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Сажетак: Биолошка активност једињења у највећој мери условљена је његовим физичким и структурним карактеристикама. Међу бројним молекулским дескрипторима који могу да укажу на потенцијалну биолошку активност неког једињења, липофилност заузима најзначајније место. Обзиром на разноврсну физиолошку активност хлороацатемида, задатак овог рада је био проучавање потенцијалне биолошке активности одабраних новосинтетисаних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида. Испитивање је вршено применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама (TLC RP18 F254s), при чему су мобилну фазу чиниле смеше: вода-сирћетна киселина и вода-диметил-формамид. Варирањем запреминског удела органског модификатора, одређене су хроматографске ретенционе константе, RM0, испитиваних једињења. Добијене вредности RM0 корелисане су са софтверски израчунатим подеоним коефицијентом, log P, као стандардним мерилом липофилности и одабраним фармакокинетичким параметрима: цревна апсорпција, HIA, способност везивања за протеине плазме, PPB, и расподела кроз крвно-мождану баријеру, BBB.
Abstract: The biological activity of compounds is mostly determined by its physical and structural characteristics. Among the many molecular descriptors that may indicate a potential biological activity of a compound, lipophilicity occupies the most important place. Since chloroacetamides show a variety of physiological activity, the task of this study was to investigate the potential biological activity of newly synthesized derivatives of selected N-substituted phenyl-2- chloroacetamides. Analysis was performed by thin layer chromatography on reversed phase (RP18 F254s TLC), and the mobile phase consisted of mixtures of water-acetic acid and water-dimethyl formamide. By varying the volume fraction of organic modifier were determined chromatographic retention constants, RM0, of the compounds. Тhen RM0 were correlated with the software calculated partition coefficient, log P, as a standard measure of lipophilicity. Also, RM0 were correlated with selected pharmacokinetic parameters: intestinal absorption, HIA, the ability to bind to plasma proteins, PPB, and the distribution through the blood-brain barrier, BBB.
1. УВОД

Савремена научна истраживања великим делом су базирана на изучавању новосинтетисаних молекула, од којих многа показују потенцијалну биолошку активност. Међу новим молекулима, нарочиту пажњу су привукли бројни деривати амида, јер чак и они структурно најједноставнији испољавају различиту активност у биолошком медијуму. Деривати фенилацетамида нашли су своју примену како у хуманој медицини и ветерини, тако и у лечењу биљака. Ацетанилид је био први познати дериват фенилацетамида са аналгетским и антипиретичким својствима, који се у медицини користио под називом Антифебрин [1]. Новија истраживања су потврдила претходно откривену аналгетску активност фенилацетамида [2,3], али и постојање антимикробне [4,5], фунгицидне [6,7], инсектицидне [8] и антихелминтичке активности [9]. Последњих година много пажње је усмерено на испитивање  примене новоситетисаних деривата фенилацетамида као потенцијалних антиконвулзива [10], антиаритмика [11], блокатора натријумових канала [12] и инхибитора П-гликопротеина [13]. Неки деривати ацетамида показали су се као антипсихотици [14,15], али свакако, највеће интересовање су изазвали деривати ацетамида, који делују као инхибитори раста туморских ћелија [16,17]. 

Откривање, испитивање и развој будућих биоактивних агенаса је веома сложен научни процес, који носи много ризика, улагања и времена. Познавање односа између активности, структуре и физичко-хемијских својстава новосинтетисаног молекула пружа могућност ране идентификације потенцијално физиолошки активне супстанце. Избор одговарајућих физичко-хемијских параметара и њихове везе са предикторима активности представљају дуг и веома важан део истраживања. Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR), Quantitative Structure-Property Relationship (QSPR) и Quantitative Structure-Retention Relationship (QSRR) модели чине овај свеобухватан процес једноставнијим. Један од најважнијих молекулских дескриптора, који утиче на транспорт једињења кроз биолошки систем и на формирање комплекса са рецептором или биомолекулом је липофилност. У фармацеутској хемији и хемији животне средине, она се широко користи за предвиђање односа између биолошке активности и хемијског понашања супстанце [18]. Липофилност може бити одређена експерименталним и рачунским техникама. Због своје једноставности, репродуктивности, цене и ефикасности, танкослојна хроматографија на обрнутим фазама заузима значајно место у одређивању липофилности [19]. Хроматографска ретенциона константа, RM0, као усвојено мерило липофилности, широко се примењује поред стандардног мерила липофилности, подеоног коефицијента log P [20].

