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1. Uvod

Simetri¢ni triazini su znacajna grupa fizioloSki aktivnih jedinjenja koja se
prvenstveno primenjuju u poljoprivredi. Otporni su na razliCita fizicko-hemijska
dejstva tako da spadaju u najCeS¢e primenjivanje herbicide za zastitu biljnih kultura
od korova 1 drugih nepoZeljnih biljaka. Neki derivati s-triazina nalaze primenu i u
medicini kao lekovi protiv malarije i tropskih ¢ireva, zatim u hemoterapiji pokazuju
1zuzetno dobre rezultate u inhibiciji rasta razli¢itih tipova tumora 1 koriste se kao lek
za leukemiju. Osim primene u medicini, jedinjenja s-triazina se primenjuju i u
razliitim granama hemijske industrije kao jedna od bitnih komponenata eksplozivnih
smesa.

Pored lekovitih, s-triazini mogu imati i toksi¢na dejstva. Konstatovano je da
s-triazini kod toplokrvnih Zivotinja izazivaju mutagene, a nekad 1 patogene efekte.
Posto je njihovo rezidualno delovanje dugotrajno, cesto se posebna paznja posvecuje
sintezi 1 ispitivanju osobina nekih novih derivata koji bi bili manje toksi¢ni kako za
sisare, tako 1 za biljke. Da bi se u potpunosti razumele farmako-kineticke osobine 1
moguca dejstva novosintetisanih jedinjenja s-triazina u pocetnoj fazi ispitivanja,
vazno je poznavati njihove fizicko-hemijske parametre. NajeS€e primenjivane
metode za odredivanje  fiziCko-hemijskih  osobina su: hromatografske,
spektrofotometrijske, imunoloske metode, gde hromatografija sa statistickim
metodama obrade podataka danas zauzima znac¢ajnu ulogu.

Koris¢enjem te¢ne hromatografije istrazivanja ¢e u ovom radu biti usmerena u
pravcu ispitivanja uticaja hemijske strukture na retenciono ponaSanje
novosintetisanih derivata s-triazina. Kao nepokretne faze primenic¢e se: standardna,

komercijalna RP C-18 1 alternativna silika gel impregniran parafinskim uljem.
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Zatim Ce se utvrditi veza izmedu lipofilnog karaktera molekula, logP 1
hromatografskih podeonih retencionith parametara. IstraZivanja usmerena u tom
pravcu danas su veoma aktuelna 1 spadaju medu prioritetne, kako u svetu, tako i1 kod
nas.

Takode ¢e se ispitati korelacija izmedu retencionih konstanti, R, i razli¢itih
molekulskih deskriptora, odnosno prediktora bioloske aktivnosti s-triazina,
postavljanjem odgovaraju¢ih matematickih modela. Time ¢e se do¢i do statisti¢ki

znacajnih korelacija izmedu hemijske strukture derivata s-triazina i njihovih osobina.
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2. Teorijski deo

2.1. Osnovni teorijski principi u hromatografiji i
mehanizmi razdvajanja

Hromatografija je fizicko-hemijska metoda razdvajanja supstanci, zasnovana
na njihovoj raspodeli izmedu dve faze u dodiru, od kojih je jedna nepokretna, a druga
pokretna'.

Raspodela je posledica razliCitih interakcija molekula supstanci sa pokretnom
(mobilnom) 1 nepokretnom (stacionarnom) fazom, §to rezultuje razliCitim brzinama
njihovog kretanja. Veli¢ina ovih interakcija zavisi kako od prirode faza, tako 1 od
prirode samih supstanci®”.

Pokretna faza u hromatografiji moze biti teCna i1 gasna. Otuda i podela
hromatografije na te¢nu 1 gasnu.

U zavisnosti od polarnosti nepokretne i pokretne faze, razlikuju se dva slucaja -
hromatografija na normalnim fazama (NVPC - Normal Planar Chromatography) i
hromatografija na obrnutim fazama (RPC - Reversed Planar Chromatography). Kod
hromatografije na normalnim fazama (NP) nepokretna faza polarnija je od

6-12

pokretne” . Kod hromatografije na obrnutim fazama (RP), pokretna faza polarnija je

od nepokretne faze'>'*.

Prema tehnici izvodenja, hromatografske metode dele se na kolonske i
laminarne (planarne) — hromatografija na tankom sloju.

Zadrzavanje rastvorka u nepokretnoj fazi tokom hromatografskog procesa

naziva se retencija.
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U hromatografiji retencija rastvorka izrazava se preko kapacitetnog faktora
rastvorka, k;, koji predstavlja osnovni retencioni parametar. Kapacitetni faktor
definiSe se kao koli¢nik koncentracija rastvorka u nepokretnoj (c;) 1 pokretnoj (i)

.19
fazi 7:

Cis
Cim (1)

Retencija rastvorka u planarnoj hromatografiji na (tankom sloju) izrazava se

log k., =

20,21

pomoc¢u Ry vrednosti™". Sama oznaka Ry je skracenica od engleskog izraza

,»retardion factor” (faktor zadrzavanja). R, vrednost predstavlja odnos rastojanja koje

prede ispitivana supstanca (/) i rastojanja koje prede front rastvaraca (/) od starta :

T 2)

U praksi se umesto R, &esto koristi Ry vrednost™™>:

1

Izmedu Ry 1 logk postoji sledeca veza:

1

2.1.1. TecCna hromatografija

Kod tec¢ne hromatografije pokretna faza je uvek tecna, dok nepokretna moze

e teCno-Cvrsta i

e tecCno-teCna hromatografija.
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Kod tecno-Cvrste hromatografije do razdvajanja dolazi usled razlike u
apsorpcionoj sposobnosti molekula razli¢itih komponenata smeSe na povrSini
nepokretne faze. S obzirom da je u osnovi razdvajanja apsorpcija, drugi naziv za
teCno-Cvrstu hromatografiju je apsorpciona hromatografija. Kao nepokretna faza u
apsorpcionoj hromatografiji naj¢es¢e se koriste supstance neorganskog porekla, kao
Sto su: silika gel, aluminijum-oksid 1 sli¢no.

U apsorpcionoj hromatografiji retencija se menja u zavisnosti od zapreminskog

udela polarnije komponente pokretne faze (@) prema jednaéini®’*:

R,, =m+nloge )
gde je m odsecak, a n nagib u jednacini (5).

U tecno-tecnoj hromatografiji retencija je posledica raspodele izmedu dve
teCne faze koje se ne meSaju. Jedna tecna faza je pokretna, dok je druga nepokretna i
vezana (fizicki ili hemijski) za povrSinu nosaca, obi¢no silika gela.

Zavisnost izmedu retencije 1 sastava pokretne faze u teCno-te¢noj

hromatografiji moZe se opisati kvadratnom jednaginom®*:

R, =A¢>+Bp+R,, ©)
u kojoj su:

AiB - konstante za datu kombinaciju rastvorak-pokretna-nepokretna faza,

® — zapreminski udeo organskog rastvarata u pokretnoj fazi,
R, — retencija rastvoraka u pokretnoj fazi pri ¢ =0.
19,36,41-43

Dokazano je da je konstanta 4 najceS¢e mala , pa se prvi ¢lan u

kvadratnoj jednacini moZe zanemariti. Ovo se posebno odnosi na pokretnu fazu

44-46

metanol-voda™ . U tom sluc¢aju jednacina (6) dobija oblik:

RM :R](‘)/[ +S¢ (7)
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Obe konstante R, i S karakteristitne su za dati rastvorak, pokretnu i
nepokretnu fazu 1 koriste se za definisanje odgovarajuc¢ih osobina kako razliCitih

hromatografskih sistema, tako i samih rastvoraka®’.

2.1.2. Podrucja primene hromatografije na tankom sloju
(TLC)

Hromatografija na tankom sloju puno se koristi u analitici, prvenstveno
zahvaljujuéi svojoj jednostavnoj i brzoj tehnici izvodenja. Cesto je propratna metoda
ostalim metodama analiti¢ke hemije™***%.

Na primer, u kombinaciji sa spektrofotometrijom: hromatografijom na tankom
sloju se razdvajaju supstance, a spektrofotometrijskom metodom se iste identifikuju i
kvantitativno odreduju’’.

Hromatografija na tankom sloju je naSla Siroku primenu u razli¢itim
industrijskim sferama. Na primer, u prehrambenoj industriji tom metodom se
utvrduje prisustvo nedozvoljenih boja u prehrambenim proizvodima, posebno zbog
toga §to se zna da su neke od njih kancerogenog dejstva’ ™. Zatim, veliku primenu
hromatografija na tankom sloju ima u farmaceutskoj industriji, 1 to prvenstveno u
procesima ispitivanja i kontrole lekova sa ciljem njihove identifikacije, odredivanja
Cistoée, ali i ispitivanja stabilnosti aktivnih sastojaka lekova™.

Zbog jednostavnosti izvodenja ova metoda u velikoj meri se koristi 1 za
odredivanje razli¢itih organskih jedinjenja u biolo§kom materijalu’’’. Takode,

koristi se i za odredivanje razligitih fizi¢ko-hemijskih parametara jedinjenja®®.
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2.2. Osobine i primena s-Triazina

Simetri¢ni triazini ili /,3,5-triazini su heterociklicna azotova jedinjenja opSte

formule:

X
Py
11\’I \N3

4
N s

R,—NH N~ NH-R,
Slika 2.1. Opsta formula

Njihov originalni naziv  simetri¢ni triazini se najceS¢e skracuje sa
s- ili sim-triazini.

Prema wvrsti supstituenta (X), heterociklicna azotova jedinjenja dobijaju
razli¢ita imena. Ako je supstituent hlor (-Cl), tada se naziv zavrSava na ,,azin”, ako je
metoksi grupa (-OCHj;) tada im se ime zavrSava na ,,ton”, a ako je supstituent metiltio
grupa (-SCH;) onda na ,,trin”.

U zavisnosti od supstituenta R; i R, vezanim u prstenu (slika 2.1), razlikujemo

devet razlicitih grupa jedinjenja ¢ija su imena data u tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Osnovni tipovi derivata 1,3,5-triazo jedinjenja

R, R, X=Cl X=0CH; | X=SCH;

CH5-CH,- CH;-CH,- simazin simeton simetrin

— — ' t tri
CH3> CH CH3> CH propazin | prometon | prometrin

> CH— CH;-CH,- atrazin atraton ametrin
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1952. godine, Kniisli i Gysin su u Bernu, u laboratorijama firme Geigy,
prviput sintetisali s-triazin®. Danas se razligiti s-triazinski derivati vrlo lako
sintetizuju 1z relativno jeftinog 1 lako dostupnog, cijanurin-hlorida, tj,
2,4.6-trihloro-1,3,5-triazina®®’. Svaki od atoma hlora cijanurin-hlorida moguce je
zameniti bilo kojim nukleofilnim regensom pod odredenim reakcionim uslovima,

(slika 2.2).

2 supstitucija

na25°C
3
* R ol
Y
i' NJ~?N
Nukleofilni reaktanti; R2 I, RS

)N: sJN\ baze ~ X /LN 7 ”

. I |
1 supstitucija 3 supstitucija X,Y,Z=C,N, 0O, S
na(C na 65 °C R'..R’ = Alkil, Aril

Slika 2.2. Sinteza polifunkcionalnih s-triazinskih derivata iz cijanurin hlorida

Uvodenje prvog supstituenta u molekul cijanurin-hlorida je spontana,
egzotermna reakcija, koja se odigrava ve¢ pri temperaturi od 0°C. Supstitucija
drugog atoma hlora s-triazinskog prstena je malo kompleksnija reakcija, ali 1 ona se
odvija na sobnoj temperaturi. Tek supstitucija freceg atoma zahteva poviSenu
temperaturu (65°C) 1 prisustvo katalizatora. Pazljivom regulacijom temperature
dobi¢e se odgovaraju¢i 2,4,6-trisupstituisani triazin. Prinos svakog od koraka u

supstituciji dostize i 95% .

Doktorska disertacija Lidija Jevri¢



2.2.1

Fizicko-hemijske karakteristike s-triazina

s-Triazini su bele, Cvrste, kristalne supstance sa relativno visokim tackama

kljucanja. Uglavnom se slabo rastvaraju u vodi, a dobro u nepolarnim organskim

rastvaraima. U jako kiselim ili baznim rastvorima podlezu reakciji hidrolize, pri

“ . .. cq . . . .6
gemu nastaju njihovi hidroksi derivati®.

Hemijski, s-triazini su slabo bazne, polarne supstance. Na bazne osobine

s-triazina najveci uticaj ima supstituent (X) u polozaju 2. U zavisnosti od supstituenta

bazne osobine rastu u nizu CI < SCH; < OCH;.

Supstituenti u polozaju 4 1 6 imaju znatno manji uticaj na njihove bazne

osobine, §to se odrazava na pK vrednosti (Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Osobine nekih supstituisanih s-triazina

: supstituent

naziv 3 1 6 pK,
ipazin Cl N(C,Hs), NHCH(CHj3), 1,99
CI-BTBAT" Cl | NHC(CHs)s NHC(CH3); -
trietazin Cl NHC,H;s N(C,Hs), 1,80
propazin Cl NHCH(CHj3), NHCH(CH3), 1,85
terbutilazin Cl NHC,H;s NHC(CHj3)s3 1,94
atrazin Cl NHC,H; NHCH(CHj3), 1,70
simazin Cl NHCzHS NHC2H5 1 ,90
cianazin Cl NHC(CHj3)3 NHCN 1,30
aziprotin SCH; | NHCH(CHs;), N; -
prometrin SCH; | NHCH(CHj3), NHCH(CHj3), 4,05
terbutrin SCH; | NHC,Hs NHC(CHj3);3 4,40
ametrin SCH; | NHC,Hs NHCH(CHj3), 4,10
simetrin SCH; NHC,H; NHC,H; 4,00
desmetrin SCH; | NHCH; NHCH(CHj3), 3,93
metoprotin SCH; | NHCH(CHs;), NH(CH;);0CH3 4,00
simeton OCHs; | NHC,Hs NHC,Hs 4,20
terbuton OCH; | NHC(CH3); NHC,H; 4,40
prometon OCHs | NHCH(CHj3), NHCH(CHj3), 4,20
sec-bumeton OCH; | NHC,H; NHCH(CH3;)C,Hs 4,22
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s-Triazini su osetljivi na dejstvo svetlosti. Pod uticajem svetlosti dolazi do

reakcije fotolize pri ¢emu nastaju hidroksi triazini® (slika 2.3).

OH

\N hv NJ§N hv NJ§N hv NJ§N hv N)%N
= J P L. > | >

. P ) A .
H,N~ "N~ "NHP,! H,N~ "N~ "NHP/! Et-HN" 'N° 'NHP/ Et—HN~ 'N” 'NH, HN" N~ 'NH,

A

l
NLN
X

H,N~ "N~ "NH,

N

|
HzN)\

N
=
NH,
hv

T

Slika 2.3. Sema fotoliticke degradacije s-triazina
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2.2.2. Bioloska aktivnost s-triazina

Vecina s-triazina pokazuju znacajnu bioloSku aktivnost. Vecinom se
primenjuju kao herbicidi. Otporni su na razlicita fizicko-hemijska dejstva, tako da
zbog te osobine s-triazinski herbicidi spadaju u naj¢es¢e primenjivanje herbicide za
zagtitu biljnih kultura od korova i drugih nepozeljnih biljaka®. Njihova detoksikacija
1 degradacija je prili€no spora, a rezidualno delovanje dugotrajno.

s-Triazinski herbicidi ispoljavaju fito-toksicne osobine, jer naruSavaju proces
fotosinteze®. Hlorofil, se oksiduje i obezboji. Posledica toga je pojava zutog lista,
najpre po rubovima, a zatim po celoj povrsini i na kraju nastupa odumiranje biljke.
Postoje biljke koje poseduju rezistentnost, odnosno imaju sposobnost fizioloske
otpornosti na dejstvo s-triazinskih herbicida. Na primer kukuruz toleriSe prisustvo
hlor-s-triazina u citoplazmi i za vrlo kratko vreme inaktivira apsorbovane molekule
herbicida®. Vrlo esto se triazinski herbicidi kombinuju sa herbicidima iz drugih
grupa jedinjenja i nalaze primenu kao totalni herbicidi’.

s-Triazinski herbicidi ne uniStavaju mikrofloru 1 mikrofaunu u zemji, ¢ak 1 ako
su zastupljeni sa visokim koncentracijama®. Simazin (2-hloro-4,6-bis(etilamino)-
s-triazin), na primer, potpomaze razvijanje penicilinskih bakterija, Actinomycetae,

koje ga, zajedno sa drugim mikroorganizmima, razgraduju, (slika 2.4).

e Y

N NH + CO,

A= A
C,H; - /k < NH—C,H; C,H, - 7 NH- GHs C,Hs~ /\/ \

Slika 2.4. Razgradnja s-triazinskog herbicida pod uticajem mikroorganizama u zemlji

Preostali nerazgradeni delovi s-triazinskih herbicida iz zemljiSta dospevaju

prvo do biljaka, a zatim, ve¢ spomenutim lancem ishrane, do ¢ovekovog organizma.
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Apsorpcijom s-triazinskih herbicida na koloidima zemlje dolazi do snizavanja
pH sredine. Kisela zemljiSta predstavljaju dobru podlogu za jonoizmenjivacku
adsorpciju s-triazinskih herbicida, koji obrazuju komplekse sa H' jonima na povrsini
micele koloida zemlje’'. Medutim, mikroorganizmi prisutni u zemlji$tu utiu na
razgradnju tih obrazovanih kompleksa s-triazinskih herbicida’".

Za razlaganje s-triazinskih herbicida u vodenoj sredini dominirajuc¢i faktor

7476 5 Triazinskih

koji utice na njthovu hidrolizu je temperatura i pH sredine
herbicida u atmosferi ima u neznatnim koli¢inama, zbog toga Sto se jednim delom
kondenzuju, a drugim delom, putem hemijske degradacije, hidrolize 1 oksidacije sa
kiseonikom razgraduju do CO, i H,O"'.

ToksikoloSke analize s-triazinskih herbicida kod toplokrvnih Zivotinja su
pokazale da uneti herbicidi u organizmu Zivotinje 1 ¢oveka supstituiSu pirimidinske
baze 1 menjaju strukturu nukleinskih kiselina u c¢elijama. Vecée koncentracije
s-triazinskih herbicida u organizmu izazivaju promene rada bubrega, a u
redim slu¢ajevima dolazi do poremecaja rada jetre 1 mozga 1 stvaranja
malignih tumora” ™.

Danas, razliciti N-supstituisani derivati s-triazina nalaze primenu i u medicini.
Na primer, p-arsenofenilmelamin se koristi kao sredstvo protiv malarije i1 tropskih
gireva®®. U medicini je poznat kao preparat ,,Melarsen”. Zatim, 2.,4,6-trietilen-
melamin u hemoterapiji, pokazuje izuzetno dobre rezultate u inhibiciji rasta razlicitih
tipova tumora 1 koristi se kao lek za leukemiju. Osim primene u medicini,
derivati s-triazina se primenjuju i u razli¢itim granama hemijske industrije®™.
2,4,6-Triamino-s-triazin je jedna od bitnih komponenata eksplozivnih smeSa. U
proizvodnji grafickih boja, 2,4,6-trimetil-s-triazin je osnovna sirovina za dobijanje
plavo-crnih tonova fotografske emulzije za izradu fotografija. SmeSa melamina
(2,4,6-triamino-s-triazin) 1 formaldehida je vazna jer predstavlja sredstvo za bojenje
koze. 2-Hlor-4,6-diamino-s-triazin se koristiti u kombinaciji sa fenolnim smolama

kao filter materijal za sterilizaciju 1 pre€iS¢avanje vode. MoZe se koristiti 1 kao

antiseptik.
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2.2.3. Medumolekulske interakcije s-Triazina

Molekuli s-triazina i njegovih derivata podlezu razli¢itim medumolekulskim

interakcijama koje nisu kovalentnog tipa. U ove interakcije spadaju vodoni¢ne

veze"®, nekovalentne interakcije i TT-interakcije

89-91

Sliéno benzenu, s-triazinski prsten je aromatian. Medutim, za razliku od
benzena, s-triazin u svojoj strukturi 1ima tri simetriéno rasporedena atoma
azota. Zahvaljuju¢i  slobodnim  elektronskim parovima azota, s-triazini

mogu da grade koordinacione, vodoni¢ne veze, ali 1 razliCite supramolekularne

92-93

T 1/ 1li O-interakcije” . Takode, zbog prisutna tri atoma azota, §to se sa slike 2.5

vidi, elektrostaticko polje 1 parcijalna naelektrisanja molekula benzena 1 s-triazina su

razli¢ito raspodeljeni.

