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Сажетак: Деривати фенилацетамида спадају у групу једињења која испољавају широк спектар билошке активности као што су аналгетска, антиконвулзивна, пестицидна, цитостатичка. Познато је да биолошка активност и поље деловања неке супстанце у великој мери зависе од њених физичких, хемијских и структурних особина. У данашње време све више се уочава тежња за успостављањем математичких модела који повезују ове особине молекула. У овом раду примењена је QSRR анализа (Quantitative Structure Retention Relationships), која се заснива на предвиђању биолошких особина једињења на основу њиховог хроматографског ретенционог понашања. У том циљу одређене су ретенционе константе, RM0, испитиваних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама (HPTLC RP18 F254s) у присутву различитих запреминских удела n-пропанола и тетрахидрофурана. Добијене вредности RM0 су корелисане са молекулским дескрипторима израчунатим на  различите начине у циљу успостављања математичког модела који описује везу између ретенционих особина и биолошке активности испитиваних фенилацетамида. 
Abstract: Phenylacetamide derivatives are a group of compounds that exhibit a wide range of biological activities as analgetic, anticonvulsant, pesticide, cytostatic. It is well known that the biological activity and field of activity of the substance is greatly dependent on its physical, chemical and structural properties. In this paper, was applied QSRR analysis (Quantitative Structure Retention Relationships), which based on the prediction of biological properties of compounds based on their chromatographic retention behaviors. In aim of this, retention constants of investigated N-substituted-2-phenylacetamide were determined by reversed phase thin-layer chromatography, (HPTLC RP18 F254s) in the presence of different volume fraction of n-propanol and tetrahydrofuran. The obtained data were correlated with molecular descriptors determined on different ways in order to establish the mathematical model that describes the relationship between retention properties and biological activities of investigated phenylacetamides.
1.УВОД 
Деривати амида су предмет великог броја истраживања захваљујући њиховом широком спектару биолошке активности, као што су аналгетска [1,2], антиконвулзивна [3], фунгицидна [4,5], цитостатичка [6,7], итд. Амидна функционална група, која са хемијског аспекта представља основну градивну јединицу протеина, склона је грађењу бочних веза како унутар тако и ван молекула. Постојање секундарних хемијских веза амидне групе као и присуство различитих функционалних група у амидном молекулу у значајној мери могу утицати на хемијске особине деривата амида а самим тим и на њихову биолошку функцију [8]. Из наведних разлога познавање понашања амидне функционалне групе, њених физичких, хемијских и структурних карактеристика у већ познатим као и новосинтетизованим једињењима у многоме може допринети правилном предвиђању потенцијалне биолошке активности неког једињења. Параметри који квантификују дате особине молекула називају се дескрипторима. Они представљају резултат логичког и математичког поступка којим је омогућено претварање хемијских информација, кодираних у симболичком приказу молекула у нумеричке вредности. До данас је дефинисано око 5000 молекулских дескриптора [9]. Све више се уочава тежња за успостављањем математичких модела који описују тражене особине молекула применом одговарајућих дескриптора. У најпознатије математичке моделе спада QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship), који описује везу између структуре молекула и његове активности,  а врло често користи и QSRR (Quantitative Structure Property Relationship) који има могућност квантификације односа структуре молекула и његовог хроматографског ретенционог понашања. 

Један од најчешће примењиваних молекулских дескриптора приликом процене биолошке активности неког једињења је његова липофилност. Липофилност молекула у значајној мери утиче на ресорпцију, расподелу, метабилизам и елиминацију датог једињења у организму. Као стандардно мерило липофилност у литератури користи се подеони коефициjeнт, log P, који одговара дистрибуцији молекула између 1-октанола и воде. У један од алтернативних начина одређивања липофилности спада танкослојна хроматографија на обрнутима фазама. Захваљујући сличности у интермолекуларним дејствима која одређују понашање једињења у биолошкој и хроматографској средини, хроматографска ретенциона константа, RМ0, исто има примену као мерило липофилности органског молекула [10-12]. 
Циљ овог рада био је да се испита утицај растварача и супституената на ретенционе, односно липофилне особине датих молекула и да се утврди да ли се хроматографска ретенциона константа испитваних једињења може користити као мерило њихове липофилности. У циљу тога је експериментално одређена липофилност N-супституисаних-2-фенилацетамида применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама корелирана са стандардним мерилом липофилности, logP, израчунатим применом одговарајућих софтверских пакета. Корелација параметара липофилности као и селекција испитиваних једињења на основу хемијских особина функционалне групе извршена је методом линeарне регресије и једном методом мултиваријантне анализе- анализе главних компоненти, PCA (Principal component analysis).
2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО
У Табели 1 приказане су структуре испитиваних једињења 
Табела 1. Структура испитиваних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида  
	Испитивана једињења