Поред липофилности, потенцијална биолошка активност неког једињења, односно његово деловање и ефикасност зависе од фармакокинетичких особина којима тај молекул располаже. Апсорпција, дистрибуција, метаболизам, излучивање и токсичност (ADMETox својства) испитиваног потенцијално биоактивног једињења одређују његов пут у организму. Да би супстанца могла испољити своје деловање мора имати добру биорасположивост. Већина биоактивних супстанци се у организам уноси оралним путем, па је стога први предуслов добре биорасположивост цревна апсорпција (Human intestinal absorption, HIA). Она представља количину активне супстанце, које се апсорбује након њеног оралног уношења. Уколико је биорасположивост висока (HIA > 80%), орално унета супстанца у великој мери достиже системску циркулацију [21]. Други показатељ добре биорасположивост испитиваног једињења јесте његова тенденција да се веже за протеине плазме у живим организмима. Способност везивања молекула за протеине плазме, (Plasma protein binding, PPB) изражава однос концентрације једињења који је везан за протеин и његове укупне концентрације. За дифузију тј. транспорт кроз ћелијску мембрану и интеракцију са фармаколошким рецептором доступна је само невезана фракција активне супстанце. Везана фракција биоактивног молекула представља депо, који се активира и отпушта нову количину супстанце када се слободна фракција метаболише. Када молекул има PPB > 90% сматра се да му је капацитет везивања за плазма протеине висок. Могућност проласака потенцијално физиолошки активног једињења у централни нервни систем, дефинисана је његовом расподелом кроз крвно-мождану баријеру (Blood-brain barrier, BBB), тј. односом концентрације испитиваног једињења у мозгу и његове концентрације у крви. Вредности овог фармакокинетичког параметра указују на могућност примене испитиване супстанце као потенцијалног неуролошког лека. Према најновијој класификацији коју користи PreADMET, једињења лако прелазе у централни нервни систем ако имају BBB > 2.0, док једињења са вредностима BBB < 0,1 тешко пролазе крвно-мождану баријеру [22].

Применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, HPTLC RP 18 F254s, испитиван је утицај хемијске структуре и примењених органских модификатора (сирћетна киселина и диметил-формамид) на ретенционо понашање одабраних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида. Добијена хроматографска ретенциона константа, RM0, корелисана је са стандардним мерилом липофилности, log P, и са важним фармакокинетичким параметрима, HIA, PPB и BBB. Успостављањем везе између хемијске структуре, ретенционог понашања, липофилности и фармакокинетичких својстава новосинтетисаних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида омогућено је стварање основе за даља испитивања њихове потенцијалне биолошке активности.
2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО
2.1. Хроматографска испитивања

Направљени су етанолни (J.T. Baker, Холандија) раствори испитиваних једињења (Табела 1) концентрације  2 mg mL–1. На хроматографске плоче приликом рада је нането око 0,2 μl раствора. Коришћене су комерцијалне плоче HPTLC RP 18 F254s Macherey–Nagel. Једнодимензионом узлазном техником су развијени хроматограми, на 250C без претходног засићења атмосфере хроматографске каде парама растварача: сирћетна киселина (Zorka Pharma, Србија) и диметил-формамид (Fluka Chemika, Швајцарска). Растварачи су мешани са водом: ( (ск)= 0,36-0,52, v/v и  ( (дмф)= 0,36-0,52 v/v. Запремински удео органског растварача у покретној фази је вариран у износу од по 4,00 %. Након развијања, хроматограми су сушени на ваздуху, а  идентификација је изведена применом UV светла таласне дужине λ = 254 nm, при чему су се на флуоресцентној основи јављале тамне мрље. За сваки растварач развијена су по три хроматограма. 
Табела 1. Структура испитиваних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида
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2.2.  Обрада резултата