Slika 2.5. Sematski prikaz raspodele mogucih mesta interakcije, polarizacije molekula i

povrsine elektrostatickog polja kod benzena (b, c, d), odnosno s-triazina (e, f, g, h)

Doktorska disertacija Lidija Jevri¢



- 14 -

Pregled mogucih ne-kovalentnih interakcija s-triazina, prikazan je na slici 2.6

U ove interakcije mogu biti ukljuceni slobodni elektronski parovi azotovih atoma

(koordinaciona i vodoni¢na veza), zatim delokalizovani T-elektroni s-triazinskog
prstena (7T-Tt-interakcije 1 katjon-7U interakcije), ¢ak 1 O-elektroni osnovne strukture

(anjon-O 1 elektron-C-interakcije).

3. s-Triazine;

- stacking

Slika 2.6. Moguée interakcije s-triazinskog prstena (1-2: slobodnih elektronskih parova atoma

azota, 3-6: interakcije delokalizovanih n-elektrona s-triazinskog prstena i 7-8:

interakcije sa c-elektronima)

Posto je s-triazinski prsten heteroaromati¢an sa delokalizovanom strukturom
moze se ponaSati i1 kao O-donor, i kao T7r-akceptor. Veoma stabilni kompleksi
molekula s-triazina sa prelaznim metalima’™, nastaju preklapanjem popunjenih
d-orbitala metala i nepopunjenih 7t* orbitala s-triazinskog prstena. Sa druge

strane, do formiranja vodoni¢nih veza moze do¢i zahvaljujué¢i slobodnim
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elektronskim parovima na atomu azota gde se atomi azota ponasaju kao akceptori u
vodoni¢nij vezi”.

Od svih interakcija najviSe su proucavane vodoniCne veze, naroCito na
molekulu melamina. Kristalna struktura melamina se moze predstaviti pomocu tri
rezonancione strukture, dve analogne nepolarnim Kekule-ovim strukturama benzena

i jedna asimetri¢na, u kojoj su naelektrisanja u molekulu razdvojena® (slika 2.7).

_ ®
NH, NH, NH,

B
_k k_

LI A

H,N NH,  H,N~ N

Slika 2.7. Osnovne rezonancione strukture melamina

Usled toga ovaj molekul predstavlja trostruku donor-akceptor-donorsku

jedinicu (D-A-D)”, a moguée D-A-D interakcije su prikazane na slici 2.8.

D D
HEN,H
A A

NS
D | D
HEWJLNNEIJ\H,H
H

;
D A D

Slika 2.8. Moguéa mesta za formiranje vodoni¢nih veza melamina [D-A-D];.

Doktorska disertacija Lidija Jevri¢



-16 -

Analogno melaminu, mogu se i kod 4,6-diamino-2-hlor-s-triazina, kao i kod
njegovih N-supstituisanih derivata sliéne rezonancione strukture (slika 2.9),

pretpostaviti sliéne D-A-D interakcije.

Slika 2.9. Rezonanciona struktura 4,6-diamino-2-hlor-s-triazina

Moramo naglasiti i podvué¢i da ne-kovalentne interakcije imaju izuzetno

vaznu ulogu u ispoljavanju biologke aktivnosti jedinjenja uopste”” "

. To je pre svega
od ogromne vaznosti za sintezu buducih bio-aktivnih jedinjenja, ali i za razumevanje
procesa degradacije, metabolizma 1 eliminacije s-triazina kako iz Zivih organizama

tako 1 u prirodi uopste.
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2.3. Kvantitativna veza izmedu hemijske strukture i

osobina molekula

Poznato je da su fizicke osobine hemijskih supstanci, kao na primer: boja,
miris, tacka topljenja, gustina, elektricna provodljivost itd., u tesnoj vezi sa
strukturom samih molekula. Takode, osim fizickih osobina od strukture molekula

. . .. . . . v . 101,102
zavise njegova hemijska reaktivnost i bioloska aktivnost

. Drugim recima,
ukoliko strukturu smatramo nezavisnom promenljivom, fizicke osobine, hemijska
reaktivnost 1 bioloSka aktivnost bi¢e zavisne promenljive. Prema tome, moguce je

napisati tri funkcionalne zavisnosti:

Osobina = f (struktura) (8)
Reaktivnost = f (struktura) 9)
Aktivnost = f (struktura) (10)

Jedan broj naucnih istrazivanja koja se sprovode tokom poslednjih desetak
godina, usmerena su ka uspostavljanju zavisnosti'"'** izmedu strukture (informacije
koja je kodirana u samom molekulu) i karakteristika molekula. Na Zalost, eksplicitnu
funkcionalnu zavisnost je teSko odrediti 1 definisati. Ipak, na osnovu dosadasnjih
empirijskih saznanja moguce je pretpostaviti koja molekulska karakteristika najbolje
definiSe odredenu osobinu. Kako bi se dobile zadovoljavaju¢e korelacije koje imaju
fizickog smisla, veoma je vazan izbor parametara molekula koji ¢e se primenjivati. Ti
parametri koji predstavljaju numeri¢ku vrednost odgovarajuce karakteristike nekoga

105-108

jedinjenja, zovu se molekulski deskriptori . Povezanost molekulskih deskriptora

sa karakteristikama molekula prikazana je na slici 2.10.
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molekul j

\
eksperimenti l eksperimenti

teorija

l

D |

Fizicko - hemijske‘ bioloska
osobine aktivnost

Y

Slika 2.10. Veza molekulskih deskriptora sa bioloskom aktivno$éu i fizicko-hemijskim

osobinama molekula

Molekulski deskriptori se dobijaju kao krajnji rezultat procedure kojom se uz
pomo¢ logickog i matematickog postupka na osnovu strukture molekula generiSu
numericki podaci koji simboli¢no predstavljaju odredenu karakteristiku molekula.

Danas savremeni softveri 1 matematic¢ki programi omogucavaju izraCunavanje
preko 2000 razli¢itih molekulskih deskriptora'® ">, Cak i najjednostavniji softverski
paketi za crtanje hemijskih struktura molekula imaju opciju izracunavanja nekih
jednostavnijih molekulskih deskriptora (slika 2.11).

Medutim, do numericke vrednosti samog deskriptora moze se doc¢i i uz pomo¢
nekog standardnog eksperimenta.

Bez obzira na naCin na osnovu kog se dolazi do odredenog molekulskog

deskriptora (bilo racunski, bilo eksperimentalnim putem), deskriptori se koriste za
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uspostavljanje kvantitativnih odnosa izmedu molekulske strukture, fizicko-hemijskih
osobina' i bioloske aktivnosti. Deskriptori, pored toga §to omoguéavaju uvid u
odredenu fizicko-hemijsku osobinu, mogu da se koriste za predvidanje, odnosno

procenu odredene karakteristike molekula''®''®.
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Slika 2.11. Primer softverskog paketa kojim se racunaju molekulski deskriptori

Matematicki model koji povezuje hemijsku strukturu i aktivnost skraceno se
obelezava sa OSAR (Quantitative Structure Activity Relationship)'"*'*', a model koji
povezuje hemijsku strukturu 1 osobine sa @SPR (Quantitative Structure Property

Relationship)'**"**.

Koristi se izraz fizi€ko-hemijske osobine koji objedinjuje fizicke osobine i hemijsku reaktivnost.
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Cilj OSAR modela je u pronalaZzenju veze izmedu bioloSke aktivnosti i
strukture molekula, a @SPR modela u nalazenju zavisnosti izmedu fizicko-hemijskih
osobina i strukture molekula>>'*,

Molekulski deskriptori se razlikuju po slozenosti informacija koje u sebi nose,
tj. po vremenu koje je potrebno za njihovo izracunavanje. Oni mogu kvantifikovati
neku osobinu molekula u celini (kao na primer, logP 1 molarna refraktivnost), mogu
se izraCunati na osnovu dvodimenzionalne (2D) strukture (topoloski indeksi) ili je za
njihovo izraCunavanje neophodna trodimenzionalna (3D) prezentacija molekula

(farmakokineticki deskriptori)'**'*°

. Prema tome, u zavisnosti od nacina na koji se
izradunavaju, deskriptori se mogu podeliti na'*:

- 1D

- 2D

- 3D

U tabeli 2.3 dat je primer deskriptora koji se mogu izraunati na osnovu

razlicitih prikaza molekula.
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Tabela 2.3. Primeri deskriptora, koji se mogu izracunati na osnovu razlicitog prikaza molekula

Prikaz molekula

Deskriptori

1D

C,7H3CIN;5

Molekulska masa

Atomski deskriptori

2D ‘
RN )\ / Pk

Fragmentacioni doprinosi
Topoloski indeks
Conectivity (povezanost)

Flexibility (elasticnost)

3D

Talasne funkcije

Povrsina molekula
Zapremina molekula

Interakcione energije

Valencione karakteristike
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Druga podela zasniva se na prirodi osobine koju deskriptori opisuju. Tako,
103-147,

deskriptori mogu opisivati slede¢e osobine molekula
— lipofilnost,
— sposobnost gradenja vodoni¢nih veza,
— elektronske osobine molekula (naelektrisanje, polarizabilnost, dipolni
momenat, razliCite vrste energija),
— sterne karakteristike molekula 1

— topoloske osobine molekula.

Oblast molekulskih deskriptora je interdisciplinarna i objedinjuje mnostvo
razli¢itih teorija. IzraCunavanje molekulskih deskriptora podrazumeva predznanje
algebre, teorije grafova, informatike, ra¢unarske hemije, poznavanje mehanizama

organskih reakcija, kao i fizicke hemije'*.

Za uspesnu primenu molekulskih
deskriptora, pored ove problematike, neophodno je poznavati jo§ 1 statistiku,
hemometriju, ali i osnove OSAR/QSPR pristupa. StaviSe, programiranje, savremeni
softver 1 hardver su elementi bez kojih istraziva¢ ne moZe da radi
u ovoj oblasti'®.

Upotreba molekulskih deskriptora unela je izuzetno velike promene u
savremene naucne tokove istrazivanja. Dok su se istrazivaci u ovoj nauc¢noj oblasti
pre tridesetak godina pretezno bavili uspostavljanjem matematickih zavisnosti
1izmedu eksperimentalno izmerenih vrednosti, danas se paznja uglavnom posvecuje
modelovanju izmerenih karakteristika pomoc¢u molekulskih deskriptora. Upotreba
molekulskih deskriptora sve vise se $iri 1 na oblasti koje se bave zivotnom sredinom,
toksikologijom 1 tehnologijom.

Sto su hemijski sistemi i problemi koji se proucavaju sloZeniji, to je i broj
molekulskih deskriptora, koji je potrebno koristiti za izrazavanje posmatrane

karakteristike, ve¢i. Zbog toga deskriptori postaju jedan od najvaznijih parametara u

formiranju modela'® (slika 2.12).
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Teorija grafova, teorija informacija,
kvantna hemija, organska hemija,
fizicka hemija...

izracunavanje
matematicki Statistik
: atistika
. . . ostupci N
Molekulski deskriptori |« posp > Hemometrija
Hemoinformatika

primena

QSAR/QSPR, Medicina, Toksikologija,
Farmakologija, Analiticka hemija...

Slika 2.12. Mesto molekulskih deskriptora u savremenim naucnim tokovima

U osnovi svakog matematickog modela koji povezuje karakteristike molekula

sa molekulskim deskriptorima je empirijska matematicka funkcija, f (11):

y =/ (X1, Xa,... Xp). (11)

U gornjem izrazu (y) predstavlja zavisnu promenljivu (eksperimentalno
izmerenu karakteristiku), dok je (X) nezavisna promenljiva kojih moze biti vise.
Nezavisne promenljive mogu biti u medusobnoj zavisnosti ili su relevantne za
ispitivanu  karakteristiku molekula. Shodno tome, nezavisne promenljive su
molekulski deskriptori. Matematicka funkcija (11) treba da je takva da uz pomo¢
molekulskih deskriptora, u S§to je moguce vecoj meri, precizira ispitivanu

karakteristiku, ((korak 1), slika 2.13).
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\ \
molekulski 1 korak eksperimentalne
deskriptori fizicko-hemijske
osobine
molekulski
deskriptori | QSPR model |
A predvidjene
: , fizicko-hemijske
novi molekuli 7 korak osobine

Slika 2.13. Veza izmedu molekulskih deskriptora i ispitivanih karakteristika

Ako je sposobnost predvidanja modela zadovoljavaju¢a, model se moze
upotrebiti za predvidanje adekvatnih hemijskih karakteristika (korak 2).

Uz pomo¢ molekulskih deskriptora i odgovaraju¢ih matematickih modela
moguce je predvideti odredene karakteristike molekula. Na taj nacin se u velikoj meri
mogu izbe¢i komplikovana 1 skupa eksperimentalna merenja, a pomocu
uspostavljenih modela moze se proceniti fizicko-hemijsko ponasanje nekih novih, jos
neispitanih molekula. Pored predvidanja osobina na osnovu matematickih modela
moguce je na primer, klasifikovati i1 izdvojiti molekule koji predstavljaju toksikolosku
opasnost, brzo i efikasno utvrditi nacin njihovog delovanja i proceniti opasnost po
Zivotnu sredinu'".

U zakljuc¢ku se moze istaci, da se OSPR i QSAR mogu primeniti u razliitim
naucnim oblastima. Primena QSPR 1 (QSAR je bazirana na dobro poznatim
¢injenicama, a to su:

1) Bioloska aktivnost, kao i fizicko-hemijske osobine organskih jedinjenja, su

u tesnoj vezi sa molekulskom strukturom.

2) Sli¢na jedinjenja ponasaju se sli¢no.
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Posto je Cinjenica da je stvarnost jedinstvena, a da su modeli priblizna slika
stvarnosti, primenom razli¢itth modela moguce je prikazati razliCite perspektive
stvarnosti. To se moze smatrati nedostatkom teorije, prvenstveno zbog naseg
ograni¢enog znanja i shvatanja da je cilj svakog nau¢nog istraZzivanja pronalazenje

jedinstvenog i prihva¢enog modela.

2.3.1. OSRR-(Quantitative Structure Retention Relationships)

Na danaSnjem stepenu razvoja hemije, mnogo je jednostavnije sintetisati
jedinjenje odredene hemijske strukture, nego jedinjenje koje ¢e imati unapred zadate
karakteristike. Praksa je pokazala da je na osnovu hemijske strukture moguce ta¢no
predvideti samo jednostavnije karakteristike molekula, kao Sto su, na primer: tacka
klju¢anja, hromatografski retencioni parametri ili bioloska aktivnost, i to jedino kod
serije supstanci srodne strukture.

Sa druge strane, neke karakteristike molekula strogo su zavisne od sredine u
kojoj ¢e se on naci. Pod uticajem molekula iz neposrednog okruzenja moguce je, ne
samo formiranje novih, nego 1 raskidanje ve¢ postoje¢ih veza. Ovde se misli na
sekundarne veze koje su od velike vaznosti. Koliko su bitne ove sekundarne veze,
pokazuje 1 €injenica da u zavisnosti od potencijalnih interakcija do kojih moze do¢i sa
okruzenjem, razli¢ite supstance svrstavamo u lekove, otrove, hormone, feromone,
kozmeticka sredstva, deterdzente, pesticide, herbicide, sredstva za impregnaciju,
provodnike, gradevinske materijale, itd.

Da bi predvideli odredene fizicko-hemijske, odnosno bioloske karakteristike
molekula, potrebno je poznavati zavisnost izmedu hemijske strukture i odabrane
osobine. Da bi se dobile statisticki relevantne zavisnosti 1 izbegle slucajne

korelacije, potreban je relativno veliki broj parametara. Hromatografija je metoda uz

Doktorska disertacija Lidija Jevri¢



-26 -

pomo¢ koje je moguce dobiti dovoljno kvantitativno uporedivih, preciznih 1
reproduktivnih podataka za veci broj strukturno razli¢itih molekula. PoSto su
hromatografski podaci obi¢no odredeni pri istim eksperimentalnim uslovima, mogu
se medusobno korelirati (ili se mogu standardizovati jednostavnim interpolacijama,
odnosno ekstrapolacijama).

Prema tome, QSRR-(Quantitative Structure Retention Relationship), je joS
jedan pristup koji omogucava uspostavljanje matematicCkog modela za predvidanje
odgovaraju¢ih karakteristika molekula uz pomo¢ hromatografskih retencionih

151

podataka . Na osnovu QSRR moguce je pouzdano razjasniti retencioni mehanizam

na razli¢itim nepokretnim fazama pa prema tome dizajnirati nove nepokretne faze

unapred zadatih osobina'>*">®

. OSRR pristup daje mogucénost odabira najboljih
potencijalnih aktivnih supstanci od mnostva sintetisanih ili kompjuterski dizajniranih

struktura.

2.3.2. Teorijske osnove QSRR pristupa

Praksa je pokazala da ukoliko se nekom molekulu, odredene poznate hemijske
strukture  pripiSu  odgovaraju¢e  karakteristike, tada primena klasi¢nog
termodinamickog pristupa nije prikladna. Na Zalost, klasicnom termodinamikom nije
moguce predvideti nijjednu molekulsku karakteristiku samu za sebe, ve¢ je moguce
samo dovesti u vezu jednu karakteristiku molekula sa drugom. Termodinamicke
osobine nekog sistema suu vecini slucajeva karakteristike koje odrazavaju ukupne,
zbirne interakcije citavog sistema, a njihov znafaj se ogledau kombinaciji
individualnih interakcija do kojih se moze do¢i na molekulskom nivou'>'®.
Zbog toga, termodinamicke osobine hemijskih sistema pruzaju mnogo precizniji
uvid u fizicke karakteristike molekula nego §to daju uvid u hemijsku prirodu samih
supstanci'®"'%%,

Prema tome, postoji pristup hemijskim problemima koji nije tako

strogo  precizan kao termodinamicki, a pruza potrebne informacije. Takav je
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kvazitermodinamicki pristup. Ovaj pristup predstavlja kombinaciju detaljnog modela
fiziCko-hemijskog procesai odgovaraju¢ih termodinamickih nac¢ela. Na ovaj nacin
moguce je utvrditi realnu vezu izmedu posmatranih veli¢ina, ali i blize je definisati.
Drugim re¢ima, uzajamni odnos posmatranih veli¢ina pripisuje se odredenoj fizicko-
hemijskoj korelaciji. Statisticke zavisnosti do kojih se tako dolazi samo potvrduju
realnu vezu koja postoji izmedu njih.

Posmatrano iz hromatografskog ugla to bi znacilo slede¢e - tokom svakog
hromatografskog procesa dolazi do promene slobodne energije rastvorka.
Standardni retencioni parametri, kao S§to su: Kovacevi indeksi u gasnoj
hromatografiji, /, logk u te¢noj hromatogrfiji i/ili Rj,; vrednosti u hromatografiji na
tankom sloju, odrazavaju promene slobodne energije do koje dolazi tokom raspodele
rastvorka 1zmedu nepokretne 1 pokretne faze. Ta raspodela pracena je teznjom
molekula rastvorka da se ravnomerno raspodeli izmedu nepokretne i pokretne faze,
odnosno da se uspostavi dinamicka ravnoteza. Dinamicka ravnoteza podrazumeva da
su hemijski potencijali rastvorka (i) i u nepokretnoj (s) i u pokretnoj fazi (m)
1zjednaceni.