	D2
	[image: image1.emf]
	D13
	[image: image2.emf]

	D4
	[image: image3.emf]
	D15
	[image: image4.emf]

	D5
	[image: image5.emf]
	D16
	[image: image6.emf]

	D11
	[image: image7.emf]


Приликом експерименталног одређивања липофилности на комерцијалне хроматографске плоче HPTLC RP 18 F254s Macherey–Nagel нането је око 0,2 μl 5%-ног раствора испитиваних супстанци у етанолу. Хроматограми су развијени једнодимензионом узлазном техником, на 250C без претходног засићења атмосфере хроматографске каде парама растварача: n-пропанола ((=0,32 – 0,50, v/v) и тетрахидрофурана ((=0,40 – 0,56 v/v). Након развијања, хроматограми су сушени на ваздуху, а  идентификација је изведена применом UV светла таласне дужине λ = 254 nm. За сваки запремински удео растварача развијена су по три хроматограма. Добијени експериментални подаци су обрађени помоћу рачунарског програма Origine 6.1., а за израчунавање подеоног коефицијента (logP) примењен је програм VccLab 2007. Мултиваријациона анализа рађена је применом софтвера Statistica v.12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА
3.1. Одређивање липофилности деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама 
У циљу одређивања липофилности испитиваних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида експерименталним путем, применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, HPTLC RP 18 F254s одређена је ретенциона константа (RM0) за свако једињење у присуству различитих запреминских удела једног протичног (n-пропанол) и једног апротичног органског растврача (тетрахидрофуран). На основу експериментално одређене Rf вредности, за сваки састав смеше израчунате се RM  вредности применом једначине (1):
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Зависност RM  у функцији запреминског удела органског растварача дата је једначином (2):       
RМ = RМ0 + m(











(2)
Параметри дате једначине праве који су одеђени методом линеране регресије: вредности нагиба (RМ0), одсечка (m) и коефицијента корелације (r) приказани су за коришћене раствараче у Табели 2. Високе вредности коефицијента регресије потврђују да је линеарна зависност валидна у одабраној области рада за оба органска модификатора. 
Табела 2. Параметри хроматографских једначина RМ0, m и r  у примењеним растварачима
	Једињење
	n-пропанол
	тетрахидрофуран

