8—-
] * m(MET)
-1.0 T T T T T T T T T T T
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
PC1

Slika 9.9 Loading plot proucCavanih parametara lipofilnosti derivata fenilacetamida

Kao $to se sa slike 9.9 vidi, sve matematicki odredene logP vrednosti i RMO vrednosti
dobijene u oba upotrebljena modifkatora imaju veoma bliske vrednosti i prve i druge glavne
komponente, a njihovo grupisanje jo$ jednom dokazuje njihovu sli¢nost. Vrednosti
hromatografskog parametara m dobijene u oba modifikatora pokazuju znacajna odstupanja od
preostalih parametara, Sto moze biti tumaceno njihovom slabijom povezanoséu sa

standardnim merilom lipofilnosti ispitivanih derivata fenilacetamida pri datim uslovima.

9.2. Korelacija razli¢itih parametara bioloSke aktivnosti derivata 2-hloro-N-

supstituisanih fenilacetamida primenom multivarijacionih metoda analize

U daljim istrazivanjima derivata fenilacetamida su u obradu podataka
multivarijacionim metodama ukljuc¢eni i dodatni parametri, koji su se prema literaturnim
podacima pokazali pogodnim za predvidanje odnosno za procenu potencijalne bioaktivnosti
novosintetizovanih jedinjenja. Ovakav tip proracuna je raden na seriji 2-hloro-N-

supstituisanih fenilacetamida (poglavlje 8.4) i to u nekoliko zasebnih koraka.

U proracune su postepeno pored vec koriS€enih parametra lipofilnosti (parametri
lipofilnosti odredeni hromatografijom na tankom sloju i ra¢unskim putem) uvedeni parametri
Lipinskog, Gosea, zatim odabrani, a u literaturi najces¢e primenjivani farmakokineticki
parametri (P, PPB, logBBB) kao i parametri koji ukazuju na ekotoksicnost ispitivanih
derivata 2-hloro-N-supstituisanih fenilacetamida (vrednosti ECsy za test organizme Algae,
Daphnia, Medaka i Minnow). Cilj je bio prepoznavanje medusobne sli¢nosti odnosno
razliCitosti analiziranih parametara bioaktivnosti odnosno uspostavljanje zavisnosti izmedu

hemijske prirode supstiutenta kao i njegovog poloZaja u molekulu i potencijalne bioloske
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aktivnosti  ispitivanog jedinjenja (opisane navedenim analiziranim parametarima

bioaktivnosti) primenom multivariacionih metoda.

IstraZivanja i proracuni u vezi sa derivatima hloro- fenilacetamida su bila podeljena u
tri osnovne grupe, pri ¢emu su mutivarijacione metode izvedene na matricama koje su

sadrzavale sledece podatke:

Matrica I je kao redove (case) imala ispitivane derivate hloro-fenilacetamida (tabela 8.4.1), a
kolone (varijable) su predstavljali parametri Lipinskog (tabela 8.4.2), vrednost
hromatografske retencione konstante Ry’ odredene u jednom protinom (n-propanol) i
jednom aproti¢nom rastvaracu (acetonitil, ACN) (tabela 8.4.6 i tabela 8.4.7), racunski
odredene vrednosti standarnog merila lipofinosti, logP, (tabela 8.4.3) kao i vrednosti

odabranih farmakokinetickih parametara (tabela 8.4.12) [22].

Matrica II je pored navedenih podataka dodatno sadrZavala parametre Gosea (tabela 8.4.2)
kao i hromatografske parametre Ry’ i m, odredene u metanolu (met) 1 acetonu (ace) (tabela

8.4.6 1 tabela 8.4.7) [23].

Matrica III za razliku od matrice I nije ukljucivala parametre za procenu bioraspoloZivosti,
ve¢ umesto njih vrednosti odabranih parametara toksi¢nosti i uz ostale navedene parametre
hromatografske parametre, Ry’ i m, odredene u etanolu (eth) i tetrahidrofuranu (THF) (tabela

8.4.6 1 tabela 8.4.7) [24].

9.2.1. Povezanost analiziranih parametara bioloSke aktivnosti 2-hloro-N-supstituisanih

fenilacetamida

Primenom Klaster analize na matricu I je dobijen slede¢i dendrogram analiziranih

parametra bioaktivnosti (slika 9.10) [22].

Sa slike 9.10 je evidentno grupisanje analiziranih podataka u dva odvojena klastera,
pri cemu prvi klaster formiraju parametri Lipinskog, dok drugi safinjavaju molarna masa, oba
hromatografska parametra, svi parametri lipofilnosti, logP, kao i farmakokineticki prediktori
(Petr, PPB 1 logBBB). Ovakva raspodela analiziranih podataka (odvajanje parametera
Lipinskog u zaseban klaster) moZe biti tumacen ¢injenicom da su oni bezdimenzionalni i1 da

ne sadrze konkretnu informaciju o lipofilnosti molekula [22].
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Slika 9.10 Dendrogram proucavanih parametara bioaktivnosti hloro- fenilacetamida

Sa druge strane, odvojanje molarne mase (MW) analiziranih jedinjenja od ostalih
parametara Lipinskog u okviru drugog klastera teorijski moze biti tumaceno njenim uticajem

na farmakokineticko ponasanje jedinjenja.