M= (12)

Koliki ¢e biti hemijski potencijal nekog rastvorka, LL;, zavisi od dva faktora.

Jedan je (tzv. unutrasnji) termodinamicki ,,afinitet” posmatranog molekula prema
pokretnoj, odnosno nepokretnoj fazi. Drugi (tzv. spoljasnji) je razblazenje rastvorka,
a koje je preko entropije povezano sa [;. U hromatografskim sistemima rastvorci su
obi¢no veoma razblazeni, tj. koncentracija rastvorka je mala (~0). U tom slucaju
doprinosi ova dva faktora (,,afiniteta” 1 razblazenja) hemijskom potencijalu, [L;, mogu
se predstaviti slede¢om jedna¢inom'®*'®:

1; = '+ RTInc; (13)

gde je R- univerzalna gasna konstanta, 7- temperatura, c;- koncentracija rastvorka (i)

u mol/dm’ i },ll-o- standardni hemijski potencijal.
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Prvi ¢lan u jednacini (13), },L,-O predstavlja hemijski  potencijal
hipoteticnostandardnog stanja rastvorka (i) pri jedini¢noj koncentraciji kada je

svaki molekul rastvorka u potpunosti okruzen molekulima rastvaraca (kao §to je to
slu¢aj kod beskonatnog razblazenja). Hio strogo zavisi od energije, ponekad od
entropije sredine u kojoj se deSavaju interakcije izmedu rastvorka 1 molekula iz

okruzenja. Prema tome HZ-O je funkcija hemijske strukture. Jedini problem je kako

. v . O v 0 .o r . v . v
izraCunati ;. Na Zzalost, [l; nije moguce izraCunati putem klasi¢nog

: s . 160-163
termodinamickog pristupa :

Drugi ¢lan u jednacini (13), RTInc;, predstavlja doprinos hemijskom
potencijalu koji pokazuje uticaj razblazenja.
Da se podsetimo jo§ jednom, ravnoteZza koja se uspostavlja izmedu dva

otvorena sistema, o 1 f podrazumeva jednakost:

u’ = p/ (14)

Zamenom jednacine (13) u jednacinu (14) 1 reSavanjem, dobija se novi izraz za

| exp [
|:C7:|eq ) exp (ﬁl (15)

a

Ci
gde je A},L,-OZ },l,-O'B - },ll-oa. Koli¢nik {C_ﬂ} predstavlja podeoni koeficijent
eq

i

ravnotezu.

ili koeficijent raspodele K, tako da se jednacina (15) moze napisati :

A 0
K=exp (‘R—?) (16)

PoSto je u stanju ravnoteZe |; 1z jednacine (13) izjednaceno za rastvorak (i) u

. oy 0
dvokomponentnom podeonom sistemu [/ = },L,-a, hromatografska faza sa nizim L;

mora imati ve¢i RTInc; ¢lan, odnosno u njoj je koncentracija rastvorka, c;, veca.
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0p

Prema tome, A},Lio je pozitivan onda kada je },Lioa< W;*, odnosno kada je

koncentracija rastvorka u fazi a veca nego u fazi p.

Dakle, ravnoteza koja dovodi do razdvajanja u hromatografiji podrazumeva da
koncentracije budu odgovaraju¢e kako bi bio zadovoljen uslov uia= Wg . Medutim,
usled razli¢itth medumolekulskih interakcija sa pokretnom i1 nepokretnom fazom
pojedini rastvorci imaju razlicite A},Lio vrednosti. Zbog razliCitih Auio razlicite su 1
koncentracije $to neizbezno dovodi do razdvajanja.

Ovakav pristup je univerzalan 1 moguce ga je primeniti na sve razblazene
. G v 0 . . ..
sisteme, uz odredene restrikcije. NaZalost, ALl; , se ne moZe bukvalno primeniti kao

molekulski parametar. Zbog toga je nekada teoriju neophodno kombinovati sa
pazljivo odabranim eksperimentalnim podacima i empirijski dobijenim zavisnostima,

kako bi se dobile $to tacnije korelacije. To se realizuje kroz OSRR.

2.3.3. Metodologija i ciljevi QSRR

Prvi radovi iz QSRR oblasti koristili su metodologiju koja se primenjivala u
OSAR, takozvani Hansch-ov pristup primenjen na hromatografske podatke'®*. Metode
i svrha OSRR korelacija koje se danas koriste, Sematski su prikazane na slici 2.14.'%

Da bi se dobile pouzdane QSRR zavisnosti neophodni su odgovarajuci ulazni
podaci na kojima ¢e se primeniti adekvatna statisticka analiza. Hromatografija je
metoda pomocu koje se mozZe lako do¢i do dovoljno velikog broja odgovarajuc¢ih
ulaznih podataka i gde je moguce odrzavati konstantne uslove za veci broj rastvoraka.
U tom sluc¢aju jedina promenljiva veliCina u sistemu je struktura molekula.

Za bliZe odredivanje kvantitativnih odnosa izmedu strukture 1 retencije, OSRR,
neophodne su dve vrste ulaznih podataka :

— kvantitativno uporedivi retencioni podaci doviljno velikog broja rastvoraka 1

— niz razli¢itth molekulskih deskriptora.
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Slika 2. 14. Metode QSRR koje se koriste i ishodi

Procena relativne
bioloske aktivnosti

OSRR korelacije imaju fizickog smisla samo onda kada su statisti¢ki znacajne 1

samo kao takve se mogu koristiti u razlicite svrhe, kao §to je :

1. identifikacija molekulskih deskriptora koji daju relevantnu informaciju o

ispitivanoj supstanci,

w»okh wn

lipofilnost, konstanta disocijacije i sl.),

kvantitativno uporedivanje razlicitih nepokretnih faza,

predvidanje retencije novih 1 identifikacija nepoznatih rastvoraka,

sticanje uvida u retencioni mehanizam razdvajanja na nivou molekula,

procene sloZenih fizicko-hemijskih karakteristika molekula (kao S$to su

6. predvidanje relativne bioloske aktivnosti unutar serije srodnih supstanci.

Razumevanje 1 tumacenje podataka do kojih se dolazi QSRR izu€avanjima

moze biti veoma korisno upotrebljeno u razli¢itim oblastima hemije, kao §to su:
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fizicka hemija, analiticka hemija, medicinska hemija ili hemija okoline. Medutim,
¢injenica je da nisu bas§ sve OSRR korelacije podjednako validne. Neke, posebno one
koje su statisticki manje znac¢ajne, mogu navesti na netacne zakljucke.

Zactetak OSRR metodologije datira iz tridesetih godina proslog veka, kada je
Hammett formulisao poznatu jednacinu pomoc¢u koje je matematicki definisao uticaj

supstituenta u molekulu, na brzinu hemijske reakcije i ravnotezu'®*'”

. Uticaj
supstituenta kvantitativno je izrazio preko elektronske konstante, koja je kasnije
nazvana Hammet-tova konstanta. Analogno Hammett-ovoj elektronskoj konstanti

supstiuenta, Hansch 1 Fujita, 1964.god. uvode hidrofobnu konstantu

supstituenta, T '

Vec¢ 1965.god. Iwasa sa saradnicima je objavio rezultate gde je uspostavljena
veza izmedu n i AR, ( TLC hromatografske konstante supstituenta)' .

Taft, Carr, Abraham i saradnici su se u svojim radovima bazirali na RP HPLC i
razvili pristup koji se zasniva na solvatohromnoj jednacini, LSER (Linear Solvation
Energy Relationship), koja povezuje hromatografski retencioni parametar, logk sa

e : e 1734177
razli¢itim molekulskim deskriptorima :

logk = const. + M(0,,” - 0°) V100 + S(zr, - 7, ) e + A(Bs — B)ote + Bl — o) B (17)

gde se indeks (x) odnosi na rastvorak, odnosno neku od njegovih osobina kao $to su:
molarna zapremina, V;, polarizabilnost/dipolarnost, 7, , sposobnost molekula da bude
donor protona u vodoni¢noj vezi, a, 1 sposobnost molekula da bude akceptor protona
u vodoni¢noj vezi, f,. Svaki ¢lan u jednacini (17) mnozi se sa faktorom koji
predstavlja razliku odgovaraju¢ih osobina pokretne (m) 1 nepokretne (s) faze. Prema
tome, a,, o1 a, sumere sposobnosti odgovarajuc¢ih faza i rastvorka da budu donori
protona u vodoni¢noj vezi. Komplementarna osobina prethodnoj f,, fs 1 b, je
sposobnost odgovaraju¢e hromatografske fazei rastvorka da budu akceptori

2

protona u vodoni¢noj vezi. Clanovi 46,° i 672 su kvadrati Hildebrandovog
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parametra rastvorljivosti ili kohezivne energije dve faze, a V, odgovara molarnoj
zapremini rastvorka.
Solvatohromni parametri su u sustini empirijski, tako da su dostupni samo za

jedan ograni¢en broj jedinjenja'’*'*!

. Medutim, takvo ograni¢enje ne postoji za
strukturne parametre do kojih se dolazi ra¢unskim putem na osnovu strukturne
formule. Kao takvi mogu se smatrati konstitutivno-aditivni parametri. Tu spadaju:
molarna refrakcija, podeoni koeficijent u sistemu oktanol-voda koji se raCuna putem
fragmentacionih metoda, CLOG P, kvantno-hemijski indeksi, molekulsko-mehanicki
indeksi kao 1 drugi parametri koji se izraCunavaju na osnovu molekulskih grafova.
Primeri strukturnih deskriptora koji se koriste u QSRR modelima dati su u tabeli 2.4.
Broj strukturnih deskriptora koji je mogucée odrediti za jedan molekul

e .y 182,105
prakti¢no je neogranien

. Prvi komercijalni softver za njihovo izracunavanje,
¢iji su autori bili Hasan 1 Jurs, ra¢unao je negde oko 200, dok je danas definisano oko
1800 deskriptora. Trenutno se Sirom sveta odgovaraju¢i softveri za izracunavanje

deskriptora mnogo primenjuju’®"'*.

2.3.4. Lipofilnost

Jedan od najvaznijih parametara u QSRR modelima je lipofilnost. Lipofilnost
se obi¢no izrazava preko podeonog koeficijenta (logP) koji predstavlja logaritam

koli¢nika koncentracija rastvorka u dve te¢ne faze u dodiru, koje se ne meSaju:

— CO
lOgP—IOgC— (18)

/4

gde je Cy koncentracija rastvorka u vodenoj fazi, a C, koncentracija rastvorka u

v 164,187-195
nepolarnom, organskom, rastvaracu, 1-oktanolu ™ .
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Tabela 2.4. Neki strukturni deskriptori koji se koriste u QSRR

Sustinski molekulski deskriptori Deskriptori koji se odnose na polarnost
Broj ugljenikovih atoma molekula

Molekulska masa Dipolni moment

Refraktivnost Atomska i fragmentaciona naelektrisanja
Polarizabilnost HOMO 1 LUMO energije

Van der Waals-ova zapremina i povrSina Delimi¢no naelektrisanje povrSine
Zapremina i povrSina molekula dostupna Lokalni dipoli

rastvaracu Submolekularni parametri polarnosti
Ukupna energija

Racunski podeoni koeficijent (CLOGP)

Deskriptori koji se odnose na Topoloski deskriptori (izvedeni na
geometriju(oblik) molekula osnovu teorije grafova)

Odnos duzine 1 Sirine molekula Molekulski indeksi konektivnosti
STERIMOL parametri Kappa indeksi

Momenti inercije Informacioni indeksi

Shadow area parametri Topoloski elektronski indeksi

Fizicko-hemijski, empirijski i

semiempirijski deskriptori Kombinovani (oblik/polarnost)
Hammett-ove konstante molekulski i deskriptori

Hansch-ove konstante Comparative molecular field analyses
Taft-ove sterne konstante (CoMFA) parametri

Hidrofobne fragmentarne konstante Comparative molecular surface
Parametri rastvorljivosti CoMSA) parametri

Solvatohromni parametri (LSER)

Podeoni koeficijent (logP) Indikatorske promenljive
Temperature kljucanja Zero-one indices
pK, vrednosti Ad hoc dizajnirani deskriptori
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Ako molekul ima veliki podeoni koeficijent onda je lipofilan, odnosno ako je
vrednost podeonog koeficijenta mala, molekul je hidrofilan'. S obzirom da je opseg
vrednosti podeonog koeficijenta veoma velik primenjuje se u logaritamskom obliku,
logP.

Vrednost logP, kao mera lipofilnosti, trenutno se najvise koristi u medicinskoj
hemiji 1 molekularnoj farmakologiji, gde je formirana baza podataka logP vrednosti
na osnovu podataka koji su dobijeni eksperimentalnim putem 1 teorijskim
izradunavanjima'>”'**'771%%,

Klasi¢an nac¢in eksperimentalnog merenja podeonog koeficijenta je metodom

r . 198-201
muckanja

. Ona se izvodi tako §to se ispitivana supstanca mucka u sistemu dva
rastvaraca, koji se slabo mesSaju. Nakon uspostavljanja ravnoteze, kada se slojevi
razdvoje meri se Kkoncentracija ispitivane supstance u svakoj od faza.

[ako metoda muckanja izgleda veoma jednostavno, u prakticnom radu se
javljaju  mnogobrojni problemi kao S$to su: kontrola temperature, utvrdivanje
vremena koje je potrebno da se uravnoteze faze, i/ili procene kolika je minimalna
zapremina svake od faza podeonog sistema u kojima je moguce detektovati supstancu
i izmeriti njenu koncentraciju®”. Medutim, danas se podeoni koeficijent rastvoraka
odgovarajuce cCisto¢e koji intenzivno apsorbuju u UV oblasti, i koji su rastvorni u
vodenoj fazi, odreduju rutinski.

Nadalje, sam 1-oktanol nije bas pogodan za eksperimentalni rad, prvenstveno
zbog neprijatnog mirisa, relativno slabe rastvorljivosti u vodi i osobine da lako
obrazuje emulziju sa vodom. Medutim, zahvaljuju¢i hidroksilnoj grupi, 1-oktanol kao
amfiprotican rastvarac, moze da se ponaSa i1 kao donor i1 kao akceptor protona u
vodoniénoj vezi'”. Prisustvo OH-funkcionalne grupe u l-oktanolu svrstava ovaj
rastvara¢ kao naroCito pogodan za modelovanje procesa raspodele kroz biolosku
membranu®”. Tim pre Sto bioloska membrana, kao i 1-oktanol, sadrzi polarne
funkcionalne grupe koje se ponasaju 1 kao donori 1 kao akceptori u vodoni¢noj vezi.
Medutim, nije isklju€ena ni upotreba drugih rastvaraca, jer bioloske membrane (ili

receptori) mogu imati veoma razli¢itu sposobnost uspostavljanja vodoni¢nih veza u
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odnosu na 1-oktanol.

Podeoni sistem 1-oktanol-voda se pokazao kao dovoljno dobar za modelovanje
lipofilnih interakcija sa bioloSkim membranama koje se uglavnom sastoje od
proteinskih molekula. Za neke druge tipove celijskih membrana pogodni su drugi
sistemi rastvaraca. Membrane koje nemaju ni proton-donorske ni proton-akceptorske
karakteristike modeluju se inertnim rastvaraCima (na primer, podeonim sistemom
alkani-voda). Membrane koje u svojoj strukturi sadrze proton-donorske funkcionalne
grupe, kao referentni podeoni sistem koriste hloroform-vodu, odnosno ukoliko su u
membrani dominantne proton-akceptorske funkcionalne grupe (kao S§to je slucaj sa
fosfolipidnom membranom) kao referentni sistem rastvaraca koristi se smeSa
propilen-glikol-dipelargonat (PGDP)-voda®*>"".

Osnovni nedostatak metode muckanja je u tome Sto dugo traje, zatim
potrebna je relativno velika koli¢ina supstance 1 nemogucénost odredivanja
podeonog koeficijenta rastvoraka velike lipofilnosti (logP > 6) jer dolazi do stvaranja
emulzije sa 1-oktanolom u vodi. Ukoliko ispitivani molekuli disociraju, njihovi
podeoni  koeficijenti zavise od koncentracije. To znac¢i da se ova metoda moze
primeniti samo kod nejonizovanog oblika molekula koji disocira uz upotrebu
odgovarajuceg pufera.

Metoda sporog mesanja je modifikacija metode muckanja. Obe se zasnivaju
na istim principima. Jedina razlika je Sto se kod metode sporog meSanja ravnoteza
uspostavlja u uslovima laganog meSanja ¢ime se izbegava stvaranje emulzije. lako su
obe metode skupe 1 dugo traju relativno su pouzdane kod odredivanja lipofilnosti

neutralnih molekula (ili jonizovanih molekula u njihovom neutralnom obliku)**.

2.3.4. Primena QSRR u proceni lipofilnosti ksenobiotika

Procesi apsorpcije, distribucije 1 izluCivanja lekova u razliitim

farmakokinetickim fazama njihovog delovanja, kao 1 njihova interakcija sa
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receptorima, dinamicki su po svojoj prirodi, a u njihovoj osnovi je manje-vise

zastupljen proces raspodele”” "

. Isti fenomen raspodele molekula izmedu dve faze,
u sustini je isti 1 u teCnoj hromatografiji na obrnutim fazama. Stoga QSRR modeli
mogu se Kkoristiti za brzu 1 efikasnu procenu lipofilnosti (hidrofobnosti)
ksenobiotika®'?.

Pojmovi ,lipofilnost™ i ,,hidrofobnost* koji se Cesto srecu u literaturi, koriste se
kao sinonimi. Medutim, definicije ova dva pojma ukazuju da oni imaju razli¢ito
znadenje. Prema [IUPAC-u*">*'*:

— Hidrofobnost predstavlja udruzivanje nepolarnih grupa ili molekula u
vodenom okruzenju §to je posledica teznje molekula vode da istisne nepolarne
molekule i1z vodenog medijuma, a

— Lipofilnost predstavlja afinitet molekula, ili dela molekula, ka lipofilnom
okruzenju. Ono se obi¢no izrazava preko sposobnosti raspodele neke supstance
u dvofaznom sistemu: te¢no-tecnom (tj. podeoni koeficijent u sistemu
oktanol-voda) ili c¢vrsto-teCnom sistemu (retencija u TLC ili HPLC na
obrnutim fazama).

Pojam podeonog koeficijenta prvi su definisali Berthelot 1 Jungfleisch
1872.god.”". Tek 1941.god. Martin sa saradnicima je pokazao da se retencioni
koeficijent, dobijen putem hromatografije na tankom sloju, moZze uspesno korelirati
sa podeonim koeficijentom®'®. Danas postoji veliki broj nau¢nih radova u kojima se
lipofilnost odreduje hromatografski. Iako su u tim radovima date gotovo idealne
korelacije izmedu hromatografskih retencionih parametara i logP, razlika izmedu
klasi¢nog podeonog i hromatografskog sistema je evidentna. Hromatografski procesi
ne mogu bukvalno zameniti podeoni sistem oktanol-voda. Pre svega, nepolarna
nepokretna faza u tecnoj hromatografiji je medufaza (koja je imobilisana na
jednom kraju) 1 pri tom nije voluminozna faza. Zbog toga se u hromatografiji
rastvorak raspodeljuje izmedu pokretne faze i nepokretne zone koja je nastala

prioritetnom apsorpcijom organske komponente pokretne na nepokretnoj fazi.

Razlike izmedu hromatografskog i klasi¢nog tecno-teCcno podeonog sistema
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postaju jo§ wuocljivije ukoliko se uzme u obzir da u hromatografiji eventualna
ravnoteza povla¢i sa sobom sledece medumolekulske interakcije: rastvorak-
nepokretna faza, rastvorak-pokretna faza, pokretna faza-nepokretna faza, pokretna
faza-pokretna faza i1 medusobne interakcije fleksibilnih fragmenata nepokrente
faze'>**'". Stoga nije ni ¢udo §to su zavisnosti izmedu retencionih parametara i logP
ponekad viSe nego umerene. I pored toga, ne treba zaboraviti da odredivanje
hromatografskih parametara lipofilnosti ne podrazumeva modelovanje podeonog, ve¢
bioloskog sistema.