	
	RM0
	m
	r
	RM0
	m
	r

	D2
	1,919
	-4,055
	0,99
	2,752
	-4,468
	0,95

	D4
	1,336
	-3,137
	0,99
	2,269
	-3,761
	0,99

	D5
	1,076
	-2,659
	0,99
	1,738
	-2,865
	0,99

	D11
	-0,686
	-3,283
	0,99
	0,559
	-1,920
	0,99

	D13
	0,962
	-2,431
	0,99
	1,048
	-1,997
	0,99

	D15
	0,634
	2,103
	0,99
	0,827
	-1,793
	0,99

	D16
	-0,827
	-0,300
	0,96
	-0,192
	-1,459
	0,99


Из резултата приказаних у Табели 2 евидентно је да на ретенцију испитиваних  N-супституисаних-2-фенилацетамида утиче природа суспституента везана на азотов атом амидне групе, као и коришћени органски модификатор. Узрок томе је различита интеракција до које долази између испитиваног једињења и примењеног органског растварача приликом хроматографске анализе. Две врсте интеракција су доминантне у случају деривата фенилацатамида: хидрофобне интеракције супституисаног остатка са неполарном стационарном фазом и поларне интеракције амидне групе са покретном фазом. За сва једињења сходно очекивањима регистрована је јача ретенција у присуству апротичног, неполарног тетрахидрофурана у односу на протични n-пропанол. Из ретенционих података приказаних у Табели 2 се може видети да на ретенцију испитваних једињења знатно већи утицај има природа супституента на азотовом атому него одабрани органски растварач. 
Различита ретенција испитиваних једињења у једном растварачу може се тумачти утицајем природе супституента на азотовом атому на могућност формирања међумолекулских интеракција. Добијени резултати за деривате фенилацетамида типични су за ретенционо понашање при хроматографији на обрнутим фазама. Повећана неполарност супституента доводи до дужег задржавања у неполарној стационарној фази односно до јаче ретенције. У случају испитиваних једињења најјача ретенција у оба растварача регистрована је код једињења D2. Добијени резултати су у складу са очекивањима с обзиром да ово једињење има као супституент најмање поларну дифенил групу. Најслабија ретенција, односно најбрже кретање кроз хроматографски систем уочен је код молекула D16, који као супституент има најполарнију SO3H групу. Једињења D4 и D5 се међусобно разликују само у присуству једне CH3 групе на пиридинском прстену. Увођење додатне алкил групе у молекул фенилацетамида у складу са очекивањима доводи до појачане ретенције једињења D4 у односу на D5. Супротан ефекат се уочава у случају када се неполарна CH2 група уводи између пиридинског прстена и молекулског остатка (молекул D13 у односу на D5). Иста појава смањења ретенције, само много интензивнија се региструје увођењем додатног азотовог хетероатома у пиридински прстен (D15 у односу на D5).
3.2. Одређивање липофилности N-супституисаних-2-фенилацетамида рачунским путем

У данашње време поред експерименталних техника одређивање липофилности новосинтетизованих једињења све чешће се врши применом  различитих математичких метода које на основу структуре једињења израчунавају липофилност. У Табели 3 приказане су вредности поденог коефициента, logP, N-супституисаних-2-фенилацетамида израчунатих применом различитих математичких метода у оквиру софтверског пакета VccLab [13].
Табела 3. Вредности поденог коефициента,  log P, добијене рачунским путем

	Једињење
	AClogP
	AB/logP
	milogP
	AlogP
	MlogP
	kowwin
	xlogP

	D2
	4,55
	4,47
	4,67
	4,17
	4,33
	4,01
	3,61

	D4
	2,50
	2,37
	2,47
	2,52
	2,69
	2,73
	2,32

	D5
	2,27
	1,96
	2,02
	2,04
	2,43
	2,18
	2,20

	D11
	1,34
	1,85
	0,73
	2,25
	2,35
	0,35
	2,34

	D13
	1,68
	1,29
	1,45
	1,93
	1,61
	1,53
	1,60

	D15
	1,67
	1,54
	1,52
	1,39
	1,75
	1,54
	1,31

	D16
	0,46
	0,34
	-0,09
	1,61
	2,01
	-0,35
	1,81


Из података приказаних у Табели 3 се види да се вредности добијених подеоних коефициената, logP, као стандардног мерила липофилности разликују међусобно. До разлике долази услед различитог приступа приликом израчунавања. Вредности иако се разликују међусобно требало би да буду у доброј међусобној корелацији пошто описују једну те исту појаву-расподелу датог једињења у систему 1-октанол-вода. У Табели 4 приказан је корелациони матрикс различитих logP вредности добијених рачунксим путем.
Као што се из података приказаних у Табели 4 види, постоји добро слагање подеоних коефициената добијених различитим рачунским метода. Најбоље слагање уочено је између milogP  i AClogP, док је најлошија корелација регистрована у случају xlogP i kowwin-а.
Табела 4. Корелациони матрикс за различите log P вредности добијене рачунским путем

	
	AClogP
	AB/logP
	milogP
	AlogP
	MlogP
	kowwin
	xlogP

	AClogP
	1,00
	0,97
	0,99
	0,90
	0,88
	0,96
	0,82

	AB/logP
	
	1,00
	0,96
	0,93
	0,92
	0,89
	0,88

	milogP
	
	
	1,00
	0,87
	0,85
	0,98
	0,77

	AlogP
	
	
	
	1,00
	0,96
	0,76
	0,96

	MlogP
	
	
	
	
	1,00
	0,74
	0,97

	kowwin
	
	
	
	
	
	1,00
	0,65

	xlogP
	
	
	
	
	
	
	1,00


3.3.  Корелација параметара липофилности одређених експерименталним и рачунским путем

