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Сажетак Савремени приступ у проучавању биолошки активних једињења обухвата успостављање зависности између структуре молекула, физичко-хемијских својстава и понашања које изучавано једињење може испољити у неком биолошком медијуму. Ова испитивања се врше у раним фазама дизајна будућег биоактивног агенса и захтевају познавање молекулских дескриптора који могу указати на његову биолошку активност, међу којима липофилност заузима кључно место. За серију деривата дифенилацетамида липофилност је одређена експериментално, применом танкослојне хроматографије на обрнутим фазама (RP TLC18 F254s), у смешама воде и различитих органских модификатора као и рачунски, применом релевантних софтверских пакета. У циљу процене потенцијалне акутне токсичности испитиваних деривата дифенилацетамида, одређене су вредности њихове ефективне концентрације, EC50, на одабране тест организме. Експериментално одређена липофилност (RM0 и m) је корелисана са стандардним мерилом липофилности (log P), као и са одабраним параметрима токсичности, при чему је утврђено да се танкослојна хроматографија на обрнутим фазама може поуздано користити за описивање липофилности и процену токсичних ефеката деривата дифенилацетамида. 
Abstract: Modern approach in the study of biologically active compounds includes the establishment of relationships between molecular structure, physicochemical properties and the behavior which studied compound can manifest in the biological medium. These examinantions are performed in the early stages of the design of future bioactive agent and require the knowledge of molecular descriptors that can point to its biological activity, including lipophilicity occupies a key position. For the series of diphenylacetamide derivatives lipophilicity is determined experimentally, by thin layer chromatography on reversed phase (RP TLC18 F254s), in mixtures of water and various organic modifiers and computationally, by using the relevant software packets. In order to estimate the potential acute toxicity of the tested diphenylacetamide derivatives, their effective concentrations, EC50, on the selected test organisms have been determined. Experimentally determined lipophilicity (RM0 and m) is correlated with a standard measure of lipophilicity (log P), as well as with the selected parameters of toxicity. Thus it has been found that thin layer chromatography on reversed phase can be used reliably for describing the lipophilicity and for the evaluation of the toxic effects of diphenylacetamide derivatives.
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Током последњих деценија, научна истраживања су у највећој мери усмерена на откривање, испитивање и развој биолошки активних једињења. Модеран дизајн будућег биоактивног агенса је сложен процес, а свака његова фаза је дуготрајна и скупа [1]. Само 3% од укупног броја истраживачких пројеката донесе нови лек на тржиште, а за производњу 20 нових терапеутика фармацеутска индустрија уложи око 50 милијарди долара на годишњем нивоу [2]. Јасно дефинисање својстава будућег биоактивног једињења (жељено дејство, степен ефикасности  и потенцијална токсичност)  представља први корак у рационализацији истраживања. Такође, синтези будућег терапеутика претходи успостављање квалитативних и квантитативних зависности између његове структуре, физичко-хемијских својстава и активности. Једно од својстава новосинтетисаних молекула пресудно за даља испитивања њихове биолошке активности јесте адекватна биорасположивост.  Препознавање потенцијално биолошки активних једињења може бити потпомогнуто применом правила добре биорасположивости, попут Правила Липинског и правила Госеа [3-6]. Према правилу Липинског, потенцијално биолошки активно једињење би требало да поседује: молекулску масу ≤ 500; број донора водоничне везе ≤ 5; број акцептора водоничне везе ≤ 10 (2 ∙ 5) и вредности подеоног коефицијента log P ≤ 5. Слично томе, биоактивно једињење у складу са Госеовим правилом би требало да има: молекулску масу између 160-480; вредности подеоног коефицијента -0,4 ≤ log P ≤ 5,6; укупан број атома у молекулу унутар 20-70 и моларну рефрактивност у опсегу 40-130. 
Један од кључних молекулских дескриптора који могу указати на понашање једињења у биолошком медијуму јесте липофилност. Она одређује пролазак једињења кроз биолошке мембране, његову растворљивост, апсорпцију, дистрибуцију, метаболизам, елиминацију и токсичност [7,8]. Липофилност је најчешће дефинисана подеоним коефицијентом, log P, који представља логаритам односа концентрације једињења у обе фазе засићеног система 1-октанол/вода [9,10]. Као алтернативна мерила липофилности се често примењују хроматографски параметри, RM0 и m, добијени танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама (RPTLC) [11-16]. Осим познавања липофилности и добре биорасположивости као предуслова за даља испитивања у дизајну новог терапеутика, важно је предвидети и његове евентуалне токсичне ефекте по човека и животну средину.
Имајући у виду могућност примене различитих ацетамида као аналгетика [17], антидепресива [18], антиконвулзива [19], антивиротика [20], антихелминтика [21], инсектицида [22], антимикробика [23,24] и антитуморских лекова [25-27], предмет овог рада су били одабрани деривати дифенилацетамида. Прво је испитанa усаглашеност проучаваних деривата дифенилацетамида са правилима Липинског и Госеа, а затим су применом RPTLC у системима вода-сирћетна киселина и вода-диметилсулфоксид (ДМСО), одређени њихови хроматографски параметри RM0 и m. Могућност примене добијених хроматографских параметара проучаваних дифенилацетамида као мерила њихове липофилности и потенцијалне токсичности је испитана корелацијом RM0 и m са подеоним коефицијентом, log P,  као стандардним мерилом липофилности, односно са одабраним параметрима акутне токсичности методом линеарне регресије. 