Tokom nastavka istraZivanja, pored navednih podataka uvodenjem hromatografskog
parametra m odredenog u razli¢itim modifikatorima kao i parametara Gosea (matrica II) u

Klaster analizu dobijeni dendrogram je blago modifikovan (slika 9.11) [23].
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Slika 9.11 Dendrogram ispitivanih parametara bioaktivnosti hloro- fenilacetamida u prisustvu

dodatnog hromatografskog parametra m

Sa slike 9.11 je vidljivo da u dendrogramu i dalje dolazi da separacije analiziranih
podataka u dva jasno odvojena klastera. Pri tom, kao osnovna razlika u odnosu na prethodne
rezultate (slika 9.8) moZe biti istaknuto uocljivo odvajanje hromatografskog parametra m od

hromatografske retencione konstante Ry’ i njegovog grupisanja sa parametrima Lipinskog
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okviru prvog klastera. Odvajanje hromatografskog parametra m od ostalih parametara
lipofilnosti je kao Sto je ve¢ i ranije naznaceno bilo i ocekivano na osnovu literaturnih
podataka [25] i potvrduje ve¢ poznatu pojavu njegove direktne povezanosti sa svojstvima
rastvorene supstance [26]. Drugi klaster zadrZava vrlo sli¢an sastav kao i pri analizi matrice |
(slika 9.10) i sadrZzi eksperimentalo i racunski odredene parametre lipofilnosti, kao i
farmakokineticke parametre, molarnu masu i molarnu refraktivnost. Odvajanje molarne
refraktivnosti zajedno sa molarnom masom od ostalih parametra u drugi klaster takode moze
biti objasnjen ¢injenicom da on u sebi ne nosi informacije koje mogu ukazivati na lipofilnost

[27].

Navedeni podaci (matrica II) su analizirani 1 primenom Analize glavnih komponenti,
koja je rastavlja na tzv. ,loading plot” (analizirani parametri lipofilnosti, farmakokineticki
prediktori, parametri Lipinskog) i na ,,score plot” (ispitivani derivati 2-hloro-N-supstituisanih
fenilacetamida). Slika 9.12 prikazuje vrednosti svojstvenog vektora matrice ispitivanih hloro-

fenilacetamida.

Eigenvalue

Eigenvalue number

Slika 9.12 Vrednosti svojstvenog vektora matrice ispitivanih hloro- fenilacetamida

Slike 9.12 pokazuje da pri analizi podataka matrice II, tri glavne komponente opisuju
preko 90,00 % od ukupne varijanse analiziranih podataka, Sto je zadovoljavajuca vrednost pri

ovoj vrsti proracuna [28].

Na slici 9.13 je prikazan loading plot opisan sa prve dve glavne komponente, dobijen

PCA analizom navedenih parametara bioloske aktivnosti.

Slika 9.13 pokazuje skoro identi¢nu raspodelu analiziranih parametara bioaktivnosti

dobijenu kao i pri Klaster analizi. Prva glavna komponenta (PC1) koja u sebi nosi najveci
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Slika 9.13 Loading plot ispitivanih parametara bioaktivnosti hloro- fenilacetamida u prisustvu

dodatnog hromatografskog parametra m

Racunski dobijeni parametri lipofilnosti, hromatografske retencione konstante
odredene u razli¢itim modifikatorima, molarna masa, molarna refraktivnost i farmakokineticki
parametri opisani su sa pozitivnim vrednostima PC1, dok su preostali parametri Lipinskog
kao i hromatografski parametri m odredeni u razliCitim rastvara¢ima opisani sa negativnim

PC1 vrednostima.

Ipak, za razliku od Klaster analize, PCA postiZe dodatno, finije, grupisanje podataka.
Naime, druga glavna komponeta koja nosi mnogo manji udeo varijanse analiziranih podataka
(2,57 %) pravi razliku izmedu parametara Lipinskog (opisani pozitivhim PC2 vrednostima) i
hromatografskog parametra m (opisan negativnim vrednostima PC2). Takode, Analizom
glavnh komponenti je registrovana za nijansu veca sli¢nost izmedu standardnog merila
lipofinosti dobijenog racunskim putem (logP) i hromatografske retencione konstante Ry’
dobijene u acetonu u odnosu na metanol. Dodatno je uo¢eno da PC2 odvaja molarnu masu i

molarnu refraktivnost od ostalih parametara bioaktivnosti.

Slede¢i korak u istrazivanjima je obuhvatao ispitivanje povezanosti proucavanih
parametara bioaktivnosti sa odabranim parametrima toksi¢nosti primenom multivarijacionih
metoda. Na slici 9.14 je prikazan dendrogram dobijen analizom podataka koji su umesto

parametara Lipinskog 1 Gosea (zapazeno da ne sadrze nove informacije o lipofilnosti
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molekula) ukljucivali odabrane parametre toksi¢nosti ispitivanih derivata hloro-

fenilacetamida (matrica III).
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Slika 9.14 Dendrogram ispitivanih parametara bioaktivnosti i toksi¢nosti hloro-

fenilacetamida

Sa slike 9.14 je uocljivo ponovno grupisanje analiziranih parametara u dva klastera,
pri ¢emu parametri toksi¢nosti pokazuju mnogo vecu sliCnost sa hromatografskim
parametrom m nego sa ostalim analiziranim parametrima bioaktivnosti. Sli¢na raspodela

registrovana je i pri ispitivanju drugih bioaktivnih jedinjenja [29].