U OSRR jednaCinama koriste se: logk,, retencioni parametar koji je odreden
te¢nom hromatografijom odnosno u slu¢aju hromatografije na tankom sloju, R,/’.
Oba retenciona parametra (logk, i R, ) predstavljaju ekstrapolacijom dobijenu
vrednost retencije. S obzirom da se retencija odreduje u dvokomponentnoj
pokretnoj fazi koja moze biti razliCitog sastava, ekstrapolacija je uobicajeni postupak
standardizacije hromatografskih parametara. Postupkom ekstrapolacije uticaj
organskog rastvaraca na retenciju svodi se na minimum jer retencioni parametri,
logk, i R/, predstavljaju retenciju u ¢&istoj vodi. Jedino pitanje koje se i kroz
literaturu provlaci je, koji model najprikladnije definiSe zavisnost retencionih
parametara i sastava pokretne faze. U upotrebi su dva modela, linearni, jednacina (7)
1 kvadratni, jednacina (6). Dokazano je da za pokretnu fazu metanol-voda, oba
modela daju vrlo slicne rezultate, a da se ekstrapolirane vrednosti statisticki bitno ne
razlikuju. Medutim, kod pokretne faze acetonitril-voda, javlja se statisticki znacajnija
razlika izmedu izradunatih vrednosti po linearnom i kvadratnom modelu'. Zato se u
vecini slucajeva najbolje korelacije izmedu logP 1 logk,, ipak postizu kod linearnog
modela sa pokretnom fazom metanol-voda, pa se pokretna faza metanol-voda

najcesce 1 koristi za odredivanje lipofilnosti.
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2.3.6. Odredivanje logP indirektnim metodama

Pored direktnog odredivanja metodom muckanja, lipofilnost je moguce
odrediti 1 indirektnim metodama. U indirektne metode ubrajaju se: hromatografija na
obrnutim fazama, micelarna/mikroemulziona elektrokineticka hromatografija,
pH-metrijska metoda, metoda filter probe 1 sli¢no.

Hromatografija na obrnutim fazama je najbrzi i prilicno jeftin nacin da se
eksperimentalno odredi logP, jer ne zahteva bilo kakva kvantitativna odredivanja.
Medutim, poSto se hromatografski sistemi razlikuju od klasi¢nih podeonih sistema
(metode muckanja), posebno ukoliko se ispitivani molekuli dosta razlikuju od
referentnih, nekad je potrebno primeniti multivarijantne tehnike izracunavanja u
kombinaciji sa molekulskim deskriptorima.

Hromatografija na obrnutim fazama se nije pokazala efikasnom za hlorovane
ugljovodonike i uopste gledano za molekule sa niskim vrednostima logP. Osim
toga, radni opseg pH-vrednosti na silika gelu (koji je osnovni materijal u
hromatografiji) je ogranicen na pH izmedu 2-7,5.

Micelarna/mikroemulziona elektrokineticka hromatografija je poboljSana
hromatografska metoda koja koristi razli¢ite povrSinski aktivne supstance u
koncentracijama koje su u oblasti njihove kriticne micelarne koncentracije. Ovi
sistemi su se pokazali prikladni za brzo odredivanje logP neutralnih molekula.
Medutim, i ova metoda ne daje ta¢ne logP vrednosti molekula koji disociraju®'®.

pH-metrijska metoda se sastoji od dve medusobno povezane titracije. Prva
titracija je sa 0,5 mol/dm’ KOH do odredene, visoke, pH-vrednosti. Zatim se dodaje
1-oktanol i dvokomponentna smesa ponovo titrise, ali sada sa 0,5 mol/dm’® HCI do
pocetne pH vrednosti. Ukoliko je rastvorak lipofilan, druga titraciona kriva ¢e se
razlikovati od prve. Iz svake titracione krive mogu se ocitati dve konstante: pK, iz

prve, 1 p,K, iz druge titracione krive. Ukoliko je razlika izmedu pK, i p,K, velika,
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rastvorak 1ma visoku vrednost logP. pH-metrijska metoda nije brza kao HPLC
metoda, ali moZe posluziti kao alternativa metodi muckanja za ispitivanje
jonizovanih molekula (molekul mora biti jonizovan 1 imati pK, u odgovaraju¢em
pH-opsegu)?1%22,
Metoda filter probe je vrlo slicna potenciometrijskoj metodi, s tim da se
ispitivani molekuli detektuju spektroskopski, a ne potenciometrijski. Metoda je vrlo
brza 1 pouzdana. Nedostatak je §to se ne moze primeniti kod molekula ¢ija je vrednost
logP manja od 0,2. KritiCan deo je odredivanje izobesti¢ne tacke molekula (talasne
duzine pri kojima se apsorpcioni spektri seku) na UV spektru®'**,
Nedavno, Chen 1 Weber (2007) su razvili metodu za merenje lipofilnosti koja

se zasniva na raspodeli rastvorka izmedu polimernih i vodenih faza (logP-pw)*>.

2.3.7. Odredivanje logP racunskim putem

Danas postoji najmanje 20 softverskih paketa za izraCunavanje lipofilnosti.
Racunske metode mogu biti:

1. Metode koje se zasnivaju na podstrukturama u molekulu (Substructure-
Based Methods) sa fragmentacionim 1 atomskim pristupom (Tabela 2.5).
Fragmentacione metode uzimaju u obzir doprinos pojedinih fragmenata u molekulu i
korekcioni faktor usled intramolekulskih interakcija®****. Atomske metode uzimaju u
obzir doprinos pojedina¢nih atoma u molekulu®*.

2. Druga grupa metoda se zasniva na odgovaraju¢im osobinama molekula
(Property-Based Methods) 1 izraCunavanje se zasniva na empirijskim zavisnostima ili
na osnovu 3D strukture molekula. U tabeli 2.6. dat je pregled programa koje koriste

227,228
ove metode™ """,
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Tabela 2.5. Programi koji se koriste za izracunavanje logP na osnovu podstrukture molekula

Fragmentacione metode: Atomske metode:
1. Sa redukcionim pristupom 1. Original Ghose-Crippen (ALOGP)
KLOGP MOLCAD, TSAR,
KowWIN PrologP, Dragon
2. Sa konstrukcionim pristupom | 2. Modifikovani Ghose-Crippen (ALOGP9S)
CLOGP Accelrys Discovery studio,
ACD/logP Pipe Line Pilot
3. Hierarchical Clustering 3. Prema tipu atoma sa korekcionim faktorom
AB/LogP RLOGP2.
XLOGP3

Pregled programa za izraCunavanje logP vrednosti koji uzimaju u obzir
odgovarajuce podstruktre molekula dat je u tabeli 2.7.

Prednost racunskih metoda je Sto omogucavaju izraCunavanje logP cak i
molekula velike lipofilnosti. Medutim, kod molekula kod kojih postoje interaktivne
funkcionalne grupe ili kod slozenith molekula sa fragmentima koji se ne nalaze u bazi
podataka, metode pokazuju izvesne nepreciznosti. Vecina racunskih programa je
kreirana za izracunavanje podeonih koeficijenata nejonizovanih (neutralnih)
molekula. Zbog toga izraCunavanja nisu naroCito precizna za cviter-jonske,
tautomerne, naelektrisane molekulske strukture, odnosno molekule koji stupaju u jake
vodoni¢ne interakcije. Medutim, prilicno pouzdani podaci dobijaju se za
jednostavnije kiseline i baze.

Uporedni pregled svih do sada spomenutih eksperimentalnih i racunskih

metoda, njihove osnovne karakteristike, prednosti 1 nedostaci, dat je u tabeli 2.8.
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Programi koji se koriste za izracunavanje logP kod kojih se uzimaju u obzir

Empirijski pristup Nazivi

programa

Linear Solvation Energy Relationship (LSER) ABSOLV
ChemProp

Velicina molekula i jacina vodonicne veze SLIPPER

Procena poremecenosti molekulskih orbitala SPARC

Metode koje koriste 3D strukturu molekula

1. Kvantno-mehanicka semi-empirijska izraCunavanja uzimaju u obzir:

Kvantno-mehanicke parametre BLOGP

Velicinu molekula QLOGP

2. Continuum Solvation Models uzimaju u obzir:

Aproksimaciju Bornov generalizovani model (BG) GBLOGP

Interakcije u tecnom sistemu izmedu molekulskih povrsina koriste¢i DFT/COSMO | COSMO-RS

(Conductorlike Screening Model) izracunavanja (full)

Vector-filed model u polarnim rastvaracima odnosi se na jacinu i domasaj QuantlogP

interakcija

3. Molekulsko dinamicka izraCunavanja

Monte Carlo simulira energiju rastvor-rastvarac i izracunava dipolni moment QikProp

rastvaraca, broj donora H-atoma i akceptora za gradenje vodonicne veze

4. Molekulsko-lipofilni potencijal (MLP) uzima u obzir:

Hidrofobne interakcije HINT

Lipofilni potencijal CLIP,VEGA

5. Energija kristalne reSetke

PLS model koristi energiju kristalne resetke koristeci GRID pristup VolSurflogP

6. Model koji koristi topoloske deskriptore

Linearan model se zasniva na 131 D-deskriptoru MlogP

7. Graph Molecular Connectivity

Zasniva se na odredivanju medusobnog rastojanja od 1 do n veza izmedu atomskih | TLOGP

parova

8. Electrotopological-State Descriptors

Linearna regresija koristi 363 promenljive, za izracunavanje optimalnih | VLOGP

prediktora

9. Space (OPS)

Associative Neural Network (ASSN) model koriste 75 E-state indices AlogPS

Neural Network model koristi E-state i druge deskriptore CSLogP

Neural Network Enseble model koristi razlicite descriptore S+logP
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Tabela 2.7. Programi koji se koriste za izracunavanje logP gde se metod izracunavanja zasniva na podstrukturama molekula

Laboratory (www.vcclab.org)

Ime Kompanija (Website) Pr ’Stull’f’c”"“ Metod/komentar/referenca
online

ACD/logP Advanced Chemistry Development Inc. Ne Fragmentaciona osnova; nedavno dostupna za procenu logP
(www.acdlabs.com)

ADMET Predictor-¥ SimulationPlus Inc. Ne Neural network; procena logP je skoro postala raspoloziva
(www.simulationsplus.com)

AlogP Virtual Computation Labaratory Da Neural network (Tetko et al.. 2001; Tetko and Tanchuk, 2002)
(www.vcclab.org) prikaz rezultata drugih programa zbog uporedivanja

Bio-Loom Bio-Byte Corp. Ne Fragmentaciona osnova; istisnula ClogP
(www.biobyte.com)

Chemaxon ChemAxon Ltd. Ne Metoda atomskog doprinosa sa korekcionim faktorima
(www.chemaxon.com) (Viswanadhan et al.., 1989); uticaj jona

HyperChem 7.0 Hypercube Inc. Ne Metoda atomskog doprinosa (Chose et al., 1988)
(www.hyper.com)

KowWin 1.67 US EPA/Syracuse Research Corp. Da Fragmentaciona osnova

(EPI Suite™ package) | (WWW-cpa-gov)

MlogP(DRAGON 3.0 Talete srl. Ne Sabiranje atoma, veza, fragmenata ili funkcionalnih grupa

package) (www talete.mi.it) (Moriguchi et al. 1992, 1994)

MOLPRO package ChemDBsoft Ne Fragmentaciona osnova
(www.chemdbsoft.com)

PrologP CompuDrugChemistry Ltd. N, Tri algoritma; 2 linearna i 1 neural network

(P allas pa cka g e) (www.compudrug.com) ¢ (Csizmadia et al., 1997)

SPARC University of Georgia Da Hilal et al., 2004; uticaj jona
(http://ibmlc2.chem.uga.edu/sparc/)

Xlo g P Virtual Computation Chemistry Da Metoda atomskog doprinosa sa korekcionim faktorima

(Wang et al., 1997)
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Metoda Prednosti Nedostaci Ne mogu se primeniti Literatura
Direktne metode
Metoda muckanja Uglavnom izvodljiva, Duzina trajanja metode, velika | Log P>6; ispitivani OECD (1995)

pouzdana

koli¢ina uzorka,
emulzije u vodi

stvaranje

molekuli disociraju (logP
zavisi od koncentracije)

Metoda sporog meSanja

Ne dolazi do stvaranja
emulzije, pouzdana

Duzina trajanja metode, velika

Ispitivani molekuli
disociraju (logP zavisi od

Brooke et al. (1986)
and de Bruijn et al. (1989)

duzina trajanja metode, | koliina upotrebljenog uzorka koncentracije)
koli¢ina upotrebljenog
uzorka
Hromatografske metode
Tecna hromatografija Brza 1 jeftina, ne | Razliditi retencioni mehanizmi, Veoma niska vrednost logP | Sicbaldi and Finizio
zahteva  kvantifikaciju | mala reproduktivnost, (1993),Finizio et al.
molekula pH raspon izmedu 2-7,5 (1997), and OECD (2004)
Micelarna i mikroemulziona Brza i jeftina Zahteva primenu modela Jonizovani molekuli Poole and Poole (2003)

elektrokineticka hromatografija

solvatohromnog parametra

Metanol-voda gradientna hromatogr.
na kratkim kolonama oktadecil-poli
(vinil alkohol) kolonama

Dobro slaganje sa
metodom muckanja

Jonizovani molekuli

Donovan and Pescatore
(2002)

Druge metode

Metoda filter probe Brza, prikladna za Zahteva skupu opremu, spora LogP<0,2 Takacs-Novak et al.
logP/pH profil (1995) and Leo (2000)

pHmetrijska metoda (ili Brza, prikladna za Zahteva skupu opremu Tesko rastvorni molekuli Chamberlain et al. (1996),

potenciometrijska metoda) lOgP/pH pI‘Oﬁl OECD(ZOOO), and Avdeef

(2001)

Racunarske metode

Regresije sa drugim znacenjima Brza i jeftina Rezultati zavise od baze Xing and Glen (2002)
podataka and Lu et al. (2007)
Teorijsko racunanje Veliki izbor reagenasa | Nije precizna za cviterjone, | Postoje fragmenti kojih Leo (2000), Mannhold and

(fragmentaciona metoda)

za ispitivanja neutralnih
molekula. za logP>5

tautomere, jone i molekule sa
jakom vodoni¢nom vezom

nema u softverskoj
bazi podataka

van de Waterbeemd
and Machatha (2005).
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2.3.8. Mogucnosti predvidanja aktivnosti nekog molekula

Potencijalno aktivna jedinjenja bi trebalo da imaju dobre farmakokineticke
karakteristike. Skra¢enicom ADME obelezavaju se procesi kojima ksenobiotici
podlezu od momenta unosa u organizam pa sve dok ne dode do njihove eliminacije.

Odnosi se na apsorpciju, distribuciju, metabolizam i eliminaciju (slika 2.15).

Apsorpcija ]
Lek g Lek slobodan u
Spreman za > krvotoku == vezan
apsorpciju

Eliminacija
leka i njegovih
metabolita

Lek slobodan u

Slika 2.15. ADME procesi u bioloSkom sistemu

Pod pojmom apsorpcije podrazumeva se proces prelaska aktivne supstance sa

mesta primene u krvni sistem.
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Fizicko-hemijske osobine koje uticu na apsorbciju su:

1. rastvorljivost,
2. koeficijent raspodele,
3. stepen disocijacije i pK.

Distribucija predstavlja povratan ili nepovratan prelaz leka u jedan ili vise
farmakokinetiCkih prostora. Najznaajniji faktor, ali ne 1 jedini koji utiCe na
distribuciju, je lipofilnost.

Metabolizam je sloZeni proces kojim se polazno jedinjenje prevodi u jedan ili
viSe metabolita ili sekundarnih metabolita. Zajedno sa izlu¢ivanjem, metabolizam
ucestvuje u eliminaciji ksenobiotika.

Mozdano tkivo je nedostupno velikom broju aktivnih supstanci Cije su
lipofilnosti nedovoljne za prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru, Sto je i slucaj pri
Crevnoj apsorpciji.

Distribucija aktivnih supstanci koje nisu dovoljno lipofilne uglavnom je
ograni¢ena na plazmu, odnosno dominira njihovo vezivanje za proteine plazme.

Danas postoje kompjuterski programi kojima se na osnovu strukture moze
izraCunati logP ili rastvorljivost u vodi (logh’s), odnosno predvideti afinitet
vezivanja za proteine plazme (PB), sposobnost crevne apsorpcije (HIA) ili raspodela
kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB)*”.

Prvi preduslov za oralnu primenu leka je njegova sposobnost crevne apsorpcije
HIA (Human Intestinal Absorption) iz crevnog sistema u krvi. Vecina lekova se
apsorbuje iz crevnog sistema u krvotok pasivnom difuzijom. Crevna apsorpcija se
izrazava u procentima 1 definiSe se kao:

HIA = ((koncentracija oralne doze — koncentracija izlucena iz organizma)/koncentracija oralne doze) x 100 (1 9)

PB (afinitet vezivanja leka za proteine plazme) predstavlja kolicnik

koncentracije leka vezanog za protein i ukupne koncentracije leka u plazmi. Izrazava
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se u procentima. Koncentracije slobodnog oblika leka i leka vezanog u kompleks sa
proteinom plazme se nalaze u dinamickoj ravnotezi:

slobodan oblik leka (Dy) + slobodan protein (Py) == kompleks lek/protein (DP) (20)

Ukupna koncentracija leka u plazmi predstavlja zbir koncentracije slobodnog
oblika leka i koncentracije leka u kompleksu sa proteinom plazme:

ukupna koncentracija leka u plazmi (Dy) = slobodan oblik leka (D)) + kompleks lek/protein (DP) (21)

Iz svega iznetog vidi se da procesi raspodele imaju klju¢nu ulogu ne samo u
hromatografskim nego 1 u procesima, distribucije aktivne supstance 1 zbog toga je
poznavanje ne samo podeonog koeficijenta, nego i ostalih parametara od izuzetne
vaznosti.

Pomenuti distributivni putevi samo su jedan od faktora koji uticu na ADME. Sa
druge strane, mehanizmi delovanja mogu biti razliciti.

Sa farmakoloskog glediSta, u zavisnosti od tipa ciljnih proteina, delovanje

aktivnih supstanci moZe biti preko:

1. Receptora
2. Jonskih kanala
3. Enzima

4. Nosaca (transportnih molekula).

Vezivanjem aktivne supstance za receptor na povrsini Celije pokreée se niz
biohemijskih procesa, u kojima ucestvuju G-proteini, protein kinaze i nuklearni
receptor ligandi. G-proteini se nalaze sa unutrasnje povrSine plazma membrane i
povezuju receptore sa efektorima, a samim tim sa unutarcelijskim putevima prenosa
signala. Protein kinaze reguliSu prenos signala u kojima ucestvuje preko 500
molekulskih proteina u Celiji. Nuklearni receptori kontroliSu celijske cikluse 1

metabolicke procese. Nalaze se unutar celije.
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Jon kanalski modulatori imaju vaznu ulogu u odrzavanju membranskog
potencijala u svim tkivima. U neprekidnom traganju za Sto boljim lekovima, velika
paznja u savremenoj medicini se posvecuje modulaciji modernog pristupa u
eksperimentalnim 1 klini¢kim istrazivanjima mehanizma jon kanalskog modulatora.

Da bi se moglo predvideti da li ¢e novosintetisano jedinjenje imati neku
aktivnost uporeduje se aktivnost ve¢ poznate supstance sa aktivnoS¢u ispitivanog
molekula. Ako se poredenjem dobije visok stepen bioloske kompatabilnosti
1izmedu ispitivanog molekula i ve¢ postojece aktivne supstance postoji mogucénost da
jedinjenje bude bioloski aktivno (metoda virtualnog skrininga). Na slici 2.16
prikazani su dijagrami aktivnosti enzima: inhibitor kinaze, jon kanalskog modulatora

1 nuklearnog receptora.