2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО
Раствори испитиваних дифенилацетамида концентрације 2 mg mL–1 су направљени у етанолу  (J.T. Baker, Холандија). Структуре проучаваних деривата су приказане у Табели 1, а њихова синтеза и карактеризација су описане у литератури [28,29]. 

Табела 1. Структуре испитиваних деривата дифенилацетамида
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Комерцијалне плоче HPTLC RP 18 F254s Macherey–Nagel су коришћене као непокретна фаза. Након наношења око  0,2 μl раствора сваког испитиваног једињења, хроматограми су развијани око 15 минута у смешама вода-сирћетна киселина (J.T. Baker, Холандија) и вода-диметилсулфоксид (J.T. Baker, Холандија). Запремински удео органског растварача у покретној фази је вариран у опсегу ( (ск)= 0,36-0,52, v/v и  ( (дмсо)= 0,36-0,52 v/v. Развијање је вршено једнодимензионом узлазном техником на 250C без претходног засићења атмосфере хроматографске каде парама растварача. После 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. У оба растварача су развијена по три хроматограма. 
За свако проучавано једињење су израчунате средње Rf вредности, а из њих применом једначине (1) су рачунате RM вредности за сваки састав смеше:
RM = log (1/Rf  – 1)










(1)

Линеарна зависност добијена применом једначине (2) је као одсечак дала вредност RM0 и нагиб праве, m: 

RМ = RМ0 + m(











(2)
Одсечак, RM0, представља хроматографску ретенциону константу, док нагиб праве, m, одговара хроматографском параметру који у највећој мери зависи од специфичне хидрофобне површине растворка [30]. Поред RM0 и хроматографски параметар m се такође може применити као алтернативно мерило липофилности.
Добијени експериментални подаци су обрађени помоћу рачунарског програма Origin 6.1., За израчунавање подеоног коефицијента, log P, одабраних молекулских дескриптора и параметара токсичности су примењени софтверски пакети VCCLAB 2007, Molinspiration и PreADMET, респективно [31-33].

3. РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЈА

3.1. Усаглашеност проучаваних деривата дифенилацетамида са правилима добре биорасположивости
Будући да многи деривати ацетамида испољавају биолошку активност, могућност постојања биоактивности проучаваних деривата дифенилацетамида је испитана теоријски, применом правила добре биорасположивости- правила Липинског и Госеовог правила. Вредности молекулских дескриптора обухваћених овим правилима су за испитиване деривате дифенилацетамида приказане у Табели 2 и Табели 3. 
Табела 2. Одабрани молекулски дескриптори испитиваних деривата дифенилацетамида 
	R
	MW
	nON
	nONHN
	natoms
	MR