Добијени експериментални подаци су обрађени помоћу рачунарског програма Origine 6.1., за израчунавање подеоног коефицијента, log P, примењен је програм VCCLAB 2007 [23], а вредности фармакокинетичких параметара HIA, PPB и BBB су рачунате применом ChemSilico online програма [24].
3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

3.1. Ретенционо понашање испитиваних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида на обрнутим фазама

Ретенционе особине деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида испитиване су применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, HPTLC RP 18 F254s, у два органска растварача: амфипротичној сирћетној киселини и апротичном диметил-формамиду. 
Табела 2. Rf вредности деривата хлороацетамида на C-18 HPTLC стационарној
фази у мобилним фазама које су садржале 40% органског растварача и 60% воде 
	Супституент
	Rf

	
	Сирћетна киселина
	Диметил-формамид

	H
	0,562
	0,529

	CH3
	0,424
	0,392

	Cl
	0,351
	0,257

	Br
	0,326
	0,220

	F
	0,543
	0,433

	I
	0,264
	0,182


Хемијска структура молекула, али и састав одабране смеше растварача у великој мери утичу на ефикасност хроматографског раздвајања. Из Табеле 2 се може уочити, да у примењеним органским растварачима, при њиховом истом уделу у мобилној фази, не долази до изразите разлике у ретенцији једног истог једињења. Разлог томе је израженија интеракција испитиване супстанце са поларнијом мобилном фазом у односу на њену интеракцију са мање поларном стационарном фазом. Према очекивањима, код свих испитиваних једињења је примећена јача ретенција у апротичном диметил-формамиду, него у амфипротичној сирћетној киселини. Много већа разлика у ретенцији је уочена између различитих фенил-хлороацетамида у истом растварачу. Ова појава се може објаснити утицајем природе супституента у положају 4 на интеракције испитиваних једињења током хроматографске анализе. Смањење поларности супституента везаног за бензенов прстен доводи до јаче ретенције у односу на несупституисани молекул. У складу са тим, једињење 2, које као  супституент има хидрофобни алкил остатак, -CH3 се дуже задржава у стационарној фази. Слична појава је регистрована и приликом везивања халогених супституената за основни молекул. Ретенција молекула расте у низу F < Cl < Br < I (Табела 2) што се објашњава разликом између Лондонових дисперзионих интеракција халогеног атома и неполарне стационарне фазе [25].
3.2. Одређивање липофилности деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида експерименталним путем
Липофилност испитиваних хлороацетамида одређивана је применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама, варирањем запреминског удела органског растварача, φ, у мобилној фази. Из добијених Rf вредности су применом једначине (1) рачунате RM вредности за сваки састав смеше:
RM = log (1/Rf  – 1)
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Применом методе линеарне регресије, на основу једначине (2) су одређени одсечак, RM0, нагиб праве, m, и вредност корелационог коефицијента, r. 
RМ = RМ0 + m(











(2)
Одсечак, RM0, представља хроматографску ретенциону константу, која се врло често користи као мерило липофилности једињења, док нагиб праве одговара хроматографском параметру који у највећој мери зависи од особина растворка и његове хемијске структуре (специфичне хидрофобне површине, броја функционалних група) и такође се може применити као алтернативно мерило липофилности [26].
Табела 3. Параметри хроматографских једначина RМ0, m, r и sd у примењеним растварачима
	Супституент
	Сирћетна киселина
	Диметил-формамид