Slika 9.15 prikazuje loading plot analiziranih pametara bioaktivnosti i toksi¢nosti na

osnovu vrednosti PC1-PC2.
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Slika 9.15 Loading plot ispitivanih parametara bioaktivnosti i toksi¢nosti hloro-

fenilacetamida (PC1 — PC2)
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Kao i u prethodnom slucaju u cilju dobijanja detaljnijih informacija o medusobnoj

povezanosti analiziranih podataka proracuni su uradeni i primenom PCA.

Ukljucivanje parametara toksi¢nosti dovodi do slicnog rasporeda analiziranih
parametara kao i tokom ispitivanja u koja su bili uvedeni parametri Lipinskog i Gosea (slika
9.13). Prva glavna komponenta (88,04 %) koja nosi dominantnu koliinu informacija,
parametre toksi¢nosti kao i Klaster analiza grupiSe zajedno sa hromatografskim parametrom
m, 1 opisuje ih negativnim vrednostima, dok su RMO, logP vrednosti i odabrani
farmakokineticki parametri ponovo odvojeni i opisani pozitivnim vrednostima PC1. Dodatno,
kao i1 prethodnom slucaju (slika 9.13) druga glavna komponenta, PC2, iako nosi znatno manje
informacija ipak uocava razliku izmedu hromatografskih parametara m 1 parametara
toksiCnosti. Sli¢no odvajanje je primeceno kod hromatografske retencione konstante, Ry

odredene u etanolu i ostalih parametara bioaktivnosti.

9.2.2. Grupisanje ispitivanih derivata 2-hloro-N-supstituisanih fenilacetamida na osnovu

uticaja hemijske prirode supstituenata

Primenom Klaster analize na matricu I je dobijen slede¢i dendrogram ispitivanih

jedinjenja (slika 9.16) [22].
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Slika 9.16 Dendrogram ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida dobijen analizom matrice |

Primetno je da su i ispitivani derivati hloro-fenilacetamida grupisani u dva jasno
odvojena klastera, prvenstveno na osnovu svojstava prisutnog supstituenta (slika 9.16). Prvi
klaster sadrzi samo derivate sa halogenim supstituentom (izuzev —F), dok su u drugom ostali
ispitivani derivati. Odvajanje derivata sa fluorom kao supstituentom od ostalih halogenih

derivata moze biti tumaceno njegovom malom polarizabilnos¢u [22]. U okviru drugog
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klastera je vidljivo izdvajanje dva subklastera. Jedna podgrupa sadrzi nesupstituisano
jedinjenje i jedinjenje sa nepolarnim supstituentima (derivati sa —CHj3 i —F), a drugi subklaster

formiraju jedinjenja sa polarnim supstituentima (—OH, —CN, —-COCHj3; i —OCH3).

U cilju dobijanja dodatnih informacija o uticaju prirode supstituenta prisutnog u
molekulu ispitivanih derivata hloro-fenilacetamida na parametre bioaktivnosti, matrica sa
gore navedenim podacima (izuzev parametra Lipinskog, posto je utvrdeno da ne nosi dodatne

informacije o lipofinosti jedinjenja) je podvrgnuta i Analizi glavnih komponenti.

Na slici 9.17 je prikazan dobijeni score plot koji je opisan prvim dvema glavnim

komponentama (PC1-PC2) koje zajedno opisuju preko 90,00 % ukupne varijabile [22].
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Slika 9.17 Score plot ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida dobijen analizom matrice I

(PC1 - PC2)

Kao Sto slika 9.17 pokazuje, PCA postiZe jasno grupisanje jedinjenja u dve grupe
zasnovano na hemijskoj prirodi supstituenta prisutnog u molekulu. Jednu grupu Cine derivati
koji imaju negativnu prvu glavnu komponentu i uklju¢uju molekule sa nepolarnim
supstituentima (osim -F). U drugoj grupi su jedinjenja €ija je prva glavna komponenta
pozitivna (polarni supstituenti). Generalno, ocigledno je i da sa porastom polarnosti
supstituenta vrednost PC1 ima pozitivniju vrednost. Ova pojava je ranije primec¢ena pri analizi
drugih tipova derivata fenilacetamida [18]. Takode je zanimljivo da porast voluminoznosti

halogenog supstituenta dovodi do negativnije vrednosti PC1.

Sa slike 9.17 se joS vidi da dolazi do dodatnog razdvajanje derivata sa nepolarnim

supstituentima na osnovu vrednosti PC2. Derivati sa halogenom kao supstituentom imaju
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pozitivnu PC2 vrednost, za razliku od derivata sa —CHj; grupom koja je opisana negativhom
vrednos¢u PC2. Dobijeni PCA rezultati su vrlo slicni onima dobijenim pri Klaster analizi.
Prednost PCA se ogleda u prepoznavanju i klasifikovanju derivata sa —CHj3 supstituentom kao

lipofilnog.

lako je u poredenju sa PC1 i PC2, vrednost PC3 vrlo mala (2,41 %), u ovom
istrazivanju je ipak bila od velikog znacaja buduci da je omogucila otkrivanje vrlo malih
razlika koje u sebi nose analizirani podaci. Na slici 9.18 prikazana je korelacija izmedu PC2 i
PC3.