Упоређивањем података приказаних у Табели 2 и Табели 3 види се да вредности ретенционе константе и подеоних коефициената за једно те исто једињење прате сличан тренд. Највећа вредност поденог коефицијента добијена је за једињење D2 као што је и хроматографски регистровано, док је најмања вредност код већине logP добијена за једињење D16 што је исто у складу са експерименталним подацима. У циљу успостављања зависности између стандардног мерила липофилности, logP израчунатим на различите начине и експериментално одређене липофилности (хроматографска ретенцоиона константа, RМ0), корелисане су ове две величине применом класичне линеарне регресионе анализе и применом мултивариатне анализе-анализе главних компоненти (PCA). Хемометијски приступ има све већу и већу примену за тумачење липофилности органских једињења на основу ретенционих параметара, а при томе у једну од најзаступљених метода спада метода анализе главне компоненте [14-18]. 
Резултати корелације добијени линеарном регресијом једног од подеоних коефицеината, AlogP и хроматографске ретенционе константе приказани су на Слици 1 за пропанол и на Слици 2 за тетрахидрофуран као модификатор. 
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     Слика 1. Зависност RM0у n-пропанолу                         Слика 2. Зависност RM0 у тетрахидрофурану

                                         од Alog P                                                                                   од Alog P
Као што се са Слике 1 види у n-пропанолу регистрована је линарна зависност ове две величине које описују липофилност, с тим да долази до одступања најполарнијих једињења D11 и D16, који из тог разлога нису узети у обзир приликом успоставњаља кореалције. У случају хроматографске константе одређене у тетрахидрофурану регистровано је груписање испитиваних једињења у две целине. У једној групи издвајају се молекули који као супституент поседују ароматичне групе (D16, D11 и D2) док другу групу чине дериватаи фенилацатамида који као супституент на азотовом атому имају хетероциклични прстен (D4, D5, D13 и D15). До сличне расподела испитиваних деривата је дошло и приликом корелације хроматографских ретенционих константи са осталим logP вредностима. Корелациони матрикс за све logP вредности добијене рачунским путам и RМ0 добијене у n-пропанолу и тетрахидрофурану приказан је у Табели 5. 
Tabela 5. Корелациони матрикс за logP добијене рачунским путам и ретенционе константе, RМ0 
одређене у n-пропанолу и тетрахидрофурану
	logP
	RM0

	
	n-пропанол
	тетрахидрофуран

	
	без D11 и D16
	хетероциклични
	ароматични

	AВlogP
	0,94
	0,94
	0,99

	AClogP
	0,95
	0,99
	0,99

	AlogP
	0,99
	0,93
	0,99

	kowwin
	0,97
	0,99
	0,99

	milogP
	0,95
	0,98
	0,99

	MlogP
	0,95
	0,96
	0,99

	xlogP
	0,98
	0,97
	0,99


Резултати приказани у Табели 5 потврђују да између ретенционе константе, RМ0 и подеоних коефициената logP добијених рачунским путем постоји добра линеарна зависност. Много боља зависност је регистрована у случају тетрахидрофурана као модификатора него пропанола. У случају једињења са ароматичним супституентом у свим случајевима је добијено јако добро слагање, док се у случају једињења са хетероцикличним супституентом врло мало издвајају AClogP, kowwin и milogP.
Добијене добре линеаране зависности између хроматографске ретенцине константе, RМ0, и подеоних коефицијената, logP као стандардног мерила липофилности за испитивана једињења потврђују чињеницу да се ретенциона константа добијена танкослојном хроматографијом на обрнутим фаза успешно може користити као мерило липофилности новосинтетизованих деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида.