	
	RМ0
	m
	r
	sd
	RМ0
	m
	r
	sd

	H
	0,802
	-2,350
	0,990
	0,031
	0,414
	-1,155
	0,999
	0,002

	CH3
	1,316
	-2,992
	0,993
	0,025
	1,295
	-2,888
	0,985
	0,037

	Cl
	1,412
	-2,925
	0,989
	0,032
	1,622
	-2,950
	0,988
	0,033

	Br
	1,487
	-2,928
	0,995
	0,022
	1,730
	-3,042
	0,993
	0,026

	F
	1,013
	-2,770
	0,992
	0,026
	1,084
	-2,415
	0,993
	0,025

	I
	1,619
	-2,935
	0,996
	0,018
	1,881
	-3,175
	0,980
	0,047


Хроматографска ретенциона константа, RM0, не би требало да зависи од природе органског растварача, јер представља ретенцију супстанци у чистој води. Ипак, из Табеле 3 се може приметити да RM0 вредности за исту супстанцу нису исте у оба растварача, што је раније потврђено у пракси [27]. На основу података приказаних у Табели 3 се уочава да вредности одсечка, RM0, прате вредности нагиба, m,  код свих испитиваних деривата у коришћеним растварачима, што се објашњава чињеницом да оба ова хроматографска параметра зависе од истих физичко-хемијских параметара [28]. Са тим циљем, хроматографска ретенциона константа, RM0, и нагиб, m, су међусобно корелисани. 
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Слика 1. Зависност одсечка, RM0, од нагиба, m, у диметил-формамиду
Са Слике 1 се може приметити да је између поменутих хроматографских величина у диметил-формамиду успостављена линеарна зависност. Исти тренд је уочен и у сирћетној киселини. Једначине ових зависности дате су у Табели 4.

Табела 4. Једначине зависности одсечка, RM0, и нагиба, m, у примењеним растварачима

	Растварач
	Једначина
	r
	sd

	Сирћетна киселина
	RM0 = - 1,840 – 1,106 m
	0,861
	0,176

	Диметил-формамид
	RM0 = - 0,986 – 0,871 m
	0,965
	0,137


Боља зависност ова два хроматографска параметра је добијена у диметил-формамиду, него у сирћетној киселини (Табела 4).

Вредности фактора корелације, r, указују да се у посматраним модификаторима, вредности нагиба, m, могу користити као дескриптори за процену липофилности, а самим тим и биолошке активности новосинтетисаних једињења.
3.3. Одређивање липофилности деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида рачунским путем
Поред експерименталних метода, за одређивање липофилности се често користе и математичке методе. У овом раду је, као стандардно мерило липофилности, рачунат подеони коефицијент, log P, деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида. Добијене log P вредности испитиваних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида приказане су у Табели 5. 
Табела 5. Вредности log P N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида добијене рачунским путем
	Једињење
	Alog Ps
	AClog P
	Alog P
	Mlog P
	kowwin
	Xlog P
	log Pch.s.

	1.
	1,73
	1,77
	1,70
	1,95
	1,68
	1,83
	1,64

	2.
	1,87
	2,08
	2,18
	2,25
	2,23
	1,99
	2,31

	3.
	1,69
	1,66
	1,68
	1,68
	2,32
	1,67
	1,86

	4.
	2,39
	2,38
	2,36
	2,52
	2,57
	2,26
	2,59

	5.
	2,42
	2,47
	2,44
	2,66
	1,88
	2,32
	2,79

	6.
	2,00
	1,83
	1,90
	2,37
	2,85
	1,73
	1,91


Као што се из Табеле 5 види вредности подеоног коефицијента log P се међусобно разликују иако се односе на исто једињење. Постојеће разлике се могу објаснити применом различитих математичких метода у оквиру коришћеног програмског пакета. Без обзира на поменуте разлике, log P вредности би требало да буду у доброј међусобној корелацији, јер представљају исту особину молекула- његову расподелу у систему 1-октанол-вода, односно, липофилност. Услед тога су упоређене добијене log P вредности испитиваних молекула (Табела 6).
Табела 6. Корелациони матрикс различитих log P вредности добијених рачунским путем
	
	Alog Ps
	AClog P
	Alog P
	Mlog P
	kowwin
	Xlog P
	log Pch.s.

	Alog Ps
	1,000
	0,948
	0,767
	0,910
	-
	0,843
	0,941

	AC log P
	
	1,000
	0,902
	0,915
	-
	0,959
	0,977

	Alog P
	
	
	1,000
	0,871
	-
	0,934
	0,871

	Mlog P
	
	
	
	1,000
	-
	0,845
	0,869

	kowwin
	
	
	
	
	1,000
	0,348
	0,266

	Xlog P
	
	
	
	
	
	1,000
	0,901

	log Pch.s.
	