3Br
1.0 3CN
L]
0.8
0.6
X
I 04 COCH3
i M OCH3
702 CH3
9 L]
g
= 0.0
o °CN
0.2 Cl o
Br
0.4 H
I
0.6 3 . o
0.8

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Factor 2: 5.47%

Slika 9.18 Score plot derivata hloro- fenilacetamida dobijen analizom matrice I (PC2 — PC3)

Naime, vrednost PC3 prepoznaje i razdvaja efekat razli¢itog poloZaja supstituenta u
molekulu na osnovu njihovog uticaja na parametre bioaktivnosti. Naime kao Sto se slike 9.18
vidi PC3 razdvaja derivate kojima imaju supstiuente —Br i —CN u poloZaju 3 (pozitivna PC3
vrednost) od derivata sa istim supstituentima u polozaju 4 (negativna PC3 vrednost). Dobijeni
rezultati potvrduju veliki zna¢aj PCA u ovoj vrsti istrazivanja koji se ogleda upravo u njenoj
sposobnosti prepoznavanja izuzetno malih razlika izmedu jedinjenja sa istim supstituentom u
razli¢itim poloZajima na osnovu njihovog uticaja na parametre bioaktivnosti §to nije uoceno

tokom eksperimentalnih i racunskih metoda odredivanja.

Ukljucivanje i hromatografskog parametra m u proratune (matrica II) raspodelu
ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida na osnovu uticaja prirode supstituenta na parametre

bioaktivnosti nije znacajano promenilo ni pri Klaster analizi ni pri PCA.
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Slika 9.19 prikazuje dendrogram raspodela analiziranih derivata hloro- fenilacetamida
na osnovu njihovog uticaja na parametre bioaktivnosti, kada su u proracune bili uvedeni i

vrednosti hromatografskog parametra m [23].
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Slika 9.19 Dendrogram ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida na osnovu njihovih

parametara bioaktivnosti u prisustvu dodatnog hromatografskog parametra m

Sa slike 9.19 je primetno da uvodenje hromatografskog parametra m u proraune ne
menja grupisanje ispitivanih derivata na osnovu svojstava prisutnog supstituenta u molekulu.
Jedinjenja su ponovo podeljena u dva jasno odvojena klastera, pri ¢emu prvi kao i prethodno
sadrzi jedinjenja sa halogenim supstitunetima. Drugi klaster obuhvata ostala jedinjenja i
dodatno je podeljen na subklastre prema istom principu kao i kod prethodnog proracuna

(matrica I).

Uopsteno, i Analiza glavnih komponenti daje vrlo sline rezultate kao i kada
hromatogarfski parametar m nije bio ukljuen u proracune, ali su ipak uocene fine razlike u
odnosu na prethodne proracune (slika 9.20). Slika 9.20 prikazuje score plot opisan sa prve

dve glave komponente, PC1 i PC2.

Osnovna podela ispitivanih derivata hloro-fenilacetamida na osnovu svojstava
supstituenta, a pri uvedenom hromatografskom parametru m ostaje ista (slika 9.20). Prva
glavna komponenta, PCI, dominantno deli ispitivana jedinjenja na osnovu polarnosti
supstituenta. Polarni su opisani negativnim vrednostima PC1 (izuzev —H 1 -F), dok su

nepolarni opisani pozitivnim PC1vrednostima.
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Slika 9.20 Score plot derivata hloro- fenilacetamida na osnovu njihovih parametara

bioaktivnosti u prisustvu dodatnog hromatografskog parametra m (PC1 — PC2)

Pri tom je dobro uocljivo da najnegativnija vrednost PC1 karakteriSe jedinjenje sa
—OH grupom kao supstituentom (najpolarniji derivat), a najpozitivnija PC1 vrednost opisuje
najlipofilnije jedinjenje (-I kao supstituent). Znacajno je ista¢i da kod ovih proracuna PC2
odvaja nesupstituisano jedinjenje i derivat sa —F kao supstituentom i opisuje ih negativnim

vrednostima za razliku od polarnih supstituenata koji su opisani pozitivnim PC2 vrednostima.

Ostale meduzavisnosti glavnih komponenti nisu dale znacajnu distribuciju ispitivanih
jedinjenja, osim PC5 (1,56 %). Bez obzira na izuzetno malu vrednost, u ovim proracunima
PC5 je registrovala vaznu raspodela analiziranih hloro- fenilacetamida, kao Sto je u
prethodnim proracunima to bilo prepoznato pomocu PC3, koja u sebi nosi priblizno istu

kolic¢inu prvobitnih podataka (2,41 %). Korelacija PC1 — PCS5 je prikazana na slici 9.21.