	H
	211,264
	2
	1
	29
	62,88

	CH3
	225,291
	2
	1
	32
	68,78

	C2H5
	239,318
	2
	1
	35
	73,38

	OH
	227,263
	3
	2
	30
	64,69

	Cl
	245,709
	2
	1
	29
	67,49

	Br
	290,160
	2
	1
	29
	70,57

	F
	229,254
	2
	1
	29
	63,29

	CN
	236,274
	3
	1
	30
	68,98

	COOCH3
	269,300
	4
	1
	35
	75,13

	COCH3
	253,301
	3
	1
	34
	74,13


молекулска маса (MW- molecular weight); број акцептора водоничне везе (nON- number of hydrogen bond acceptor); број донора водоничне везе (nOHNH- number of hydrogen bond donor); укупан број атома у молекулу (natoms- the total number of atoms in molecule); моларна рефрактивност (MR- molar refractivity)
Табела 3. Вредности log P испитиваних дифенилацетамида добијене рачунским путем
	R
	AClog P
	Alog P
	Mlog P
	milogP
	kowwin
	Clog P
	Xlog P3

	H
	2,86
	2,65
	3,11
	2,92
	2,81
	2,70
	3,07

	CH3
	3,18
	3,14
	3,36
	3,37
	3,35
	3,20
	3,43

	C2H5
	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

	COOCH3
	2,84
	2,51
	2,97
	3,09
	3,04
	3,14
	2,92

	COCH3
	2,79
	2,39
	2,97
	2,82
	2,49
	2,61
	2,75


Подаци приказани у Табели 2 и Табели 3 показују да сви испитивани деривати дифенилацетамида теоријски испуњавају услов добре биорасположивости у организму, а тиме имају и предиспозицију за испољавање биолошке активности.
Такође, на основу података из Табеле 3 се може видети да су за исто једињење добијене различите вредности подеоног коефицијента, log P. Постојеће разлике се могу објаснити применом различитих математичких метода у оквиру коришћеног програмског пакета. Упоређивањем израчунатих подеоних коефицијената, уочљиво је да је су највише вредности у просеку добијене за деривате са –Br и ‒C2H5 као најмање поларним супституентима, а најниже за једињење са најполарнијом –OH групом.
3.2. Одређивање липофилности деривата дифенилацетамида применом RPTLC
С обзиром на сличности у међумолекулским интеракцијама које одређују хроматографско и биолошко понашање једињењa, за проучаване деривате дифенилацетамида су применом RPTLC одређени хроматографски параметри, RM0 и m, у два органска модификатора- сирћетнoj  киселини и диметилсулфоксиду (Табела 4).
Табела 4. Параметри хроматографских једначина RМ0, m, r у примењеним органским модификаторима
	R
	модификатор

	
	сирћетна киселина
	ДМСО

	
	RM0
	m
	r
	RM0
	m
	r

	H
	1,613
	-3,302
	0,998
	1,705
	-3,435
	0,999

	CH3
	1,840
	-3,503
	0,999
	1,991
	-3,715
	0,998

	C2H5
	2,106
	-3,713
	0,999
	2,270
	-3,931
	0,998

	OH
	1,155
	-2,818
	0,999
	1,255
	-3,105
	0,996

	Cl
	2,005
	-3,649
	0,998
	2,134
	-3,815
	0,998

	Br
	2,095
	-3,703
	0,999
	2,200
	-3,893
	0,999

	F
	1,795
	-3,455
	0,998
	1,890
	-3,609
	0,999

	CN
	1,251
	-2,951
	0,996
	1,365
	-3,194
	0,999

	COOCH3
	1,355
	-3,057
	0,999
	1,514
	-3,316
	0,999

	COCH3
	1,301
	-3,002
	0,996
	1,419
	-3,240
	0,996


Валидност линеарне зависности између ретенционог фактора, RM, и запреминског удела органског модификатора, φ, у одабраној области експерименталног рада је потврђена високим вредностима регресионог коефицијента, r.
Из Табеле 4 је уочљиво да вредност нагиба, m, прати исти тренд промена као и вредност одсечка, RM0, у оба примењена органска модификатора код свих испитиваних деривата. Претпостављено је да оба хроматографска параметра зависе од истих физичко-хемијских параметара, па су са тим циљем они међусобно корелисани методом линеарне регресије. Једначине добијених линеарних RM0-m зависности, су дате у Табели 5.
Табела 5. Једначине RM0-m  зависности за испитиване дифенилацетамиде у примењеним органским модификаторима
	модификатор
	једначина
	r
	P

	ДМСО
	RM0 = -2,509-1,215m
	0,999
	< 0,0001

	сирћетна киселина
	RM0 = -1,944-1,084m
	0,998
	< 0,0001


Резултати из Табеле 5 показују да је незнатно боља зависност добијена у диметилсулфоксиду.