	
	
	
	
	
	1,000


Према подацима из Табеле 6, најбоље слагање је добијено при корелацији Alog Ps i log Pch.s, док при корелацији вредности kowwin са осталим log P вредностима није уочена линеарна зависност. Ова појава се највероватније може објаснити чињеницом да су све израчунате log P вредности, осим kowwin добијене методом, која узима у обзир допринос појединих фрагмената у молекулу [29], док је вредност kowwin добијена методом, која се заснива на утицају и доприносу појединачних атома у молекулу [30].
3.4. Корелација параметара липофилности добијених експерименталним и рачунским путем
Oбзиром да хроматографска ретенциона константа, RM0, описује укупан ефекат међумолекулских интеракција једињења са стационарном и мобилном фазом, потврђено је да се она може користити као мерило липофилности [31]. У циљу потврде ове чињенице, експериментално одређена липофилност, RM0, испитиваних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида одређена танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама, корелисана је са софтверски израчунатим подеоним коефицијентом, log P, као стандардним мерилом липофилности. На Слици 2 приказане су зависности подеоног коефицијента, logPch.s. и ретенционе константе, RM0, добијене у сирћетној киселини и диметил-формамиду. 
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Слика 2. Зависност RM0од log Pch.s, у оба примењена растварача
Са Слике 2 се види постојање линеарне зависности између ова два параметра липофилности у оба примењена растварача. Подаци у Табели 7 показују да је најбоља зависност добијена при корелацији log Pch.s. и RM0 у сирћетној киселини, док је најслабија регистрована између Alog Ps и RM0 у истом растварачу. Високе вредности корелационог фактора, r, показатељ су могућности коришћења ретенционе константе, RM0, као мерила липофилности.

Табела 7. Корелациони матрикс различитих log P вредности и хроматографксих ретенционих константи, RM0
	log P
	RM0

	
	Сирћетна киселина
	Диметил-формамид

	AC log P
	0,958
	0, 958

	Alog P
	0,932
	0,932

	Alog Ps
	0,853
	0,897

	kowwin
	0,976
	0,963

	log Pch.s.
	0,977
	0,973

	Mlog P
	0,902
	0,956

	Xlog P
	0,895
	0,889


3.5. Корелација хроматографске ретенционе константе, RM0, са предикторима биолошке активности 
За предвиђање потенцијалне биолошке активности неког молекула важно је и познавање његових фармакокинетичких особина. Применом софтверског програма Chemsilico [24] за испитиване деривате хлороацетамида израчуната су три важна фармакокинетичка предиктора: HIA, PPB и BBB, чије су вредности приказане у Табели 8. 

Табела 8. Фармакокинетички параметри HIA, PPB и BBB испитиваних деривата хлороацетамида
	Једињење
	HIA
	PPB
	BBB

	1.
	94,60
	45,46
	0,20

	2.
	93,20
	79,38
	0,31

	3.
	92,40
	80,00
	0,42

	4.
	91,80
	84,80
	0,47

	5.
	94,30
	63,51
	0,24

	6.
	90,20
	91,06
	0,58


Како Табела 8 приказује, испитивани деривати хлороацетамида имају предиспозицију за високу цревну апсорпцију (HIA > 90) што условљава њихову добру биорасположивост у организму. 
Осим тога, ови молекули показују и релативно висок афинитет везивања за протеине плазме, (45 < PPB < 91), што указује на њихову спорију и дуготрајнију расподелу у организму. На основу BBB вредности испитиваних молекула, могло би се претпоставити да имају средњу апсорпцију (0,20 < BBB < 0,58) у централном нервном систему, што им  даје релативно добра примарна својства потенцијално неуролошки активних супстанци.
Да би се утврдило постојање зависности између експериментално одређене липофилности испитиваних једињења и поменутих важних фармакокинетичких параметара, извршена је корелација хроматографске ретенционе константе, RM0, са израчунатим вредностима HIA, PPB и BBB. 