1.5
¥
1.0
3CN
°
0.5 CH3
S ° Cl
) [}
a
@ 0.0
= (0)H coch; & OCHs °
2 L Br
i o H i
0.5 CN
I
1.0 .
15

-6 -4 2 0 2 4 6 8
Factor 1:75,20%

Slika 9.21 Score plot derivata hloro- fenilacetamida kao rezultat PC1 — PC5 korelacije
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Slika 9.21 prikazuje da se sli¢no kao kod prethodnih proracuna derivati sa —Br 1 —CN
u polozaju 3 na osnovu vrednosti PC5 (pozitivna vrednost) odvajaju od derivata sa istim

supstituentom u poloZaju 4 (negativna PCS5 vrednost).

Klaster analiza podataka matrice III generalno takode daje vrlo slicne rezultate za
raspodelu ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida na osnovu njihovog uticaja na parametre

bioaktivnosti kao i prethodne dve, uz prisustvo manjih odstupanja.

Slika 9.22 prikazuje dendrogram raspodele ispitivanih derivata hloro- fenilacetamida

dobijenih analizom podataka matrice III.
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Slika 9.22 Dendrogram proucavanih hloro- fenilacetamida dobijen analizom matrice III

Sa slike 9.22 je i dalje vidljivo zadrZavanje karakteristicnog grupisanja ispitivanih
jedinjenja u dva jasno odvojena klastera, uz manje promene u raspodeli jedinjenja u okviru
subklastera. Tako su na primer, u okviru drugog klastera sada formirana tri subklastera. Prvi
sadrzi jedinjenja sa supstituentom —F i —CHj3, drugi jedinjenja sa —CN i —OH supstituentima,
dok su u trecem subklasteru izdvojeni derivati sa —COCH; i _OCHj; supstituentima i

nesupstituisano jedinjenje.

Analiza glavnih komponenti takode zadrZava baznu raspodelu analiziranih jedinjenja
na osnovu prirode supstituenta u molekulu, deli ih na polarne (negativna PC1) i nepolarne

(pozitivna PC2) (slika 9.23)
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Slika 9.23 Score plot prou€avanih hloro- fenilacetamida dobijen analizom matrice III (PC1 —

PC2)

Prikazani rezultati analize sve tri matrice potvrduju da i Klaster analiza i Analiza
glavnih komponenti imaju moguénost uspostavljanja zavisnosti izmedu parametara
bioaktivnosti dobijenih razli¢itim metodama, kao i izmedu hemijske prirode supstituenta i
njegovog polozaja u molekulu i potencijalne bioloske aktivnosti ispitivanog jedinjenja

(opisane gore navedenim analiziranim parametrima bioaktivnosti).

Kao dodatna prednost PCA moze biti izdvojena njena visoka osetljivost za detekciju
izuzetno malih razlika (sli¢nosti) izmedu jedinjenja sa istim supstituentom u razli¢itim
poloZajima S$to sa dovoljnom vidljivo$¢u eksperimentalne i teorijske metode za odredivanje

lipofilnost (bioaktivnosti) nisu bile u mogué¢nosti.

9.3. Kbvantitativha zavisnost rezultata multivarijacionih metoda i parametara

bioloske aktivnosti ispitivanih derivata fenilacetamida

U nastavku istraZzivanja je pored ukljucivanja u proracune joS§ veceg broja deskriptora
koji su prema najnovijim litraturnim podacima primenljivi u istraZivanjima za procenu
specifi¢nih (konkretnih) bioaktivnosti, prou¢avanja njihove medusobne povezanosti odnosno
uticaja njihovog uvodenja na grupisanje ispitivanih jedinjenja, postavljeno je jo§ novih
ciljeva. Medu njima je odredivanje potencijalnih molekulskih deskriptora primenom novih
eksperimentalnih pristupa (novi nosa¢i nepokretnih faza u hromatografiji, podaci
spektofotometrijskih istraZivanja), kao i ispitivanje mogucnosti uspostavljanja (pored vec
poznate kvalitativne zavisnosti) i kvantitativne zavisnosti izmedu dobijenih rezultata

mulivarijacionih metoda i odgovarajuceg fizicko- hemijskog parametra.
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Ispitivanjem meduzavisnosti retencionih i solvatohromnih svojstava serije derivata 2-
cijano-N-supstituisanih fenilacetamida primenom analize glavnih komponenti [30] je uoceno
da dobijen loading plot kao rezultat zavisnosti prve dve glavne komponente PC1 — PC2 jasno
prepoznaje razliku u interakciji koju spektrofotometrijska merenja mogu registrovati, u
odnosu na one koje testirani cijano- fenilacetamidi ostvaruju pri hromatografskim uslovima

(slika 9.24) [30].
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Slika 9.24 Loading plot ispitivanih retencionih i solvatohromnih parametara derivata cijano-

fenilacetamida (PC1 — PC2)

Slika 9.24 pokazuje da PCA spektrofotometrijske podatke (UV data) opisuje vrlo
negativnim vrednostima PCI1 i takode negativhim PC2 vrednostima, dok su podaci dobijeni
hromatografskim merenjima (RP-TLC) okarakterisani znatno manje negativhim PCl1

vrednostima 1 pozitivnim PC2 vrednostima.