3.3. Корелација параметара липофилности добијених експерименталним и рачунским путем
У циљу потврде да се хроматографски параметри, RM0 и m, могу користити као алтернативна мерила  липофилности испитиваних деривата дифенилацетамида, применом методе линеарне регресије су корелисани са софтверски добијеним подеоним коефицијентом, log P, као стандардним мерилом липофилности. 
Зависности хроматографских параметара RM0 и m, добијених у сирћетној киселини од подеоног коефицијента, Clog P, су приказане на Слици 1 и Слици 2, респективно.
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Слика 1. Зависност хроматографске ретенционе константе RM0 одређене у сирћетној киселини од подеоног коефицијента Clog P
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Слика 2. Зависност хроматографског параметра m одређеног у сирћетној киселини од подеоног коефицијента Clog P
Слика 1 и Слика 2 приказују линеарну зависност између рачунски добијеног параметра липофилности Clog P, и хроматографских параметара RM0 и m, добијених у сирћетној киселини. Од линеарних зависности добијених у сирћетној киселини одступају деривати са поларним супституентима, што није уочено у случају диметилсулфоксида.
У Табели  6 је приказан корелациони матрикс добијен при линеарној регресионој анализи RM0-log P i m-log P.
Табела 6. Статистички параметри за добијене RM0-log P и m-log P зависности
	log P 
	RM0
	r
	P
	m
	r
	P

	AClog P
	ДМСО
	0,956
	< 0,0001
	ДМСО
	0,963
	< 0,0001

	Alog P
	
	0,972
	< 0,0001
	
	0,977
	< 0,0001

	Mlog P
	
	0,967
	< 0,0001
	
	0,966
	< 0,0001

	milog P
	
	0,958
	< 0,0001
	
	0,964
	< 0,0001

	kowwin
	
	0,906
	0,0003
	
	0,911
	0,0002

	Xlog P3
	
	0,982
	< 0,0001
	
	0,985
	< 0,0001

	Clog P
	
	0,911
	0,0002
	
	0,918
	0,0002

	AClog P
	Сирћетна

киселина
	0,962
	0,0021
	Сирћетна

киселина
	0,968
	0,0016

	Alog P
	
	0,971
	0,0012
	
	0,972
	0,0011

	Mlog P
	
	0,919
	0,0050
	
	0,918
	0,0050

	milog P
	
	0,978
	0,0007
	
	0,979
	0,0006

	kowwin
	
	0,965
	0,0018
	
	0,962
	0,0022

	Xlog P3
	
	0,972
	0,0012
	
	0,974
	0,0010

	Clog P
	
	0,992
	< 0,0001
	
	0,995
	< 0,0001


На основу статистичких параметара приказаних у Табели 6 (r и P) се може видети да је у просеку боља зависност свих подеоних коефицијената добијена при корелацији са хроматографским параметрима одређеним у ДМСО. Међу подеоним коефицијентима најбоље слагање са вредностима RM0 и m је показао Xlog P3 , а најслабије подеони коефицијент kowwin.

Добијене линеарне зависности RM0-log P i m-log P указују на поуздану применљивост танкослојне хроматографије на обрнутим фазама при одређивању липофилности одабраних деривата дифенилацетамида. 
3.4. Корелација хроматографских параметара RM0 и m са одабраним параметрима токсичности

Примена новосинтетисаног биоактивног једињења (терапеутика) је поред његових позитивних утицаја условљена и његовим негативним ефектима на екосистем. У циљу процене могуће токсичности, за проучаване деривате дифенилацетамида су применом софтверског пакета preADME израчунате вредности ефективне концентрације, EC50, mgkg-1, као мерила акутне токсичности за следеће тест организме: Algae at, Daphnia at, Medaka at и Minnow at (Табела 7). 
Табела 7. Софтверски израчунате вредности EC50 проучаваних дифенилацетамида за одабране тест организме
	R
	Algae at
	Daphnia at
	Medaka at
	Minnow at