Inhibitor kinaze

Jon kanalski modulator

% of dataset
% of dataset

o i I Jl 1 1 o 1 1  : & 1 1 1
250 200 150 100 0.50 0.00 050 1.00 150 2m 250 250 20 150 1.00 0.50 0.00 050 1.00 150 2m 250
Kinase inhibitor score lan channel seofe

- .
H Nuklearni
k-]
=
5 receptor
*

10

o I I —-f—-'-/l L L

250 200 150 100 0.50 000 050 1.00 150 20 250
Muclear recepior score

Slika 2.16. Grafic¢ki prikaz virtual skrining metode uporedivanja aktivnosti prediktora bioloSke

aktivnosti sa aktivno$céu prosecnog organskog molekula

Doktorska disertacija Lidija Jevri¢



- 48 -

3. Eksperimentalni deo

3.1. Ispitivane supstance

Supstance koriS¢ene u ovom radu, derivati s-triazina, sintetisani su na

Tehnolodko-metalurikom fakultetu u Beogradu®*"'

. Ispitivani s-triazini, derivati
4,6-diamino-2-hlor-1,3,5-triazina razlikovali su se po supstituentima na atomima
azota. U zavisnosti od toga da li su bili mono-, di- ili poli-supstituisani sve ispitivane
supstance su podeljene u Cetiri serije. Supstance serije IV 1male su
monosupstituisane, serije I 1 II disupstituisane, dok serija III ima od dva do Cetiri

supstituenta u molekulu (slika 3.1).

P A Cl
L L] S
R R R R R
N N N . N N N\R Cl N N
Serija 1 Serija I11 Serija IV
Serija Il
(disupstituisani) (polisupstituisani) (monosupstituisani)

Slika 3.1. Opste formule ispitivanih derivata s-triazina

Ispitivane supstance rastvorene su u odgovaraju¢em rastvaracu (metanol,
aceton, odnosno hloroform), sadrzaj u rastvoru je bio 1%.
Tabelarni pregled ispitivanih s-triazina, kao 1 odgovarajuci supstituenti R dat je

u tabeli 3.1.
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Cl

Iz
Iz

Serija 1
Jjedinjenje naziv R
I.1 4,6-di(1-feniletilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin -CH;3(CH;)-C4Hs
1.2 4,6-di(1-(p-metilfenil)etilamino)-2-hlor-1,3,5- triazin | -CH;(CH;)-CsHy-4-CH;
1.3 4,6-di(1-(p-hlorfenil)etilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin -CH;(CHj;)-C¢Hy4-4-Cl
1.4 4,6-di(1-(p-bromfenil)etilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin -CH3(CHj;)-C¢Hy-4-Br
Serija 11
Jedinjenje naziv R n
1.1 4,6-di(1-ciklopentiletilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin
11.2 4,6-di(1-cikloheksiletilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin
s (CHa)n
IL1.3 4,6-di(1-cikloheptiletilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin 5
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Serija 111
o Jjedinjenje naziv R R, R,
I11.1 4,6-di(cikloheksilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin CeHi H H
I11.2 4,6-di(metilcikloheksilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin CeHi CH; CH;
R\N N/R
Ry \Rl 1113 4-cikloheksilfenilamino-2-hlor-6- cikloheksilamino-1,3,5-triazin | CeHii | CeHs H
I11.4 4,6-di(cikloheksilamino)-2-hlor-1,3,5-triazin CeH11 CeHs | CeHs
Serija 1V
o Jjedinjenje naziv R n
IvV.1 6-(1, I-metilciklopentilamino)-2,4-dihlor-1,3,5-triazin 3
R
cl H/ Iv.2 6-(1, I-metilcikloheksilamino)-2,4-dihlor-1,3,5-triazin 4
et (CH2)n
1v.3 6-(1,1-metilcikloheptilamino)-2,4-dihlor-1,3,5-triazin 5
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3.2 Hromatografska analiza

3.2.1. Nepokretne faze

Kori$¢ena su dva tipa nepokretnih faza:

a) Gotove ploce silika gela sa kovalentno vezanom C-18 fazom, 1 fluorescentnim
indikatorom (HPTLC RP-18 F,s4, MERCK, Fertigplatten, Darmstadt, Nemacka),
dimenzija 10 x 10cm.

b) Tanki slojevi silika gela impregnirani parafinskim uljem. Za pripremu tankih
slojeva silika gela impregniranog parafinskim uljem odmereno je 20g silika gela
(TLC-Kieselgel 60H, MERCK, Darmstadt, Nemacka), kome je dodato 0,1%
UV-indikatora, F,s4, 1 suspendovano u 100cm’ smese, koja se sastojala od 3,5¢cm’
parafinskog ulja za farmaceutsku primenu i 96,5cm’ etra. Ova koli¢ina bila je
dovoljna za pet staklenih plo¢a dimenzija 20 x 20cm, u debljini sloja od 0,25mm.
Naneti tanki sloj suSen je 24 sata na sobnoj temperaturi bez obzira na brzinu

otparavanja etra.

3.2.2 Pokretne faze

Gotove ploce RP-C18 (a), razvijane su sa slede¢im pokretnim fazama:

1. aceton—voda (zapreminski udeo acetona 0,5-0,8; v/v)

2. acetonitril — voda (zapreminski udeo acetonitrila 0,5-0,9; v/v)

3. tetrahidrofuran —voda  (zapreminski udeo tetrahidrofurana 0,5-0,75; v/v)
4. metanol —voda (zapreminski udeo metanola 0,65 — 0,95; v/v)

5. 2-propanol —voda (zapreminski udeo 2-propanola 0,4 —0,7; v/v )

Zapreminski udeo organske komponente u pokretnoj fazi je variran u iznosu od

po 0,05.
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Pokretne faze za tanke slojeve silika gela impregniranog parafinskim uljem (b)

bile su:
1. aceton —voda (zapreminski udeo acetona 0,5-0,8; v/v)
2. acetonitril — voda (zapreminski udeo acetonitrila 0,2-0,6; v/v)
3. tetrahidrofuran —voda (zapreminski udeo tetrahidrofurana 0,45-0,7; v/v)
4. dioksan —voda (zapreminski udeo dioksana 0,5-0,8; v/v)
5. metanol — voda (zapreminski udeo metanola 0,5-0,8; v/v)
6. etanol —voda (zapreminski udeo etanola 0,5 — 0,8; v/v)

Zapreminski udeo organske komponente u pokretnoj fazi je variran u iznosu od
po 0,05.

Hromatogrami su razvijani jednodimenzionalnom uzlaznom tehnikom, na
sobnoj temperaturi bez prethodnog zasi¢enja atmosfere hromatografske kade parama
rastvaraca. Visina fronta pokretne faze bila je unapred odredena (10cm).

Nakon razvijanja hromatogrami su suSeni na vazduhu. Ispitivane supstance su
identifikovane pod UV svetlom talasne duZine A = 254nm, gde su se videle kao tamne
mrlje na svetloj osnovi.

Na osnovu tri uzastopna merenja izracunate su proseCne Ry vrednosti za svaku

ispitivanu supstancu prema jednacini (2.1.), odnosno Ry, vrednosti, jednacina (2.4.).

3.3. Obrada podataka

Eksperimentalni podaci obradeni su pomocu programa Origine 6.1. Molekulski

2324 online

deskriptori su raCunati u programu CS. Chem. Office, Version 7.0.
www.Chemsilico.com, a hijerarhijska klaster analiza primenom programskog paketa

Statistica 8.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Retenciono ponaSanje derivata s-triazina u

hromatografiji na obrnutim fazama (C;3 - HPTLC)

4.1.1. Kovalentno vezane RP C-18 faze

Pokretna faza u te¢noj hromatografiji obi¢no je dvo- ili viSe-komponentna
smesa rastvaraca od kojih je jedan uvek voda, a drugi organski rastvara¢-modifikator.
Kao modifikatori najeSce se koriste metanol 1 acetonitril, mada nije iskljucena
ni upotreba drugih organskih rastvara¢a®’. Od izbora organskog rastvara¢a i odnosa
komponenata pokretne faze zavisi efikasnost razdvajanja jer je retencija rastvorka
funkcija kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava pokretne faze.

U ovom radu su kao modifikatori pokretne faze koriS¢eni osim uobicajenih
acetonitrila 1 metanola, joS 1 slede¢i organski rastvaraci: aceton, tetrahidrofuran i
2-propanol™*,

U tabeli 4.1 date su izmerene Ry vrednosti ispitivanih supstanci sa pet razli¢itih
pokretnih faza od kojih je svaka sadrzala 30% vode 1 70% organske komponente. 1z

tabele 4.1 se vidi da pri istom sastavu pokretne faze ispitane supstance imaju razlicite

Ry vrednosti.
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4.1.2. Uticaj prirode organskog rastvaraca u pokretnoj fazi

na retenciju ispitivanih jedinjenja

Organski rastvara¢i koji se dodaju u pokretnu fazu, razlikuju se po svojoj

prirodi (strukturi). Funkcionalne grupe u molekulu organskog rastvaraca uzrok su

razli¢itih medumolekulskih interakcija, od kojih su najintenzivnije donor-akceptorske

interakcije vodoni¢nih veza. Odatle 1 proizlazi podela rastvaraca na proti¢ne 1

.y 235236
aproti¢ne™>"".

Tabela 4.1. Ry vrednosti ispitivanih derivata s-triazina na tankom sloju C;s- HPTLC

modifikator
metanol | 2-propanol | aceton | acetonitril | tetrahidrofuran
jedinjenje Rf
L1 0.34 0.73 0.57 0.62 0.63
L2 0.22 0.70 0.51 0.61 0.58
L3 0.17 0.62 0.50 0.57 0.56
L4 0.14 0.62 0.46 0.53 0.55
IL1 0.28 0.76 0.44 0.51 0.49
I1.2 0.22 0.74 0.33 0.44 0.46
IL.3 0.11 0.71 0.25 0.33 0.43
L1 0.22 0.76 0.48 0.50 0.56
1.2 0.14 0.67 0.30 0.35 0.45
I1.3 0.12 0.70 0.35 0.38 0.51
1114 0.05 0.56 0.22 0.25 0.45
Iv. 0.52 0.77 0.61 0.69 0.66
Iv.2 0.49 0.83 0.64 0.67 0.62
Iv.3 0.32 0.71 0.51 0.53 0.57
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Proticni rastvara¢i imaju vodonik vezan za elektronegativan atom, 1 samim
tim igraju ulogu donora protona u vodonicnoj vezi (obi¢no se skra¢eno oznacavaju
HBD od engleskog (hydrogen-bond donor)). U ovu grupu spadaju: amonijak,
primarni 1 sekundarni amini 1 njihovi amidi, karboksilne kiseline, alkoholi.

Aproti¢ni rastvarac¢i nemaju vodonik vezan za elektronegativan atom. Oni
mogu isklju¢ivo da budu akceptori protona u vodoni¢noj vezi (HBA - hydrogen-bond
acceptor) ukoliko sadrze u svojoj strukturi neki od elektronegativnih atoma. U
aproti¢ne rastvaraCe se ubrajaju: etri, ketoni, alkil nitrili, tercijarni amini i njihovi
amidi. U ovu grupu spadaju 1 nepolarni rastvaraci tipa ugljovodonika kod kojih HBA
dejstvo nije izrazeno.

Imajuci u vidu navedenu podelu rastvaraca, moze se smatrati da je retenciono
ponasanje derivata s-triazina ispitano 1 sa proti¢nim 1 sa aproti¢nim rastvaracima. Na
slici 4.1 su prikazani hromatogrami pojedina¢nih serija ispitivanih supstanci gde su
paralelno dati rezultati dobijeni sa protiénim 1 sa aproticnim modifikatorima.
Rezultati dobijeni u sistemima rastvaraca koji su sadrzavali aceton, acetonitril 1
tetrahidrofuran (aproticni) kao organsku komponentu pokretne faze, pokazali su se
modifikatorom (proticni). To se moze pripisati razliitim interakcijama do kojih
dolazi tokom hromatografskog procesa izmedu rastvaraca i1 rastvoraka.

Posto se upotrebljeni rastvaraci u okviru jedne grupe razlikuju po polarnosti,
uocava se, da se retencija nesupstituisanih molekula s-triazina (I.1, II.1, III.1 1 IV.1)
sa aprotiénim rastvaraCima neznatno razlikuje 1 da manje-visSe raste u skladu sa

polarno$cu rastvaraca, slede¢im redom:
Acetonitril < Tetrahidrofuran < Aceton.

Kod proticnih rastvarata, retencija tih istih molekula manja je sa
2-propanolom nego sa metanolom. Navedeni primeri ukazuju na to da postoji

selektivna retencija u zavisnosti od upotrebljenog modifikatora pokretne faze. Sve
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ovo potvrduje da je retencija sloZen pojam 1 da se o njoj ne moze govoriti samo sa
aspekta molekulske strukture ispitivanih jedinjenja nego se mora uzeti u obzir i uticaj

pokretne faze u datom hromatografskom sistemu.
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gl 11 - 0] 112 13
° ° 13 1.4 ¢ ® °
064 Y bod [ ] o 0.6
Rf 4q V R ] w
0.4 S 04l \4
u v
[ | " |
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0.4 v S 04
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Slika 4.1. Hromatogrami derivata s-triazina na tankom sloju C-18 HPTLC sa razliditim

pokretnim fazama koje su sadriale (70% modifikatora i 30% vode). Proticni:

metanol(m),2-propanol(e); aproticni: aceton( A ),tetrahidrofuran(*), acetonitril('V )
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4.1.3. Uticaj sastava pokretne faze na retenciju

Da bi ispitali uticaj sastava pokretne faze na retenciju, variran je zapreminski

udeo acetona, acetonitrila, tetrahidrofurana, 2-propanola 1 metanola. Dobijeni

rezultati za seriju III, promena R,, vrednosti u zavisnosti od zapreminskog udela

modifikatora prikazana je na slici 4.2. Preostale tri serije derivata s-triazina

(slike 1 a-c) 1 Ry, vrednosti dati su u prilogu (Tabele I-V).
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Slika 4.2. Zavisnost Ry vrednosti od zapreminskog udela, ¢, modifikatora za derivate s-triazina

serije ITI (IT1.1(w), II1.2(e), IIL3( A ), IIL.4(V))
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Sa slike 4.2 vidi se da se retenciona konstanta (R,,), pravilno menja sa
promenom zapreminskog udela modifikatora, (). Sa acetonitrilom, acetonom,
tetrahidrofuranom 1 2-propanolom ta promena je linearna. Dobijene su priblizno
paralelne prave. Jedino u slucaju metanola postoji blaga zakrivljenost, tj. zavisnost
nije linearna veé kvadratna'®. Poredenje izra¢unatih vrednosti koeficijenata korelacije

linearne 1 kvadratne zavisnosti date su u tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Koeficijenti korelacije zavisnosti Ry - ¢ metanola kao modifikatora u pokretnoj

fazi izracunati za kvadratnu jednacinu (6), odnosno za linearnu jednacina (7)

koeficijent korelacije
Jedinjenje | Kvadratna Linearna
r r

I.1 0.998 0.996
1.2 0.999 0.997
1.3 0.998 0.992
1.4 0.998 0.999
II.1 0.998 0.995
1.2 0.997 0.994
I1.3 0.999 0.998
I11.1 0.999 0.991
I111.2 0.999 0.994
113 0.997 0.985
111.4 0.998 0.995
IV.1 0.999 0.999
V.2 0.999 0.988
V.3 0.994 0.993

I mada su koeficijenti korelacije kvadratne jednaine neznatno bolji, linearna
aproksimacija daje sasvim zadovoljavajuce rezultate. Kako je ve¢ u teorijskom delu
spomenuto, a u skladu sa rezultatima datim u tabeli 4.2, za metanol kao modifikator,
ekstrapolirane vrednosti kod ova dva modela se statisticki bitno ne razlikuju'. U
daljoj diskusiji ¢e biti koriS¢ene linearne aproksimacije 1 to prvenstveno zbog toga da

bi se metanol mogao porediti sa ostalim modifikatorima.

Doktorska disertacija Lidija Jevri¢



-59 -

Iz zavisnosti Ry, - ¢ ( jednacina (7)), za svaku supstancu je odredena vrednost
nagiba S i odsetka R, kao i koeficijenti korelacije » (Tabela 4.3). Na osnovu tabele
4.3. vidi se da jedinjenja serije I (1.3, 1.4) usled prisustva halogenih supstituenata koji
se nalaze u para poloZaju fenilnog prstena, imaju nesto veée vrednosti R, 1 S. To je u
skladu sa ve¢ poznatom Cinjenicom da je, kod veéine modifikatora povecanje
retencije u prisustvu halogena, srazmerno porastu njegove atomske mase. Takode,
kod ispitivanih disupstituisanih derivata s-triazina serije Il 1 monosupstituisanih
derivata serije IV, uvodenje svakog narednog C-atom u molekul, dovodi do
povecéanja R, 1 S.

R,/ vrednosti dobijene ekstrapolacijom ne bi trebalo da zavise od prirode
modifikatora, poSto one predstavljaju retenciju u Cistoj vodi. Medutim, iz tabele 4.3.
se uocava da sve R, vrednosti nisu iste. Prose¢na R, vrednost sa acetonom je 3,587,
slede: metanol (3,334), tetrahidrofuran (3,195), acetonitril (2,583) 1 2-propanol
(2,296).

I pored razli¢itih R, vrednosti koje su izradunate za primenjene modifikatore,
izmedu njih postoji odredena korelacija. Dva primera prikazana su na slici 4.3.
U prilogu su dati preostali modifikatori (slika 2). Posto su te korelacije izmedu
R, vrednosti izradunate za razli¢ite modifikatore manje-vise linearnog tipa,
odgovarajuce jednacine su takode, date u prilogu (TabelaVI).