Dodatno razdvajanje unutar hromatografskih podataka je prime¢eno uporedivanjem
PC2 i PC3 vrednosti. Iako je doprinos PC3 ukupnoj varijansi (1,57 %) u poredenju sa
vrednostima PC1 (71,22 %) i PC2 (25,62 %) mali, on omogucava osetljivije razdvajanje
analiziranih podataka (slika 9.25). Kao Sto prikazuje slika 9.25, PC3 u okviru RP-TLC
rezultata postize razdvajanje ispitivanih jedinjenja na osnovu tipa interakcija koje oni
ostvaruju u proticnim odnosno aproti¢nim rastvara¢ima. Interakcije u proti¢nim rastvaracima
(1-propanol (1-prop), etanol (etha) i metanol (met)) karakteriSu negativne vrednosti PC3, dok
su interakcije u aproticnim rastvaracima (aceton (acet), acetonitril (ACN) i tetrahidrofuran

(THF)) opisane pozitivnhim PC3 vrednostima.
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Slika 9.25 Loading plot ispitivanih retencionih i solvatohromnih parametara derivata cijano-

fenilacetamida na osnovu zavisnosti PC2 — PC3

Daljom analizom dobijenih vrednosti PC3 je utvrdeno da one u velikoj meri opisuju
udeo polarnosti primenjenih rastvaraca u funkciji ostvarenih interakcija. Naime, uspostavljena
je linearna zavisnost izmedu vrednosti PC3 1 relativne permitivnosti rastvaraca (g).
Korelacijom ovih vrednosti su dobijene odvojene linearne zavisnosti PC3 — ¢ za aproti¢ne

(jednacina 9.1) i za proticne (jednacina 9.2) rastvarace [30].
PC3=-0,137 + 0,015-¢ (r=0,952) 9.1)
PC3=0,042 - 0,00841-¢ (r=0,985) 9.2)

Dobijene korelacije dalja istraZivanja su usmerila ka tome da se pored do sada
analiziranih zavisnosti pokuSa uspostaviti i kvantitativna veza izmedu rezultata PCA (neke od
glavnih komponenti, PC) i parametara koji se u literaturi primenjuju za opisivanja neke tacno
definisane osobine analiziranog sistema. Drugi cilj je bio da se u proracune ukljuce, novi,

dodatni potencijalni deskriptori bioaktivnosti.

S obzirom da spektrofotometrija kao nova metoda za procenu potencijalne bioloske
aktivnosti nija pruZila nove zna€ajne informacije, dalja ispitivanja su usmerena na prosirenje
hromatografskih istraZzivanja. U multivarijacione proracune su ukljuceni i rezultati dobijeni ne
samo promenom modifikatora primenjivanom u dotadasnjem radu, ve¢ i promenom

nepokretne faze.

Sa tom idejom je pri hromatografskim istraZivanjima nove serije difenilacetamida

(tabela 8.5.1) pored hromatografije na obrnutim C-18 fazama uradena i hromatografija na

-132 -



Hromatografski parametri kao prediktori bioloSke aktivnosti derivata fenilacetamida

nepokretnoj fazi koja je bila modifikovana cijano grupom. Kao smeSa rastvaraca za obe

nepokretne faze su primenjena dva modifikatora, metanol i aceton [31].

Multivarijaciona analiza je radena na matrici koja je sadrZzavala hromatografske retencione
konstante (Ry") i hromatografske parametre, m, odredene na obe nepokretne faze u prisustvu
oba modifikatora, kao i standardna merila lipofilnosti odredena racunskim putem (logP),
odabrane molekulske deskriptore (Pe, Unbnd, RPB, V,; logBBB) kao 1 parametre

ekotoksi¢nosti.

Rezultati Klaster analize navedenih podataka su prikazani na slici 9.26 dok slika 9.27 daje

prikaz PCA rezultata [31].
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Slika 9.26 Dendrogram parametara bioloske aktivnosti proucavanih difenilacetamida

Sa slike 9.26 je uocljivo da Klaster analiza odabrane parametre bioaktivnosti, kao §to
je ranije ve¢ primeceno, i dalje grupiSe u dva jasno odvojena klastera. Kao i kod prethodnih
proratuna dolazi do separacije parametara toksi¢nosti zajedno sa hromatografskim
parametrima, m, odredenim u oba modifikatora i na obe nepokretne faze. U istom klasteru su
se naSla i dva farmakokineticka parametra (Unbnd, RPB), dok ostali parametri bioaktivnosti
formiraju zaseban klaster. 1z prikazanih rezultata je vidljivo da Klaster analiza ne pravi
razliku u hromatografskim retencionim parametrima (Rv®) ni u hromatografskim
parametrima, m, odredenih na razli¢itim nepokretnim fazama. Time je utvrdeno da se i
primenjena nepokretna faze modifikovana cijano grupom takode moze Koristiti u cilju
odredivanja parametra bioaktivnosti ispitivanih derivata difenilacetamida. Sli¢ni rezultati su

registrovani i za druge serije potencijalno bioloski aktivnih jedinjenja [32].
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Slika 9.27 Loading plot derivata difenilacetamida kao rezultat korelacije PC1 — PC2 — PC3

PCA (slika 9.27) na vrlo slican nacin rasporeduje analizane podatke, kao i klaster
analiza sa tom razlikom da sve farmakokineticke parametre grupiSe zajedno sa
hromatografskim retencionim konstantama (RMO) i standardnim merilima lipofinosti (logP) uz
izuzetak, logBBB. Hromatografski parametri, m, odredeni pri svim navedenim uslovima kao i

kod Klaster analize vecu sli¢nost ispoljavaju sa parametrima toksicnosti.