	H
	0,100
	0,184
	0,048
	0,046

	CH3
	0,058
	0,109
	0,018
	0,024

	C2H5
	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

	COOCH3
	0,071
	0,161
	0,040
	0,046

	COCH3
	0,078
	0,189
	0,054
	0,060


На основу података приказаних у Табели 7 се може видети да међу испитиваним дериватима дифенилацетамида највећу токсичност у просеку, на све примењене тест организме имају деривати са ‒C2H5 и ‒Br као супституентом. Такође, може се уочити да су сви проучавани деривати најтоксичнији за јединке врсте Medaka.  

Постојање зависности између експериментално одређене липофилности (хроматографских параметара RM0 и m) проучаваних једињења и њихових вредности параметара токсичности за различите тест организме (EC50) је испитано применом методе линеарне регресије. Слика 3 и Слика 4 

приказују зависности RM0-Medaka at и m-Medaka at добијене у сирћетној киселини.
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Слика 3. Зависност хроматографске ретенционе константе RM0 одређене у сирћетној киселини од Medaka at
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Слика 4. Зависност хроматографског параметра m одређеног у сирћетној киселини од Medaka at
Са Слике 3 и Слике 4 се може видети да су зависности RM0-Medaka at и m-Medaka добијене у сирћетној киселини линеарне. Такође, уочљиво је да од ове зависности одступају једињења са поларним супституентима, што је утврђено и у случају диметилсулфоксида. Корелациони матрикс добијен као резултат линеране регресионе анализе између хроматографских параметара RM0 и m и вредности EC50 проучаваних деривата за одабране тест организме  је приказан у Табели 8.
Табела 8. Корелациони матрикс добијен за RM0- EC50 и m- EC50 зависности
	токсиколошки параметар
	RM0
	r
	P
	m
	r
	P

	Algae at
	ДМСО
	0,982
	0,0005
	ДМСО
	0,989
	0,0002

	Daphnia at
	
	0,989
	0,0002
	
	0,992
	< 0,0001

	Medaka at
	
	0,978
	0,0007
	
	0,986
	0,0003

	Minnow at
	
	0,935
	0,0050
	
	0,942
	0,0050

	Algae at
	Сирћетна

киселина
	0,974
	0,0010
	Сирћетна

киселина
	0,981
	0,0005

	Daphnia at
	
	0,983
	0,0004
	
	0,988
	0,0002

	Medaka at
	
	0,966
	0,0017
	
	0,975
	0,0010

	Minnow at
	
	0,944
	0,0046
	
	0,949
	0,0038


Статистички параметри приказани у Табели 8 показују да су нешто боље RM0-EC50 и m-EC50 зависности добијене у случају диметилсулфоксида. Осим тога, њихове вредности потврђују претпоставку да се хроматографски параметри RM0 и m, добијени танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама могу примењивати за процену токсичности по животну средину. 
4. ЗАКЉУЧАК
Одабрани деривати дифенилацетамида су били проучавани са циљем предвиђања постојања њихове биолошке активности применом правила добре биорасположивости (Правило Липинског и Правило Госеа), одређивањем њихове липофилности (експериментално и рачунским путем) и проценом њихове токсичности. 

Танкослојном хроматографијом на обрнутим фазама у присуству два органска модификатора, сирћетне киселине и диметилсулфоксида су одређени хроматографски параметри RM0 и m проучаваних деривата дифенилацетамида. Методом линеарне регресиje су успостављене задовољавајуће корелације хроматографских параметара RM0 и m са софтверски одређеним подеоним коефицијентом, log P, као стандардним мерилом липофилности, а такође и са софтверски добијеним вредностима EC50 испитиваних деривата за различите тест организме (Algae at, Daphnia at, Medaka at i Minnow at). Валидност добијених линеарних зависности је потврђена вредностима статистичких параметара (r, sd i P).
Сви добијени резултати потврђују да се хроматографски параметри RM0 и m, могу поуздано примењивати за описивање липофилности и процену екотоксичности проучаваних деривата дифенилацетамида.
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