Linearne veze ukazuju na Cinjenicu da postoji moguénost zamene jednog
modifikatora drugim. Posto razli¢iti modifikatori (pri istim zapreminskim udelima u
pokretnoj fazi) rezultuju razliCitom retencijom ispitivanih jedinjenja moguce je
odabrati modifikator koji ¢e dati optimalne R, vrednosti (ne vece od 0,8

ni manje od 0,2).
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Tabela 4.3. Vrednosti retencionih konstanti Ry, nagiba S, i koeficijenata korelacije (v), linearne zavisnosti sa razli¢itim pokretnim fazama

metanol — voda 2-propanol —voda aceton — voda acetonitril —voda tetrahidrofuran - voda
Supstituent
RMo S r RMo S r RMo S r RMo S r RMo S r

I.1 2.457 -3.087 | 0.996 | 1.900 | -3.34 | 0.999 | 3.185 | -4.721 | 0.999 | 2.110 | -3.501 | 0.998 | 3.439 | -5.218 | 0.998
1.2 3.188 -3.738 | 0.997 | 2.525 | -4.196 | 0.993 | 3.580 | -5.078 | 0.997 | 2.786 | -4.194 | 0.995 | 3.567 | -5.289 | 0.993
1.3 3976 | -4.570 | 0.992 | 2.617 | -4.153 | 0.991 | 3.839 | -5.370 | 0.997 | 2.887 | -4.215 | 0.996 | 3.538 | -5.214 | 0.996
1.4 4.407 -4.984 | 0.999 | 2.764 | -4.332 | 0.993 | 4.303 | -5.984 | 0.998 | 2.896 | -4.098 | 0.995 | 3.351 | -4.912 | 0.996
II.1 3.181 -3.829 | 0.995 | 2.183 | -3.826 | 0.997 | 3.743 | -5.197 | 0.993 | 2.388 | -3.347 | 0.997 | 3.289 | -4.748 | 0.995
I1.2 3.320 | -3.868 | 0.994 | 2.384 | -4.024 | 0.998 | 3.935 | -5.262 | 0.997 | 2.753 | -3.699 | 0.997 | 3.401 | -4.816 | 0.996
I1.3 4.530 | -5.070 | 0.998 | 3.013 | -4.811 | 0.997 | 4.218 | -5.446 | 0.998 | 3.000 | -3.788 | 0.995 | 4.071 | -5.730 | 0.994
III.1 3.440 | -4.086 | 0.991 | 2.251 | -3.962 | 0.996 | 4.118 | -5.741 | 0.993 | 2.356 | -3.304 | 0.995 | 3.426 | -5.06 | 0.991
II1.2 3.998 -4.452 | 0.994 | 2.769 | -4.437 | 0.996 | 4.626 | -6.004 | 0.998 | 3.284 | -4.197 | 0.998 | 3.611 | -5.140 | 0.994
II1.3 3.980 | -4.471 | 0.985 | 2.691 | -4.383 | 0.988 | 4.019 | -5.306 | 0.988 | 3.101 | -4.076 | 0.988 | 3.387 | -4.912 | 0.996
I11.4 5.295 -5.764 | 0.995 | 2.747 | -4.117 | 0.998 | 4.693 | -5.951 | 0.996 | 3.556 | -4.394 | 0.997 | 3.902 | -5.503 | 0.998
V.1 1.526 | -2.206 | 0.999 | 1.118 |-2.422 | 0.992 | 1.672 |-2.707 | 0.994 | 1.497 | -2.592 | 0.997 | 1.733 | -2.897 | 0.996
Iv.2 1.626 | -2.242 | 0.988 | 1.400 | -2.910 | 0.991 | 2.034 |-3.184 | 0.985 | 1.590 | -2.629 | 0.995 | 1.795 | -2.900 | 0.996
V.3 1.756 | -2.090 | 0.993 | 1.779 | -3.164 | 0.984 | 2.257 | -3.286 | 0.995 | 1.956 | -2.821 | 0.996 | 2.222 | -3.340 | 0.985
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Slika 4.3. Zavisnosti izmedu Ry vrednosti koje su izracunate za razliCite pokretne faze

U pokretnoj fazi sa acetonitrilom kao modifikatorom uocava se najmanja
razlika izmedu najniZe 1 najviSe vrednosti nagiba (1,802). To nije slucaj sa drugim
modifikatorima, kod kojih retencija rastvorka mnogo viSe zavisi od promene
koncentracije organske komponente pokretne faze. Te razlike kod ostalih
modifikatora su sledec¢e: 2-propanol (2,389) < tetrahidrofuran (2,833) < aceton (3,297)
<metanol (3,674). U zagradi su date prosecne vrednosti nagiba.

Vrednosti nagiba, kao $to se iz tabele 4.3 moze sagledati, prate R,,” ispitivanog
jedinjenja. Naime, §to je vec¢a vrednost R,,, veéi je i nagib i obrnuto. Jedinjenja koja
su imala sli¢ne vrednosti R,/, imaju i sli¢ne nagibe**. Brojni radovi su potvrdili da
vrednost nagiba S zavisi od prirode organskog modifikatora, a takode, 1 od
molekulske strukture rastvorka (veliCine rastvorka, broja i strukture polarnih
funkcionalnih grupa). Posto R, i S zavise od istih fizicko-hemijskih faktora, sledi da
izmedu njih postoji zavisnost. Na slici 4.4 dat je primer zavisnosti R, - S samo za dva
sistema rastvaraCa: acetonitril-voda 1 metanol-voda. Ove dve pokretne faze su
odabrane posto su to ujedno i dva najvide kori§éena modifikatora. Dijagrami R,,’-S

preostalih sistema rastvaraca su dati u prilogu (slika 3).
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Slika 4.4. Zavisnost za odse¢ke Ry od nagiba S jednaline (7) s-triazina sa

acetonitrilom(e) i metanolom(e) kao modifikatorom

. . . . . 0 . . 14 M w .
Sa slike 4.4 vidi se da su zavisnosti Ry, -S linearne, a odgovarajuce jednacine

date su u tabeli 4.4.

Tabela 4.4. Korelacije izmedu odsecka Ry i nagiba S izracunatih za razlicite modifikatore

Modifikator Jednacina r SD n | broj j-ne
Acetonitril R, =-0.871-0.951S 0.945| 0.211 | 14 22
Aceton R, =-0.695 — 0.866S 0.988 | 0.151 | 14 23
Metanol R, =-0.598 - 1.011S 0.997 | 0.097 | 14 24
Tetrahidrofuran R, =-0.457-0.778S 0.994 | 0.083 | 14 25
2-Propanol R, =-0.918 —0.832S 0.985| 0.100 | 14 26

Iz tabele 4.4 vidi se da je najveci koeficijent korelacije (0,997) postignut sa
metanolom. Iznenaduju¢e dobra korelacija dobijena je sa tetrahidrofuranom
(r = 0,994). Koeficijent korelacije za acetonitril (0,945) je najlosiji. Medutim, kao $to
se 1 sa slike 4.4 vidi, kod acetonitrila odredene taCke odstupaju ( tacke iz
serije I). Ukoliko uporedimo 3D strukturne formule jedinjenja serije 1 sa 3D

strukturama drugih serija (slika 4.5), uocava se razlika..
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I1.2

AL

III.1

Slika 4.5. 3D strukture disupstituisanih s-triazina. Uzet je po jedan primer iz I, Il i 111 serije

Pre svega postoji razlika u osnovnoj strukturi. Jedino jedinjenja serije I imaju
aromati¢ne supstituente, dok su kod ostalih, supstituenti alifaticni. Ocito da
aromati¢ni supstituenti I serije uspostavljaju mnogo jacu interakciju sa vrlo polarnim
acetonitrilom, nego §to je to slucaj sa alifaticnim grupama. Kako se iz prikazane 3D
strukture uocava, dva aromatiCna prstena izmedu sebe zaklapaju izvestan ugao.
Potpuno drugacija orijentacija supstituenata je u molekulima sa alifatiénim grupama
koji su visSe linearni nego presavijeni. Jasno je da su aromati¢ni supstituenti uzrok
neSto drugacijem retencionom ponaSanju. Zbog toga se Cinilo logi¢no da se iz
jednacine (22) izostavi serija I. Ukoliko se jednacina (22) preracuna bez serije I,

dobija se nova jednacina (27).
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Riacn=-1.221 - 1.081Sxcn (#=0.994; SD=0.079; n=10)  (27)

Nagib u jednacini (27), sada je ve¢i i priblizno jednak jedinici. Uopste,

nagibi u jedna¢inama (22-27) se medusobno razlikuju. Uoceno je da nagibi u

jednadini (22-27) i relativna permitivnost, &, (karakteristicna veli¢ina za svaki

237,238

rastvarac) , organskih rastvaraCa pokretne faze pokazuju dobru korelaciju,

(slika 4.6.).

ACN (27)
MeOH (24)

r

(26) 2-PrOH

-
[&)]
1

Relativna permitivnost, &
= N
o o
1 1

(25) THF @

[¢;]

——T— T
95 -090 -0.85 -0.80 -0.75

——
-1.10 -1.05 -1.00 -O.

nagib jednacine (23-27)

Slika 4.6 Zavisnosti nagiba jednacina (23-27) i relativne permitivnosti, €, Brojevi u zagradi

odgovaraju konkretnoj jednacini

Dalje, ispitana je veza izmedu retencije razliCitih derivata s-triazina i
strukturnih karakteristika molekula. Te karakteristike ne uzimaju u obzir interakcije

sa okolinom ve¢ samo ukazuju uticaj strukturnih elemenata, kao na primer $to su:

a)  Broj C-atoma u cikloalkil supstituentu jedinjenja disupstituisane

serije 11, odnosno monosupstituisane serije IV

Kada se graficki prikaZe zavisnost R, od broja C-atoma cikloalkilnog

supstituenta vidi se da sa porastom C-atoma raste i R,,” (slika 4.7).
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2.5
2.0

1.54

ACN

THF

6 8 10 12 14
n (C-atoma) aproticni rastvaraci

Slika 4.7. Zavisnost Ry od n(C-atoma) u cikloalkilnim supstituentima ispitivanih serija Il i IV

sa aproti¢nim i proticnim modifikatorima

Na slici 4.7. radi preglednosti odvojeno su prikazani proti¢ni 1 aproti¢ni

rastvaraci. Jednacine linearnih korelacija date su u prilogu ( Tabela VII).

b) Broj fenilnih grupa u molekulu kod jedinjenja serije I11

Kao $to se vidi sa slike 4.8. broj fenilnih grupa takode uti¢e na R, vrednosti.

Jednacine korelacija prikazanih na slici 4.8. su date u tabeli VIII, u prilogu.

MeOH
[
¢ 1.4 2-ProH
.3
® [ ]

1 2
n (Ph') proticni rastvaraci

L1

0 1 2
n ( Ph ) aproticni rastvaraci

Slika 4.8. Zavisnost Ry, vrednosti serije III od broja fenilnih grupa (n(Ph))
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¢) Zapremina celog molekula

Izratunata je molarna zapremina molekula i uporedena sa R, i S. Sa slike 4.9
vidi se da izmedu Vy i R,/ odnosno S postoji izvesna pravilnost™*. U prilogu su dati

preostali modifikatori (slika 4).

3.5
3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
054
1.0
1.5 24
2.0

25 -4 4
807 S

-35 1
-4.0 -6
-4.54 o

T T T T T T T
150 200 250 300 350 400 150 200 250 300 350 400

S metanol

R 0, S acetonitril
0
M b

R

Slika 4.9. Korelacija izmedu karakteristicne zapremine Vy i retencinih parametara Ry’ iSza

acetonitril i metanol kao modifikatore

4.2. Lipofilnost derivata s-triazina

Brojna istrazivanja su pokazala statisticki znacajnu vezu izmedu retencionih
konstanti R, serije srodnih supstanci dobijenih hromatografijom na obrnutim fazama
1 lipofilnosti molekula, to jest logaritma podeonog koeficijenta (logP) koja se moze

1zraziti kao:
R, =a+ blogP (28)

Jednagina (28), pokazuje da R,,” vrednost mozZe posluZiti za procenu podeonog
koeficijenta, pa prema tome indirektno i za procenu lipofilnosti ispitivanih jedinjenja.
Medutim, praksa je pokazala da R,,” vrednosti zavise od prisutnog modifikatora zbog

cega se hromatografski parametri medusobno razlikuju, (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5. Korelacioni koeficijenti izmedu razlicitih hromatografskih parametara lipofilnosti

HPTLC
ACN Ac THF | MeOH | 2-PrOH

ACN 1.000 | 0.925 0.865 0.945 0.946

Ac 1.000 | 0.925 0.938 0.931

HPTLC THF 1.000 | 0.871 0.910
MeOH 1.000 0.930

2-PrOH 1.000

Da bi ispitali sa kojim modifikatorom se dobijaju R,,” vrednosti koje najbolje
definiSu lipofilnost ispitivanih s-triazina, najpre smo izracunali logP koriS¢enjem

razliCitih programa (Tabela 4.6)

Tabela 4.6. Izraéunate logP vrednosti pomodu razlicitih programa

jedinjenje | AlogP | IAlogP | ClogP | 10gPxpwin | XlogP | ACDlogP

L1 5.25 5.06 4.85 5.07 4.83 3.87
12 5.65 5.13 5.85 6.16 5.70 4.79
13 5.94 7.08 6.28 6.36 6.07 5.06
1.4 6.18 5.89 6.58 6.85 6.43 5.42
1.1 4.96 5.15 532 5.88 3.71 3.70
1.2 5.78 5.96 6.44 6.86 4.85 4.82
1.3 6.55 6.65 7.55 7.85 5.99 5.95
L1 491 4.76 5.40 5.96 401 3.74
1L.2 5.55 4.81 5.48 7.05 5.14 4.82
113 6.07 5.80 7.21 8.17 6.14 5.36
1114 6.98 7.98 9.02 10.39 8.27 7.07
V.1 3.83 3.63 3.12 3.81 2.37 2.85
V.2 421 4.08 3.67 430 2.94 3.41
V.3 4.64 4.48 423 4.79 351 3.98
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U idealnom slucaju, bez obzira na metodu kojom su racunate, sve vrednosti
racunskih logP bi trebale da su iste, a korelacija izmedu njih potpuna (=1). Medutim,

239

to nije tako™ . To potvrduju 1 podaci iz tabele 4.7, gde su prikazani koeficijenti

korelacije dobijeni izmedu razli¢itih vrednosti logP derivata s-triazina.

Tabela 4.7. Koeficijenti korelacije (r) izmedu logP vrednosti izracunatih razli¢itim programima

r AlogP | IAlogP ClogP | logPxowin | XlogP | ACDlogP
AlogP 1 0.916 0.968 0.918 0.965 0.966
IAlogP 1 0.922 0.854 0.896 0.902
ClogP 1 0.968 0.933 0.955

108Pxomin 1 0.902 0.942
XlogP 1 0.956

ACDlogP 1

Cinjenica da postoje razlike izmedu izradunatih vrednosti logP ispitivanih
molekula, ukazuje da razliCite procedure za izraCunavanje koeficijenta raspodele
rezultuju razli¢itim logP vrednostima.

Sledece, ispitano je slaganje izmedu razli¢itih racunskih logP vrednosti i
hromatografskih R, vrednosti. U tabeli 4.8 su dati koeficijenati korelacije koji se

dobijaju izmedu R,,” dobijenih sa razli¢itim modifikatorima i logP.

Tabela 4.8. Koeficijenti korelacije (r) izmedu Ry i logP

R)/ AlogP IAlogP ClogP 102 Pk ovin XlogP ACDlogP
acetonitril 0.924 0.855 0.906 0.924 0.902 0.898
aceton 0.845 0.715 0.840 0.838 0.794 0.760
metanol 0.931 0.800 0.937 0.925 0.902 0.899
tetrahidrofuran | 0.864 0.749 0.830 0.773 0.798 0.741
2-propanol 0.915 0.762 0.807 0.832 0.847 0.846
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Poredenjem eksperimentalnih i izracunatih vrednosti za definisanje lipofilnosti,
vidi se da je kod metanola kao modifikatora najvisi stepen korelacije (izracunata
srednja vrednost korelacionog koeficijenta je 0.901). Modifikator koji sledi odmah
iza metanola je acetonitril, sa kojim se takode, postizu, vrlo visoke vrednosti
koeficijenta korelacije. Ova dva modifikatora se inae danas najceS¢e koriste u
eksperimentalnom radu. Uzimajuc¢i u obzir da se literaturni podaci uglavnom odnose
na kolonske tehnike (HPLC) ne treba zanemariti ni ostale modifikatore kao $to su
aceton, tetrahidrofuran odnosno 2-propanol, koji su pogodni za TLC primenu.

Od svih programa za izraCunavanje logP vrednosti, dva su se ipak izdvojili
kao najpogodniji. Programi AlogP 1 ClogP pruzaju najbolje zavisnosti retencije i
podeonog koeficijenta za aceton 1 acetonitril kao modifikatore, dok sa vrednostima
ClogP dobijamo bolje korelacije za metanol. Zato ¢e se dalja diskusija bazirati na
ova dva racunska podeona koeficijenta.

Kada se zavisnost Ry’ (acetona i acetonitrila kao modifikatora pokretne faze)
1 vrednosti AlogP, odnosno ClogP, prikazu graficki, (slike 4.10. 1 4.11.), moguce je
mnogo realnije sagledati postojece korelacije. Grafici zavisnosti preostalih organskih

rastvaraca dati su na slikama 5 1 6 u prilogu.

3.5

111.2 @
47 II1.1 @

3.0

Aceton A cetonitril

T T T T T T T T ' ' ' ' ' ' '
3.0 3.5 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

AlogP AlogP

Slika 4.10. Korelacija izmedu Ry i AlogP
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3.54

3.04

Slika 4.11. Korelacija izmedu Ry i ClogP.

Evidentno je da od cCetiri jedinjenja disupstituisane serije III, na sva Cetiri
grafika odstupa tacka II1.2, a na dva 1 taCka III.1. Supstance III.1 1 IIL.2 u svojoj
strukturi imaju -H odnosno -CH; kao supstituente u polozaju 4 1 6, ¢ija je lipofilnost
mnogo manja od lipofilnosti voluminoznih benzil ili cikloheksil grupa, koje su
prisutni supstituenti kod jedinjenja I11.3 1 I11.4.

Posto su se i Ry vrednosti razlikovale za proti¢ne i aproti¢ne rastvarace,
logi¢no je da se i zavisnosti R,,” - logP prikazu odvojeno za ove dve grupe rastvaraca.
Na slikama (4.12 i 4.13) razdvojeni su proti¢ni od aproti¢nih rastvaraca. Sa slike se
vidi da je svejedno koji se aproti¢ni rastvara¢ koristi jer se sve taCke grupiSu oko
jedne prave (slika 4.12). Kod proti¢nih rastvaraca svaki daje posebnu pravu liniju
(slika 4.13). To pokazuje da je izbor proti¢nih rastvaraca od velike vaznosti zbog

njegovog direktnog uticaja na R,,” vrednost, §to kod aprotiénih rastvara¢a nije slu¢aj.
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45

4.5

Slika 4.12.  Korelacija  izmedu  Ry"  odredenih  sa  aprotiénim  rastvaradima:

acetonom(e),acetonitrilom( A ) i tetrahidrofuranom(V ) i ClogP i AlogP

554 5.5

5.0 5.0

45 4'5'_

4.0+ 440'-

3.5 4

R 3.0—:

2.5

3.5
R 3.0

2.5

2.0 4
2.0

154
154

1.0
1.0 4

T T T T T T T T T T T T T 35 4.0 4.5 5.0 55 6.0 6.5 7.0

ClogP AlogP

Slika 4.13.  Korelacija izmedu Ry’ odredenih sa proticnim rastvaralima: metanolom(e),

2-propanolom(A) i ClogP i AlogP

Generalno, Sire gledano, ni jedan modifikator ne moZe se smatrati idealnim 1
jedinim moguéim reSenjem. Zato je osim standardnih (metanola i acetonitrila)
korisno ukljuciti druge, na primer aceton ili 2-propanol, kao ravnopravne
modifikatore u definisanju lipofilnosti ispitivanih derivata s-triazina, poSto se ne

dobijaju isti rezultati sa proticnim 1 aproti¢nim rastvaracima.
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Imajuéi u vidu ¢&injenicu da postoji bliska povezanost izmedu R, i logP

odnosno R,/ i S, u literaturi se kao dodatni parametar lipofilnosti sre¢e i Cy*****!,

R,/
Co= — (29)
S

Zato su, za svaki modifikator izraCunate vrednosti C, ispitivanih s-triazina

(Tabela IX u prilogu). Korelacije izmedu Cj 1 ClogP su prikazane na slici 4.14.

-0.68

IL1 . 1
-0.704 -0.901
III.@ 12V 13y WIiiL4 ]

1 2 3 4 5 6 7 8 -0.95 T T T T T T

Clog P

Slika 4.14.  Zavisnost izmedu Cy i vrednosti ClogP odredenih sa acetonom(A),

2-propanolom(4), acetonitrilom(e), tetrahidrofuranom(V ) i metanolom(V )

Kao Sto se sa slike 4.14 vidi zavisnosti C, - logP je kvadratna. Odgovarajuce

jednacine date su u tabeli 4.9. U proracunu je izostavljeno jedinjenje III.2 koje zbog
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svoje relativno male lipofilnosti, u odnosu na druge supstance, najvisSe odstupa od

prikazane zavisnosti.

Tabela 4.9. Jednadine kvadratne zavisnosti Cy sa ClogP, bez jedinjenja I11.2

modifikator jednacina r SD n | j-na
_ 2
Metanol Co=-0.289-0.189 logP +0.014 1ogP* | 020 | 1006 | 13 | 30
Aceton Co= -0.424 - 0.088 logP + 0.005 logP” | () 885 0025 | 13 | 31
Acetonitril Co =-0.388 - 0.084 logP + 0.003 logP* | ( 823

0.044 13 32

Tetrahidrofuran | Co =-0.412-0.091 logP + 0.007 logP2 0836 | 0.020 13 33

- Co = 0.110-0.160 logP + 0.012 1
2-Propanol ° ogF 2P | hoas | 0021 | 13 | 34

Jednacine (30-34) ukazuju da pored R, i Cy moze biti alternativni deskriptor u

definisanju lipofilnosti ispitivanih derivata s-triazina.