Корелација испитиваних параметара липофилности поред методе линеарне регресије извршена је и применом једне мултиваријанте методе- анализе главних компоненти (РСА). 
Матикс за PCA анализу формиран је тако да су редови (предмети) матрикса одговарали испитиваним дериватима фенилацетамида а колоне (варијабиле) су представљале липофилности одређене на различите начине. PCA разлаже оригиналну матрицу на ткз „loading“ (ретенциони подаци) и „score“ (испитивана једињења) векторе, [19] при чему се добијају нове променљиве ткз. главне компоненте, PC (principal components). Новообразована главна компонента, PC, у ствари представља линеарну комбинацију оргиналних променљивих. У току анализе добија се већи број главних компоненти. Прва главана компонента, PC1, представља максимални удео укупних промељивих, док друга главна компонента, PC2, се формира тако да не корелира са првом а представља максимални удео од резидаулане променљиве. На истом принципу се формирају и остале главне компоненте, све док се укупна варијанса не израчуна. На овај начин се постиже елиминација сувишних информација и значајно смањење обимности експерименталних података.
Применом PCA на варијабиле (липофилност одређена на различите начине) добијају се главне компоненете чија међусобна зависност указује на расподелу (груписање) испитиваних параметара липофилности на основу сличности. На Слици 3 приказана је зависност прве две главне компоненте анализираних параметра липофилности.
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Слика 3. Зависнот РС1 од РС2 за параметре липофилности 
На Слици 3 може се  уочити груписање параметара липофилности у две групе и појава једног изузетка.  Прва група је окарактерисан негавином вредношћу PC1 и позитивном вредношћу PC2 и у њу спадају следећи параметри липофилности: АСlogP, milogP, kowwin и RМ0 одређена у тетрахидрофурану. Док другу групу чине параметри липофилности који имају обе вредности главне компоненте негативне: АВlogP, АlogP, МlogP и хlogP. Липофилност одређена у пропанолу се понаша као изузетак. Добијено груписање параметра липофилности указује на то да се ретенциона константа, RМ0 одређена у тетрахидрофурану боље поклапа са стандардним мерилом липофилности у случају испитваних једињења него ретенциона константа одређена у пропанолу. Најбоље слагање постиже са оним параметрима липофилности са којима она образује исту групу, што је потпуно у сагласности са резултатима линеране регресионе анализе.
Применом PCA на испитиване деривате фенилацетамида пружа се могућност анализе њихове расподеле на основу сличности односно различитости у хемијскох структури (липофилности). Обично приликом хроматографске анализе неопходан а и општеприхваћен је опис укупне варијансе од 98% [20], што је у случају испитиваних фенилацетамида постигнуто са две главне компоненте (PC1 86,83% и PC2 11,22%). Добијена зависност ове две главне компоненте за испитивана једињења је приказана на Слици 4. 
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Слика 4. Зависнот РС1 од РС1 за фенилацетамиде 
Као што се са Слике 4 види, прва главна компонента има могућност класификације испитиваних једињења на основу липофилности: најлипофилније једињење има најнегативнију вредност PC1(D2), док је најпозитивнија вредност PC1 добијена за најполарније једињење D16. Слично понашање је уочено и раније код деривате фенилацетамида [18]. Поред тога, евидентно је да су прве две главне компонете извршиле скоро савршену класификацију испитиваних једињења на основу хемијске природе супституента на азотовом атому. Може се регистровати постојање две групе једињења. Једну групу сачињавају једињења која имају обе главне компоненте негативне, то су једињења чији је супституент ароматичан (D16, D11 и D2), док се у другој групи издвајају једињења чија је друга главна компонента позитивна за разлику од прве. Резултати су скоро у потпуно идентични оним добијеним применом линеарне регресионе анализе.
4. ЗАКЉУЧАК

Испитивана је група новосинтетизованих N-супституисаних-2-фенилацетамида у циљу одређивања њихове липофилности. Липофилност испитиваних једињења одређена је на два начина, експериментално применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама и рачунским путем применом различитих сотверских пакета. Добијени резултати указују да на ретенцију испитиваних деривата имају утицај хемијска природа супституента на азотовом атому у већој мери као и коришћени органски модификатор али у мањој мери. Експериментално одређена липофилност је корелисана са подеоним коефициентом као стандардним мерилом липофилности применом методе линеарне регресије и  применом анализе главих компоненти.  Обе примењене методе указују на то да је ретенциона константа одређена у тетрахидрофурану у бољој  корелацији са стандардним мерилом липофилности него она одређена у пропанолу. Најбоље слагање се добија са AClogP, kowwin и milogP. Овим је потврђено да се хроматографска ретенциона константа добијена танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама може користити као мерило липофилности испитиваних деривата N-супституисаних-2-фенилацетамида, односно за предвиђање њихове потенцијалне биолошке активности.
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