Raspodela ispitivanih derivata difenilacetamida primenom Klaster analize na

navedene podatke je prikazana na slici 9.28.
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Slika 9.28 Dendrogram ispitivanih derivata difenilacetamida

Slika 9.28 pokazuje da primenom Klaster analize na podatke dobijene na dve razlicite
nepokretne faze ne dolazi do promena u trendu raspodela derivata fenilacetamida. Analizirani
derivati difenilacetamida su kao i ranije grupisani u dva jasno odvojena klastera na osnovu

polarnosti supstituenta prisutnog u molekulu. Jedan klaster su formirala jedinjenja koja u
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molekulu sadrze polaran (-COCH3;, -COOCHj3;, —CN, —OH) a drugi koja imaju nepolaran
(-Br, —C1 —CH3, —C,H5) supstituent.

Analiza glavnih komponenti ispitivane derivate difenilacetamida na osnovu navedenih

parametara bioaktivnosti grupiSe takode na uobicajen nacin (slika 9.29).
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Slika 9.29 Score plot ispitivanih derivata difenilacetamida kao rezultat PC1 — PC2 korelacije

Kao $to je sa slike 9.29 vidljvo, derivati sa polarnim suspstitentom (pozitivna vrednost PC1)
su na osnovu predznaka prve glavne komponente, PC1 (70,61 %) jasno razdvojena od onih

koji u molekulu imaju prisutan nepolaran supstituent (negativna PC1vrednost).

Na osnovu rezultata dobijenih primenom navednih multivarijacionih metoda analize je
oCigledno da polarnost supstituenta prisutnog u molekulu ima vrlo znaCajan uticaj na
primenjene parametre bioaktivnosti. U cilju dobijanja dodatnih informacija o postojecoj
zavisnosti, rezultati dobijene primenom Analize glavne komponente su uporedeni sa

HanSovim parametrom [31].

Zavisnost prve glave komponente, PC1 i HanSovog parametra analiziranih derivata

difenilacetamida je prikazan na slici 9.30(a).
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Slika 9.30 (a) Zavisnost PC1 od Hansovog parametra, 7 (b) Zavisnost PC2 od Hametove
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Kao Sto pokazuje slika 9.30(a), vrednosti PC1 se linearno menjaju u funkciji
HanSovog parametra, a dobijena kvantitativna zavisnost moze biti predstavljena jedna¢inom

9.3:
PC1=-0,931+6,247 -7 (r=0,960; sd = 1,196; N = 10; p < 0,0001) 9.3)

Postojanje linearne zavisnosti izmedu PCI1, koja opisuje najve¢i udeo varijanse
analiziranih podataka (70,61 %) i HanSovog parametra, kao merila polarnosti supstituenta
potvrduje da polarnost supstituenta prisutnog u molekulu ima najveéi uticaj na ispitivana

svojstva proucavanih derivata difenilacetamida.

Sa slike 9.29 se vidi da u distribuciji ispitivanih derivata difenilacetamida znacajnu
ulogu na osnovu rezultata PCA analize pored prve ima i druga glavna komponenta PC2. U
cilju utvrdivanja povezanosti druge glavne komponente, PC2 sa nekim konkretnim svojstvom
ispitivanih derivata, dobijene vrednosti su uporedena sa razliitim molekulskim
deskriptorima. Kao rezultat je utvrdeno da bi elektronskih efekti supstituenta takode mogli
igrati vaznu ulogu pri predvidanju razli¢itih oblika bioaktivnosti. Naime, slika 9.29 pokazuje
da se mogu razlikovati dve grupe jedinjenja, sa pozitivnhom i negativnhom vrednoS¢u PC2.
Jedinjenja opisana negativnom PC2 vrednoS¢u sadrZe supstituente koji imaju sposobnost
privlacenja elektrona i smanjenja dalje reaktivnosti molekula. Ovim grupama je svojstveno
usmeravanje dalje supstitucije u meta polozaj (—-CN, —COCH3;, —COOCH3). Jedinjenja sa
pozitivnom PC2 vrednoS$¢u, imaju supstituent koji ¢e favorizovati dalju supstituciju u orto 1

para polozaj (-OH, —CHj3, —C,Hs, —F, —Cl, —Br).
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Postojanje kvantitativne zavisnosti elektronskih efekata supstituenta od ispitivanih
svojstava difenilacetamida, je ispitano korelacijom PC2 vrednosti sa Hametovom konstantom
supstituenta, o. Zavisnost druge glave komponente, PC2 kao rezultata PCA analize i
Hametove konstante, ¢, analiziranih derivata difenilacetamida je prikazan na slici 9.30(b). Na
slici 9.30(b) su uocljive dve linearne zavisnosti, posebno za jedinjenja sa supstituentima koji
imaju negativne (jednacina 9.4) i za one koji imaju susptituente sa pozitivnhim vrednostima