4.2.1. Veza izmadu R, i konstante lipofilnosti supstituenta x

Vrednost logP predstavlja meru lipofilnosti celog molekula. Medutim, kada se
molekuli medusobno razlikuju po prisutnom supstituentu, lipofilnost se moze izraziti

194

Hansch-ovim parametrom 7 . U tom slucaju 7 predstavlja konstantu lipofilnosti

supstituenta, 1 to:

= IOgPX — IOgPH (35)

gde Py predstavlja vrednost podeonog koeficijenta nesupstituisanog, a Py
vrednost podeonog koeficijenta osnovnog molekula. Zavisnost 7 od R, vrednosti

jedinjenja serije I je data na slici 4.15. U prilogu su dati preostali modifikatori

(slika 7).
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T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Slika 4.15. Zavisnost RMo- vrednosti int sa acetonitrilom i metanolom

Za svaki modifikator izracunate su odgovarajuce jednacine (36-40) :

sa acetonom kao modifikatorom:

R, =3.187 — 0.496 7T + 2.065 77
r=0.998, SD=0.046, n=4
sa acetonitrilom kao modifikatorom:

R,’=2.109 + 1.79277 - 1.012 77
F=0.999, SD=0.019, n=4

sa metanolom kao modifikatorom:

R, = 2.449 — 0.09477 + 2.845 7
r=0991, SD=0.199, n=4
sa 2-propanolom kao modifikatorom:
R, =1.901 + 1.2677C - 0.3197°
r=0.999, SD=0.028, n=4
sa tetrahidrofuranom kao modifikatorom:
Ry’ =3.437+0.93277- 118177
r=0.967, SD=0.043, n=4

(36)

(37)

(38)

(39)

(40)
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Ukoliko pored Hansch-ovog parametra lipofilnosti () u jedna¢inu ukljuc¢imo i
Hammett-ovu elektronsku konstantu (o) supstituenta, tada imamo jednacinu:

RM02611+6127Z'+ as o (41)
Koeficijenti u jednacini (41) dati su u tabeli 4.10.

Tabela 4.10. Koeficijenti jednacine (41) primenjenih modifikatora pokretne faze

RM0 =a;+ a,w+ azo

a, ar as r SD
Aceton 3.149 | 0.998 | 0.633 | 0.961 | 0.226
Acetonitril 2.127 | 1.062 | -0.318 | 0.985 | 0.108
Metanol 2438 | 1.805 | 1476 | 0.996 | 0.115
2-Propanol 1.901 | 1.057 | -0.179 | 0.999 | 0.008
Tetrahidrofuran | 3461 | 0.067 | -0.323 | 0.554 | 0.141

Koeficijenat (a;), koji stoji uz parametar 7z ukazuje na uticaj lipofilnog
karaktera ispitivanog molekula na R, . Brojna vrednost (a,) veéa je od brojne
vrednosti koeficijenta a; (koji pokazuje elektronski efekat u molekulu). To ukazuje na
zaklju€ak da je veci uticaj lipofilnosti na retenciju u odnosu na elektronske efekte u
molekulu.

Kao zaklju¢ak moze se istaci, da na retenciju ispitivanih s-triazina derivata u
hromatografiji na obrnutim fazama izuzetno veliki uticaj igra lipofilnost molekula,

medutim, ne mogu se zanemariti ni polarne interakcije u molekulu.
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4.3. Retenciono ponasanje s-triazina

na tankom sloju silika gela impregniranog sa parafinskim

uljem

Pored komercijalnog silika gela sa kovalentno vezanom RP C-18 fazom, u radu
je ispitano retenciono ponasanje i na silika gelu impregniranim sa parafinskim uljem,
koji je nekomercijalni nosa&***.

Retencija ispitivanih derivata s-triazina na tankom sloju impregniranog silika
gela, u direktnoj je vezi sa primenjenim organskim rstvaraCem 1 njegovim
zapreminskim udelom u pokretnoj fazi (izraCunate R,, vrednosti su date u tabelama
X-XV u prilogu). Na slici 4.16. prikazano je kako se menja retencija ispitivanih
supstanci serije II u zavisnosti od zapreminskog udela organskog rastvaraca.
Dijagrami zavisnosti retencione konstante, R;, od zapreminskog udela modifikatora

preostalih ispitivanih serija, dati su u prilogu (slike 8 a-f).
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Slika 4.16. Zavisnost Ry vrednosti od zapreminskog udela, @, modifikatora za derivate

s-triazina serije II (I11.1(m), 11.2(e), I1.3(A))
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I ovde imamo slucaj da se kod jednog modifikatora (acetonitrila), zavisnost
izmedu retencije i1 sastava pokretne faze moze opisati kvadratnom korelacijom.
Izmedu R, vrednosti izradunatih primenom linearne, odnosno kvadratne jednadine

postoji relativno dobro slaganje vrednosti (slika 4.17).

kvadratna korelacija

0

M

R

T T T T T T T T T T T T T 1
2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

0 5. ..
R, linearna korelacija

Slika 4.17. Zavisnost izmedu retencije derivata s-triazina linearne, odnosno kvadratne

korelacije sa acetonitrilom kao modifikatorom

Zato ée se u daljoj diskusiji koristiti Ry vrednosti linearne aproksimacije,
prvenstveno zbog moguénosti uporedivanja sa R,,” vrednostima ostalih modifikatora
(Tabela 4.1114.12).

Iz Tabele 4.11 uocava se da se najveée R, vrednosti postizu primenom
pokretne faze sa acetonitrilom kao modifikatorom. Prose¢na R, vrednost sa
acetonitrilom je 4,221 (slede: dioksan (3,456), tetrahidrofuran (3,026), metanol
(3,081), etanol (2,988) 1 aceton (2,674)). Pri istom zapreminskom udelu modifikatora,
retencije ispitivanih derivata s-triazina su manje kada pokretna faza sadrzi proti¢ne
rastvaraCe (metanol 1 etanol), §to je posledica jacih interakcija ispitivanih molekula u

njima.
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Tabela 4.11. Parametri linearne zavisnosti izmedu Ry i @ na tankom sloju impregniranog

silika gela sa proti¢nim rastvaracima

Metanol -voda Etanol- voda
jedinjenje R 5 p R 5 p
I.1 2.143 | -3.119 | 0.993 | 2.933 | -4.648 | 0.997
1.2 2602 | -3.506 | 0.998 | 2.921 | -4.224 | 0.997
I3 2704 | -3.700 | 0.99¢ | 3.-847 | -5.652 | 0.993
[.4 3.056 | -4.085 | 0.994 | 3.580 | -5.252 0.992
1.1 2930 | -3.878 | 0.997 | 2.929 | -4.116 | 0.998
I1.2 3.185 | -4.038 | 0.996 | 2.323 | -3.226 | 0.995
I1.3 3672 | -4.538 | 0.994 | 3.215 | -4.277| 0.991
.1 3391 | -4.485 | 0.997 | 2.650 | -3.768 | 0.997
I1I1.2 3.888 | -4.956 | 0.998 | 3.798 | -4.637 | 0.995
1.3 3978 | -4.924 | 0.998 | 3.677 | -4.973 | 0.991
I11.4 4.454 | -5.280 | 0.993 | 4436 | -5.725 | 0.995
V.1 2250 | -3.424 | 0.996 | 1.635 |-2.694 | 0.996
Iv.2 2625 | -3.832 | 0.995 | 1.809 | -2.851 | 0.996
IV.3 2258 | -3.42 | 0.997 | 2.091 | -3.155 | 0.995
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Tabela 4.12. Parametri linearne zavisnosti izmedu Ry i @ na tankom sloju impregniranog silika gela sa aproti¢nim rastvaracima

aceton acetonitril dioksan tetrahidrofuran

jedinjenje

R,/ S r R,/ S r R,/ S r R,/ S r

L1 1.892 | -2.753 | 0.997 | 2.905 |-5.405 | 0.985 | 2.888 | -4.616 | 0.996 | 1.972 | -2.436 | 0.997

1.2 2.352 | -3.240 | 0.999 | 3.850 | -6.97 | 0.993 | 2.729 | -4.955 | 0.993 | 2.576 | -3.332 | 0.990

I.3 2.589 | -3.526 | 0.999 | 4.578 | -8.307 | 0.985 | 2.491 | -5.34 | 0.995 | 2.854 | -3.753 | 0.988

L4 2418 | -3.267 | 0.996 | 5.169 | -9.324 | 0.984 | 3.658 | -5.598 | 0.997 | 2.857 | -3.721 | 0.992

II.1 2.878 | -3.976 | 0.999 | 3.246 | -5.953 | 0.946 | 3.624 | -5.257 | 0.989 | 2.652 | -3.385 | 0.994

I1.2 3218 | -4.274 | 0.999 | 4.793 | -8.495 | 0969 | 3.840 | -5.423 | 0.995 | 3.257 | -4.14 | 0.992

I1.3 3.750 | -4.914 | 0.998 | 5.320 | -9.222 | 0.976 | 4.363 | -5.993 | 0.994 | 3.408 | -4.311 | 0.996

III.1 2.626 | -3.501 | 0.998 | 5.072 | -7.764 | 0.993 | 3.454 | -5.078 | 0.991 | 3.031 | -3.948 | 0.998

I1I1.2 3.364 | -4.187 | 0.999 | 5.497 | -8.370 | 0.987 | 4.368 | -6.003 | 0.997 | 3.601 | -4.682 | 0.995

1.3 3.154 | -4.022 | 0.998 | 5.718 | -8.650 | 0.983 | 4.219 | -5.942 | 0.998 | 3.495 | -4.549 | 0.997

I11.4 3.946 | -4.889 | 0.999 | 5.880 |-8.393 | 0.987 | 5.268 -7.2 1 0.997 | 4.142 | -5.425 | 0.990

IV.1 1.867 | -2.601 | 0.999 | 2.344 | -4.304 | 0.996 | 2.342 | -3.763 | 0.994 | 2.367 | -3.424 | 0.995

IV.2 2.013 | -2.740 | 0.998 | 2.465 | -4.415| 0.996 | 2.392 | -3.856 | 0.998 | 2.653 | 4.821 | 0.998

IV.3 1.364 | -2.102 | 0.999 | 2.257 | -4.163 | 0.996 | 2.751 | -4.219 | 0.994 | 3.500 | 5.593 | 0.998
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Kako je prethodno utvrdeno u hromatografiji na hemijski vezanim C,g fazama

vrednosti nagiba S prate promene R,,”, §to bi se moglo reéi i za rezultate dobijene na

tankim slojevima silika gela impregniranim sa parafinskim uljem (slika 4.18),

tabela 4.13.
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Slika 4.18. Zavisnost odsecka, Ry, od nagiba, S, (jednacina 7) s-triazina sa: acetonitrilom(e),

acetonom(e),

etanolom(V )

tetrahidrofuranom(A ),

dioksanom(+),  metanolom(A) i
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Tabela 4.13. Korelacije izmedu odsecka, Ry i nagiba S izracunatim za razlicite modifikatore.

modifikator impregniran silika gel
jednacine r SD n br. j-ne

acetonitril R, =-1.717-1.356S 0.954 10.590 |14 |42
aceton R, =-0.572 - 1.1218 0.994 |0.101 |14 |43
dioksan R, =-1.895—0.965S 0.920 10.392 |14 |44
tetrahidrofuran | Ry =-0.231 —1.231S 0.985 | 0.140 |14 |45
metanol R, =-1.278-1.911S 0.987 |0.110 |14 |46
etanol R, =-0.786 — 1.152S 0962 |0.283 |14 |47

Kao i na Cs fazi i na silika gelu impregniranim parafinskim uljem, R,/ je

direktno zavisna od prirode modifikatora pokretne faze. Drugim re€ima, to znaci da

je selektivnost razdvajanja ispitivanih supstanci rezultat specifi¢nih interakcija sa

pokretnim fazama.

Od strukturnih parametara najizraZeniji je uticaj broja fenilnih grupa na R,

vrednosti, Sto se vidi

na slici 4.19.

IL4
gg 111.3 ACN
5.6 .
s TIL1 Dx
5.2+
5.0+

T T T
0 1

T
2

n (Ph) aproticni rastvaraci

M 344

4.6 4
44
42
404
3.8

03.6—-

3.2+
3.0 4
2.8

2.6

EtOH

T
0

T
1

n (Ph ) proticni rastvaraci

Slika 4.19. Zavisnost Ry vrednosti serije III kod proticnih i aproti¢nih rastvaraéa od broja

fenilnih grupa (n(Ph))

Doktorska disertacija

Lidija Jevri¢



-83.-

Zatim, ispitano je slaganje izmedu razli¢itih hromatografskih R, vrednosti
(Tabela 4.14) kao i slaganje R, sa raunskim logP vrednostima (Tabela 4.15). U
tabeli 4.14 su date vrednosti koeficijenata korelacije zavisnosti Ry’ dobijenih sa

razli¢itim modifikatorima 1 logP izraCunatim razli¢itim programima.

Tabela 4.14. Koeficijenti korelacije (r) izmedu logP vrednosti izralunatih razlicitim

programima
R impregniran silika gel
Y ACN Ac THF Dx MeOH | EtOH
ACN | 1.000 | 0.845 | 0.905 | 0.823 | 0.886 | 0.794
Ac 1.000 | 0.927 | 0.921 | 0.905 | 0.675
Imp.
THF 1.000 | 0.900 | 0.966 | 0.707
silika
Dx 1.000 | 0.939 | 0.677
gel
MeOH 1.000 | 0.696
EtOH 1.000

Tabela 4.15. Koeficijenti korelacije (r) izmedu Ry vrednosti izracunatih za razlidite

modifikatore i razlic¢itih logP

R,/ AlogP | IAlogP | ClogP | logPxowin | XlogP | ACDlogP
acetonitril 0.835 0.705 0.858 0.877 0.795 0.804
aceton 0.763 0.708 0.828 0.875 0.671 0.757
dioksan 0.747 0.624 0.815 0.900 0.681 0.770
tetrahidrofuran | 0.570 0.533 0.648 0.756 0.532 0.707
metanol 0.702 0.604 0.794 0.895 0.665 0.750
etanol 0.855 0.795 0.822 0.838 0.900 0.825
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Uporedivanjem izraCunatih vrednosti za definisanje lipofilnosti ispitivanog
molekula, vidi se da etanol kao modifikator daje najvisi stepen korelacije (izracunata
srednja vrednost korelacionog koeficijenta je 0.839). Modifikator koji sledi odmah
1za metanola je acetonitril.

Uocava se da su retencija 1 logP proporcionalne veli¢ine, odnosno najlipofilniji
molekuli imaju 1 najnizu vrednost logP (slika 4.20).

Na svim graficima evidentno je odstupanje supstance I11.4. Ova supstanca ima
najvoluminoznije supstituente (fenil grupe) i najvecu lipofilnost. PoSto je zavisnost
R,/ - logP nesto losija ( koeficijent korelacije, r, se krece od 0,875 (aceton) do 0,912

(tetrahidrofuran)), ispitana je veza izmedu AR, i Hansch-ovog parametra

lipofilnosti, 7, (slika 4.21).

45 ° 554
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Slika 4.20. Korelacija izmedu Ry razli¢itih modifikatora: metanola(e), dioksana(e),

tetrahidrofurana(A) i acetona(v) i logPkowin.
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Slika 4.21. Zavisnost Ry’ od m na tankom sloju impregniranog silika gela sa

acetonitrilom(e) i metanolom( A) kao modifikatorom

Ovo pokazuje da se 1 silika gel impregniran sa parafinskim uljem uspe$no
moze koristiti za definisanje parametra lipofilnosti s-triazina. Kao 1 kod C g1 ovde su
R,/ vrednosti odraz raspodele ispitivanih supstanci. Zato nije ¢udo §to izmedu R,,’

vrednosti odredenih na ova dva nosaca postoji visok stepen korelacije (slika 4.22).
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Slika 4.22. Zavisnost Ry na razli¢itim nosadima upotrebom istog modifikatora

(acetonitril(e), metanol( A ), aceton(e), tetrahidrofuran(™ )) u pokretnim fazama
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I na impregniranom silika gelu kao 1 kod C;g, sa metanolom se vrlo jasno
izdvaja serija I od linearne zavisnosti. Kako je ve¢ viSe puta konstatovano, u strukturi
molekula jedinjenja serije I, prisustvo aromati¢nog supstituenta postaje odgovorno za
ovakvo razlicito retenciono ponasanje u odnosu na druge ispitivane molekule.

Kod tetrahidrofurana kao modifikatora izdvaja se monosupstituisana serija IV,
koja se za razliku od preostalih ispitivanih supstanci odlikuje najmanje voluminoznim
cikloalkalnim supstituentima u polazaju 6. Takva struktura molekula serije IV
uslovljava njihovu najnizu retenciju odnosno najmanju lipofilnost u odnosu na druge

ispitivane molekule.

4.4. Klasifikacija hromatografskih parametara lipofilnosti

Sve korelacije koje su do sada izvodene, u osnovi imaju Cinjenicu da se
izmedu dva podeona sistema moze uspostaviti direktna veza. To takode znaci, da bez
obzira koji hromatografski sistem koristili, hromatografski parametri lipofilnosti treba
da su u medusobnoj korelaciji. Na osnovu korelacionog matriksa (Tabela 4.16), vidi
se da su neki od hromatografskih sistema u medusobno boljoj korelaciji, dok su kod
drugih korelacije loSije. U tabeli su dati podaci, kako za standarni HPTLC RP-18
sistem, za nekomercijalni silika gel impregniran parafinskim uljem, tako i1 za josS dve
nepokretne faze: aminoplast i celulozu MN-300. Parametri lipofilnosti (R,,”) na ova
dva nosaca odredeni su pokretnom fazom: metanol-voda-acetonitril, u kojoj je variran
zapreminski udeo acetonitrila.

Najveéi koeficijent korelacije (0,966) je postignut izmedu R, vrednosti na
nepokretnim fazama aminoplasta i celuloze MN-300, a najmanji (0,516) izmedu
metanola kao modifikatora na impregniranom silika gelu i na RP C-18.

Na osnovu tabele 4.16 vidi se da hromatografski parametri lipofilnosti
pretstavljaju jedan heterogen skup podataka. Zbog toga smo pokuSali da ih na

. o . . . . e g . 239243244
izvestan nacin sortiramo i klasifikujemo. Koristili smo klaster analizu™"">""",
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R, HPTLC impregniran silika gel AMP | celul.

ACN Ac THF | MeOH | 2-PrOH | ACN Ac THF Dx MeOH | EtOH ACN ACN

ACN | 1.000 | 0.925 | 0.865 | 0.945 | 0.946 | 0.909 | 0.825 | 0.858 - 0.811 | 0.528 | 0.751 | 0.799

Ac 1.000 | 0.925 | 0.938 | 0.931 | 0.826 | 0.911 | 0.933 | 0.899 | 0.928 | 0.758 | 0.813 | 0.822

HPTLC | THF 1.000 | 0.871 | 0910 | 0.858 | 0.743 | 0.643 | 0.672 | 0.615 | 0.800 | 0.744 | 0.757
MeOH 1.000 | 0.930 | 0.811 | 0.928 | 0.850 | 0.819 | 0.516 | 0.902 | 0.840 | 0.811

2-PrOH 1.000 | 0.885 | 0.824 | 0.742 | 0.697 | 0.714 | 0.842 | 0.742 | 0.785

ACN 1.000 | 0.845 | 0.905 | 0.823 | 0.886 | 0.794 | 0.774 | 0.813

Ac 1.000 | 0.927 | 0.921 | 0.905 | 0.675 | 0.763 | 0.754

::Z:a THF 1.000 | 0.900 | 0.966 | 0.707 | 0.749 | 0.759
gel Dx 1.000 | 0.939 | 0.677 | 0.725 | 0.747
MeOH 1.000 | 0.696 | 0.728 | 0.745

EtOH 1.000 | 0.653 | 0.725

AMP ACN 1.000 | 0.987
celul. ACN 1.000
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Polaznu osnovu klaster analize predstavlja matrica podataka X, formata n x p,

gde n predstavlja broj jedinjenja (s-triazina), a p broj promenljivih (hromatografskih

sistema).
X1 Xp2 Xip
X1 Xn X
X= b
an an an

Klaster analiza je uopSteno ime za veliki broj procedura koje se mogu koristiti
za klasifikaciju. Ove procedure formiraju klastere, grupe ili veoma slicne entitete.
Specifi¢niji metod grupisanja je procedura u multivarijacionoj statistici, koja pocinje
sa skupom podataka koji sadrzi informacije o uzorku entiteta 1 pokuSava da
reorganizuje ovaj entitet u relativno homogene grupe.