Зависност хроматографске ретенционе константе, RM0, добијене у сирћетној киселини и диметил-формамиду, од рачунски добијених фармакокинетичких параметара HIA, PPB и BBB, приказане су на Слици 3, Слици 4, и Слици 5, респективно. 
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Слика 3. Зависност RM0 од HIA у оба примењена органска растварача

[image: image5.wmf]40

50

60

70

80

90

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

H

H

F

F

CH

3

CH

3

Cl

Cl

I

Br

Br

I

R

M

0

PPB

 sircetna kiselina

 

dimetil-formamid


Слика 4. Зависност RM0 од PPB у оба примењена органска растварача
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Слика 5. Зависност RM0 од BBB у оба примењена органска растварача

Са Слике 3, Слике 4 и Слике 5 се може уочити да је зависност хроматографских ретенционих константи, RM0, од одабраних фармакокинетичких предиктора HIA, PPB и BBB, у оба примењена растварача, линеарна. Ова чињеница је потврђена и вредностима фактора корелације (Табела 9).
Табела 9. Вредности корелационих фактора линеарне зависности хроматографске ретенционе константе, RM0,  и фармакокинетичких параметара
	Растварач
	HIA
	PPB
	BBB

	Сирћетна киселина
	0,940
	0,987
	0,945

	Диметил-формамид
	0,932
	0,970
	0,952



Подаци из Табеле 9 указују на могућност примене RM0, у евалуацији фармаколошких својстава новосинтетисаних молекула у модерном дизајну биоактивних супстанци.
4. ЗАКЉУЧАК

Новосинтетисани деривати N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида су испитивани са циљем предвиђања њихове потенцијалне биолошке активности. Један од најважнијих индикатора потенцијалне биолошке активности неког једињења је липофилност.
У овом раду, поменути молекулски дескриптор одређиван је експерименталним и рачунским путем. Како је понашање неког једињења у биолошком медијуму условљено његовим физичким, хемијским и структурним карактеристикама, применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама проучаване су ретенционе особине одабраних деривата хлороацетамида. Испитивања су вршена на RP-C18 F254s стационарној фази, а као модификатори коришћена су два органска растварача: сирћетна киселина и диметил-формамид. Утврђено је да ретенционо понашање испитиваних молекула у великој мери зависи од хемијских карактеристика супституента у положају 4, али и у мањој мери од примењеног органског растварача. 
Између ретенционог параметра, RМ, и запреминског удела растварача, φ, успостављена је линеарна зависност у оба органска растварача, а на основу ње су израчунате вредности хроматографске ретенционе константе, RМ0, које су претпостављене као мерило липофилности.
Експериментално одређена липофилност, RМ0, корелисана је са претходно софтверски израчунатим вредностима стандардног мерила липофилности, log P, при чему је утврђена добра линеарна зависност у оба примењена растварача.

Будући да поред липофилности, физиолошку активност неког једињења условљавају његова фармакокинетичка својства, применом софтверског пакета израчуната су три важна фармакокинетичка параметра, цревна апсорпција, HIA, способност везивања за протеине плазме, PPB, и расподела кроз крвно-мождану баријеру, BBB. Добијене вредности потврдиле су да се испитивана једињења могу користити као потенцијални фармакокинетички агенси. При корелацији хроматографске ретенционе константе, RМ0, са сваким од наведених предиктора, успостављена је линеарна зависност у оба примењена растварача. 

Висока сагласност хроматографске ретенционе константе, RМ0, добијене у сирћетној киселини и диметил-формамиду, са рачунски одређеном липофилности,  log P, као и са рачунски израчунатим фармакокинетичким предикторима  HIA, PPB и BBB, чини танкослојну хроматографију на обрнутим фазама поузданом методом за одређивање липофилности, процену фармакокинетике, а самим тим и предвиђање могуће биолошке активности  проучаваних деривата N-супституисаних фенил-2-хлороацетамида. На овај начин се једноставном експерименталном техником пружа могућност идентификације потенцијално биолошки важних једињења међу великим бројем структурно сличних деривата и скраћују дуготрајни кораци у процесу дизајнирања будућих биоактивних супстанци.
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