Hametove konstante (jednacina 9.5).
PC2 =2,186-7,284 - o, (r=0,980; sd=0,419; N=6; p=5,836E-4) 9.4)
PC2 =-0,784 — 5,960 -o. (r=0,990; sd =0,297; N=4; p=0,00982) 9.5)

Postojanje kvantitativne zavisnosti izmedu vrednosti PC2 i Hametovih konstanti
navodi na zakljucak da pored lipofilnih svojstava, elektronski efekti supstituenta prisutnog u
molekulu difenilacetamida takode imaju uticaj (manji od polarnosti supstituenta) na
analizirana svojstva ispitivanih jedinjenja. Sli¢ne zavisnosti su utvrdene i kod drugih tipova

potencijalno bioloski aktivnih jedinjena [29,32].

Na osnovu svih dobijenih rezultata je zaklju¢eno da su Klaster analiza 1 Analiza
glavnih komponenti adekvatne i dovoljno osetljive metode koje omogucuvaju dobijanje
informacija iz velikog broja analiziranih podataka heterogenog porekla o dominantnom
uticaju razliCitth faktora na parametre bioloSke aktivnosti svih ispitivanih derivata

fenilacetamida.
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Katedri za Analiticku hemiju.

Ucestvuje u izvodenju nastave na viSe predmeta na osnovnim, master i doktorskim
studijama hemije: Analiticka hemija I, AnalitiCka hemija II, Praktikum iz Analiticke hemije,

Preparativna analiticka hemija i Odabrana poglavlja analiticke hemije.

U naucno- istrazivaCkom radu se bavi hromatografskim ispitivanjem 1 fizicko-

hemijskom karakterizacijom novosintetisanih potencijalno bioloski aktivnih jedinjenja.

Do sada je objavila 20 radova u Casopisima medunarodnog znacaja, 15 radova u
Casopisima nacionalnog znacaja, 23 rada Stampana u celini saopStena na medunarodnim i
domacim konferencijama i 23 saopStenja na medunarodnim i domac¢im skupovima. Koautor je

jedne zbirke zadataka.

Ucesnik je jednog nacionalnog projekta finansiranog od strane Ministarstva prosvete,
nauke 1 tehnoloske razvoja, kao 1 jednog bilateralnog projekta. Bila je mentor viSe diplomskih

i zavrSnih radova, kao i recenzent u priznatim medunarodnim casopisima.

Clan je Srpskog hemijskog drustva Vojvodine.
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DENDI VASTAG

Dendi Vastag (Gyongyi Vastag) diplomirala je na Prirodno — matematickom fakultetu
Univerziteta u Novom Sadu 1991., magistrirala 1996. godine, a doktorsku disertaciju pod
nazivom ,,Derivati tiazola kao inhibitori korozije bakra u kiseloj sredini“ je odbranila 2003.

godine.

Radni odnos na Prirodno — matematickom fakultetu zasnovala je 1992. godine, a od
2014. godine u zvanju redovnog profesora izvodi nastavu na viSe predmeta u okviru
osnovnih, master 1 doktorskih studija. Koautor je pet univerzitetska udzbenika. Mentor je tri
odbranjene doktorske disertacije, i oko 50 master/diplomskih radova. Za pedagoski rad na
osnovu ankete studenta proglasena je za najboljeg profesora na Departmanu za hemiju,
biohemiju i zaStitu Zivotne sredine PMF-a za period 2009-2012. godina. SHD joj 2019.
godine dodeljuje zahvalnicu kao znak priznanja za doprinos realizaciju RepubliCkog

takmicenja iz hemije za ucenike srednjih Skola.

U okviru naucno istrazivackog rada bavi se ispitivanjem fizicko-hemijskih svojstava:
inhibitorskih, retencionih i solvatohromnih novosintetizovanih organskih jedinjenja kao i
primenom hemometrijskih metoda analize u hemiji. Bila je angazovana na viSe domacih
projekata. Trenutno je angaZovana na realizaciji jednog nacionalnog projekta finansiranog od
strane Ministarstva za nauku i tehnoloSki razvoj Republike Srbije, jednog regionalnog, a

takode je i rukovodilac jednog bilateralnog projekta.

Objavila tri poglavlja u knjigama vodeceg medunarodnog znacaja, 44 rada sa SCI liste

i 15 radova u domac¢im ¢asopisima.

U periodu od 1997-2003 godine u viSe navrata boravi u Hemijskom Istrazivackom

centru (MTA KKKI) u Budimpesti, Madarska, kao stipendista Madarske Akademije Nauka.

Clan je Srpskog hemijskog drustva — hemijsko dru$tvo Vojvodine, Javnog tela
Madarske Akademije Nauka, UdruZenja inZinjera korozije Srbije, Nauc¢nog odbora
medunarodne ,,Yucorr® konferencije, Uredivackog odbora Casopisa ,,Zastita materijala“. Do
sada je recenzirala vec¢i broj radova u medunarodnim i domac¢im Casopisima, bila je recenzent
nacionalnog projekta, nacionalnih monografija kao i vise univerzitetskih praktikuma i zbirki

zadataka.
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