Klasifikaciona Sema mozZe jednostavno predstavljati pogodan metod za
organizovanje velikog skupa podataka tako da se moze lakSe razumeti, a informacije
0 njemu postaju preciznije.

Za Kklasifikaciju hromatografskih parametara lipofilnosti koristili smo
hijerarhijsku klaster analizu.

Hijerarhijske tehnike grupisanja mogu biti mefode udruzivanja (aglomerative
methods) koje pocinju nizom udruZivanja objekata u grupe, 1 metode deljenja
(divisive methods) koje razdvajaju jednu grupu od n objekata na manje grupe. Kod
hijerarhijskih metoda, jednom spojena dva objekta ne mogu biti ponovo razvojena,
niti razdvojeni objekti mogu biti ponovo spojeni. Metode udruzivanja su
najrasprostranjenije hijerarhijske metode. One pocCinju sa nizom particija podataka:
na pocetku postoji n grupa sa po jednim ¢lanom, dok na kraju imamo jednu grupu sa

n Clanova. Hijerarhijske tehnike mogu se predstaviti graficki preko dendograma,
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koji ilustruje spajanje ili deljenje napravljeno u svakom koraku analize. Na taj nacin
se vrlo uspesno organizuje skup podataka tako da se mogu lakse razumeti**.
Dendogram predstavlja matemati¢ki 1 slikovni prikaz kompletne klaster

procedure. Na slici 4.23 dat je dendogram hromatografskih parametara lipofilnosti.

C18 acet
C18 Met
C18 THF

ImP et
C18 ACN

C18 prop

ImP acet
ImP Met
ImP Dx |

ImP THF

ImP ACN

AMP
CEL

0 1 2 3 4 5 6 7
Odstojanje

Slika 4.23. Dendogram — rezultat hijerarhijske klaster analize 12 hromatografskih parametara

lipofilnosti ispitivanih s-triazina

Cvorovi dendograma predstavljaju klastere, a duZina grana predstavlja
rastojanja na kojima su klasteri udruzeni. Dendogrami koji na granama nemaju
numericke podatke nazivaju se netezinski. Vecina dendograma ima dva ruba koji

polaze iz svakog ¢vora. Raspored ¢vorova i grana predstavlja topologiju drveta.
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Cesto se ne ulazi u kompletnu podelu veé se samo posmatraju grupe koje su
dobijene. Na taj nac¢in, na osnovu dendograma moguce je neformalno predloziti broj

klastera.

C18 acet

C18 Met C
18 THF

ImP et
C18 ACN

C18 prop

ImP acet
ImP Met

ImP Dx
P THF
ImP ACN

EA\MP
CEL

——
o

 J

0 1 2 3 4 5 6
Odstojanje

Slika 4.24. Dendogram sa izdvojenim klasterima Ry vrednostima ispitivanih derivata s-

triazina u razli¢itim hromatografskim sistemima

Na slici 4.24 prikazani dendogram je sastavljen od jedanaest testiranih
hromatografskih sistema grupisanih u klastere, gde je na x-osi predstavljeno njihovo

medusobno rastojanje.
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Najvecu slicnost pokazuju metanol 1 dioksan na tankom sloju impregniranog
silika gela. Drugi po sli¢nosti su hromatografski sistemi na aminoplastu i
celulozi MN-300.

Na dendogramu se izdvajaju tri grupe, odnosno tri klastera: klaster A, B 1
klaster C.

Klaster A kojeg ¢ine Ry’ vrednosti hromatografskog sistema na tankom sloju
nekomercijalnog nosaca aminoplasta i celuloze MN-300, izdvojen je od ostalih
diferenciranih klastera na dendogramu. Uocava se izuzetno veliko odstojanje od
klastera A i ostalih Ry vrednosti.

Kovalentno vezana C-18 1 tanak sloj impregniranog silika gela parafinskim
uljem pretezno c¢ine druge dve grupe odnosno, na dendogramu definisane
klastere B 1 C.

Klaster B ¢ini grupa hromatografskih sistema na tankom sloju impregniranog
silika gela sa parafinskim uljem sa slede¢im modifikatorima: aceton, dioksan,
tetrahidrofuran i metanol.

Dok klaster C uklju¢uje hromatografske sisteme na C-18 nepokretnoj fazi sa
istim modifikatorima (acetonom, tetrahidrofuranom, metanolom i etanolom umesto
dioksana ).

Duzine grana u klasteru B su krace nego kod klastera C. To ukazuje na
medusobno veéu sli¢nost izmedu Ry, vrednosti koje su dobijene na impregniranom
silika gelu nego na C-18 fazi.

I kod impregniranog silika gela 1 kod kovalentno vezane C-18 nepokretne faze
acetonitril kao modifikator se izvaja od definisanih klastera, (pokazuje najvece
odstojanje od ostalih), S§to se objasnjava njegovom izuzetno velikom polarnos¢u u

odnosu na ostale modifikatore.
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4.5 Korelacija Ry sa molekulskim deskriptorima i

prediktorima bioloske aktivnosti

4.5.1. Korelacija Ry, sa molekulskim deskriptorima

Mnoga ispitivanja**® su pokazala da je za aktivnost neke supstance veoma bitna
njena lipofilnost jer je prolazak supstance kroz celijsku membranu laksi ukoliko je
lipofilnost molekula veca. S obzirom da se lipofilnost naj¢esce izrazava preko logP,
sasvim je opravdano §to se u OSAR 1 QSRR korelacijama najveca paznja poklanja bas
lipofilnosti. Medutim, bioloSka aktivnost neke supstance ne zavisi isklju¢ivo od njene
sposobnosti da prodre do mesta delovanja, odnosno da prodre unutar ¢elije. Ona je
mnogo sloZenija od proste raspodele 1 obuhvata procese apsorpcije sa mesta
aplikacije, distribucije unutar organizma, metabolizma i eliminacije (ADME).

Pored logP ne moze se zanemariti ni rastvorljivost logh’, koja predstavlja
kljuéni faktor za uspesnu apsorpciju aktivne supstance u bioloSkim sistemima.
Rastvorljivost 1 lipofilnost su tesno povezane. Molekuli koji imaju malu rastvorljivost
obi¢no imaju veliku lipofilnost. Tre¢i faktor koji je veoma bitan je sposobnost
jonizacije. U kom obliku ¢e supstanca biti (neutralnom ili jonskom) zavisi od pH
vrednosti. Sposobnost jonizacije koja se izrazava preko pK, 1 rastvorljivost takode su
povezane. Rastvorljivost neutralnih molekula ne zavisi od pH sredine, dok kod
molekula koji jonizuju rastvorljivost zavisi od pH.

Dakle, logP, logh 1 pK, su fizicko-hemijske osobine koje doprinose
farmakokineti¢kim odlikama tako da ih treba posmatrati zajedno u smeru ispitivanja 1

Sto kvalitetnijeg dizajniranja aktivnih supstanci.
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Novija istraZzivanja potencijalno biolosko aktivnih molekula, obuhvataju
razliCite raCunske metode koje uzimaju u obzir visSe molekulskih deskriptora. U cilju
preciznijeg odredivanja kvantitativne zavisnosti retencione konstante, R,”’, od
hemijske strukture ispitivanih serija s-triazina, pored ve¢ odredene vrednosti AlogP,
izraCunate su 1 vrednosti jo$ nekih molekulskih deskriptora: na primer, pK, konstanta
jonizacije, logW rastvorljivost, MR molarna refrakcija, E, totalna energija i G

standardna Gibsova slobodna energija (Tabela 4.17).

Tabela 4.17. Neki deskriptori derivata s-triazina

Jjedinjenje | AlogP | pkK, log | MR E, G
I.1 5.25 3.019 -4.400 | 106.361 | 3.3915 | 820.19
1.2 5.65 4216 | -4.400 | 116.444 | 3.52729 | 817.77
I3 5.94 3.346 | -4.410 | 115.971 | 5.06319 | 777.07
1.4 6.18 3.162 -4.650 | 121.607 | 7.71463 | 829.57
II.1 4.96 3.45 -4.000 | 90.399 | 33.6362 | 628.69
1.2 5.78 3.884 -4.320 | 99.602 | 26.3374 | 621.33
II.1 6.55 2.001 -3.000 | 108.804 | 41.901 | 613.97
I1.3 4.91 4.155 -3.330 | 90.326 | 21.1005 | 615.47

III.1 5.55 6.84 -4.980 | 98.796 | 30.7611 | 675.09
II1.2 6.07 4.691 -4.120 | 113.516 | 30.5543 | 799.79
I1I.3 6.98 - - 136.705 | 39.7374 | 984.11
Iv.1 3.83 1.715 -3.510 | 64.708 | 21.4983 | 445.79
Iv.2 4.21 1.778 -3.760 | 69.309 | 17.7393 | 442.11
V.3 4.64 0.955 -3.520 | 73911 | 25.4009 | 438.43

*Za supstancu I11.3 nije bilo moguce izracunati vrednosti pK, i logh .

Unakrsnim koreliranjem utvrdeno je da izmedu pojedinih deskriptora ne

postoji uzajamna korelacija (Tabela 4.18).
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AlogP pK, logh MR E, G
AlogP 1 0.402 0.319 0.935 0.238 0.796
pK, 1 0.587 0.483 0.422 0.555
loghv 1 0.472 0.222 0.564
MR 1 0.322 0.952
E, 1 0.153
G 1

UmnoZena linearna regresija (MLR-multiple linear regresion) je matematicka
metoda koja istovremeno uzima u obzir viSe razli¢itih faktora od znacaja za neku
promenljivu**’. Drugim re¢ima, moguée je preciznije definisati funkcionalnu
zavisnost izmedu hromatografske retencione konstante R, i strukture ispitivanog
molekula. U MLR matematickoj analizi, kao nezavisna promenljiva uzimaju se
fizicko-hemijski parametri (molekulski deskriptori), dok retenciona konstanta
predstavlja zavisnu promenljivu.

Kvalitet postignutih  korelacija iskazanih multilinearnim regresionim
jedna¢inama izmedu retencione konstante R, i izraGunatih deskriptora za razli¢ite
modifikatore, osnovu vrednosti

procenjen je na statistickih  parametara:

kvadrata koeficijenta korelacije, °, standardne devijacije, SD i Fiserovog testa, F
(Tabela 4.19).

Statisticki pokazatelji ukazuju da se primenom metode umnoZene linearne
regresije dobijaju matematicki modeli koji sa dovoljnom pouzdano$éu povezuju
retenciju sa molekulskim deskriptorima. Porede¢i rezultate prikazane u tabeli 4.19.
moZe se uociti da su najuspesniji matematicki modeli oni koji retenciju ispitivanog
molekula R,,” povezuju sa vrednostima AlogP, pK, i logW, j-ne (48-52), odnosno
sa vrednostima AlogP, pK,i MR, j-ne (53-57).

U ovom smislu, treba napomenuti da znacajnu ulogu u definisanju modela, koji
¢e predstavljati vezu izmedu retencionog ponasanja i strukture, ima uravnotezena

kombinacija deskriptora koji opisuju strukturu molekula. lako je kod j-na
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(58-62) dobijena najveéa vrednost 7°, zbog izuzetno male vrednosti Glana (d;) uz
nezavisnu promenljivu (G) 1 znatno vece vrednosti slobodnog ¢lana (a3) se ne
smatraju istovremeno 1 najboljim.

Bez obzira na to sa kojom kombinacijom deskriptora je izraCunata zavisnost,
najbolje korelacije se uvek dobijaju sa acetonitrilom kao modifikatorom j-ne

(49, 54, 59, 64). 1za acetonitrila sledi 2-propanol, j-ne (51, 56, 61, 66).

Tabela 4.19. Statisti¢ki parametri za viSestruke zavisnosti izmedu RMO i izracunatih vrednosti

deskriptora
modifikator Ry =a;+ b, AlogP + c;pKa + dlogh
RMO aj b] Cj d] 7"2 F SD .bl’.
Jj-ne
aceton -0.455 0.759 0.366 0.328 0.900 27.136 0.342 | 48
acetonitril -0.651 0.531 0.168 0.057 0.960 71.508 0.134 49
tetrahidrofuran -0.115 0.699 0.202 0.286 0.852 17.213 0.325 50
2-propanol -0.761 0.611 0.122 0.162 0.954 61.611 0.142 51
metanol -1.836 1.067 0.253 0.380 0.900 27.044 0.381 52
R,/ = a, + b,AlogP + c;pKa + dyMR
RMO a b, C) d> 1’2 F SD .br-
j-ne
aceton -1.58 0918 0.303 -0.008 0.882 22.467 0.372 53
acetonitril -0.961 0.698 0.168 -0.008 0.969 94.072 0.117 | 54
tetrahidrofuran -0.876 0.553 0.123 0.007 0.828 14.415 0.351 55
2-propanol -1.354 | 0.740 0.009 -0.007 0.946 52.599 0.153 56
metanol -3.123 1.230 0.178 -0.009 0.879 21.851 0418 57
R, = ay + b3AlogP + c; pKa + d;Gibs
RMO as b3 C3 d3 7"2 F SD .bl’.
J-ne
aceton -1.473 0.834 0313 | -7.988x10* | 0.884 22.847 0.369 | 58
acetonitril -0.856 0.614 0.177 | -7.711x10* | 0.973 107907 | 0.109 59
tetrahidrofuran -0.963 0.631 0.119 5.051x10* | 0.827 14.375 0.351 60
2-propanol -1.273 0.682 0.105 -7.052x10* | 0.952 59.030 0.145 61
metanol -3.017 1.157 0.192 | -9.524x10* | 0.883 22.548 0413 62
RM0 = a4+ byAlogP + c,pKa + d,E,
RMO ay b4 Cy d4 1’2 F SD .br'
j-ne
aceton -1.572 0.740 0.287 0.008 0.889 23.956 0.362 63
acetonitril -0.907 | 0.525 0.153 0.005 0.969 92.596 0.118 64
tetrahidrofuran -0.990 0.686 0.134 | -6.757x10* | 0.823 13.989 0.355 65
2-propanol -1.325 0.601 0.083 0.005 0.949 56.080 0.148 66
metanol -3.131 1.045 0.162 0.009 0.887 23.645 0404 | 67
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4.5.2. Korelacija Ry, sa prediktorima bioloske aktivnosti

Pored toga S§to prvenstveno odreduje farmakokineticke osobine aktivne
supstance, lipofilnost ima uticaja 1 na neka druga svojstva, kao §to su apsorpcija,
distribucija, metabolizam i eliminacija (ADME). Karakterizacija novosintetisanih
potencijalno aktivnih supstanci, obuhvata prema tome i1 razmatranje distributivnih

. .. . v -4
puteva u organizmu od kojih su najvazniji**:

1. crevna apsorpcija (HIA-Human intestinal absorption),
2. raspodela kroz krvno-mozdanu barijeru (BBB-Blood-brain barrier) 1

3. sposobnost vezivanja za proteine plazme (PB-Plasma protein binding).

Zbog vaznosti distributivnih puteva i mogucnosti njihovog predvidanja,
ispitana je korelacija izmedu retencione konstante, R, i izra¢unatih vrednosti PB,
BBB i HIA.

Retencione konstanta RMO jedino sa molekulskim prediktorom - afinitet

vezivanja za proteine PB je u korelaciji (slika 4.25), dok sa BBB i HIA nije.
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Slika 4.25. Korelacija Ry i molekulskog prediktora, sposobnost vezivanja za proteine (PB)
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Zavisnost izmedu afiniteta vezivanja za proteine PB 1 retencione konstante
R, definisana je kvadratnom jednaGinom. Statisticki parametri izraunatih
kvadratnih jednacina dati su u tabeli 4.20. PoSto se znatno bolje korelacije postizu
ukoliko se iz raCuna izuzmu vradnosti za supstance I1.1 1 II.2, u tabeli su raCunate sa

12, a ne sa 14 supstanci s-triazina.

Tabela 4.20. Koeficijenti kvadratne jednacine, PB = A + BiR)" + By(Ry')’, izralunate za

primenjene modifikatore u pokretnoj fazi

RP C-18
PB =A+B; R,/ +ByR,)*

Modifikator A B, B, e SD |br.jne| n
acetonitril -13.746 | 81.103 | -15.061 | 0.885 | 4.343 68 12
aceton 14.012 | 44942 | -6.196 | 0.931 | 3.412 69 12
tetrahidrofuran | -8.626 | 65.517 |-10.308 | 0.950 | 2.958 70 12
metanol 29.606 | 39.380 | -5.782 | 0.900 | 4.086 71 12
2-propanol 11.120 | 69.395 |-14.369 | 0.901 | 4.035 72 12

Vrednosti kvadrata koeficijenta korelacije ukazuju na to da se R, moze
uspesno koristiti kao merilo afiniteta vezivanja za proteine.

Generalno, moze se zakljuciti da dobijene zavisnosti sugeriSu da je mogucnost
vezivanja s-triazina za proteine u krvnoj plazmi mnogo realnija nego njihov prolazak
kroz krvno-mozdanu barijeru, odnosno njihovu crevnu apsorpciju.

Dalje je ispitana veza izmedu R, i prediktora biologke aktivnosti s-triazina.
U tabeli 4.21. su date vrednosti prediktora bioloske aktivnosti na sledece receptore:
jon kanalske modulatore, nuklearne receptore i inhibitor kinaze za svaku

249,250
supstancu”™ 7.
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Tabela 4.21. Izracunate vrednosti prediktora bioloske aktivnosti na odredene enzime

jedinjenje ka‘; ki | Nuklearni | Inhibitor
modulatori receptor kinaze
I.1 -0.75 -0.84 0.16
1.2 -0.74 -0.83 0.12
1.3 -0.68 -0.83 0.15
1.4 -0.73 -0.95 0.17
II.1 -0.89 -0.45 -0.16
I1.2 -0.80 -0.56 -0.19
II.1 -0.74 -0.52 -0.18
I1.3 -0.69 -0.73 0.19
III.1 -0.50 -0.50 -0.07
II1.2 -0.59 -0.47 0.14
III.3 -0.47 -0.25 -0.02
IV.1 -1.13 -1.12 -0.49
Iv.2 -1.05 -1.23 -0.48
IV.3 -0.99 -1.09 -0.41

Iz tabele 4.21 uocava se da samo supstance serije I imaju pozitivne vrednosti
za aktivnosti na inhibitor kinazu, dok su sve ostale negativne. Male pozitivne
vrednosti ove grupe supstanci ukazuju na njihovu slabu aktivnost (slika 2.16). Posto
se supstance serije I mogu ponasati kao inhibitori kinaze, deklariSu se kao agonisti,
odnosno pokretadi. Za ostale supstance dobijene negativne vrednosti (poSto su
njihove vrednosti izvan krive koja definiSe aktivnost) ne znafe da s-triazini ne
pokazuju aktivnost. Naprotiv, negativne vrednosti ukazuju da se s-triazini
najverovatnije ponaSaju kao blokatori, antagonisti navedenih enzima.

Utvrdeno je da izmedu retencione konstante, R, i izradunatih vrednosti

aktivnosti za jon kanalske modulatore postoji linearna korelacija prikazana na

slici 4.26.
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U tabeli 4.22 dati su statisticki parametri za korelacije prikazane na slici 4.27.

Tabela 4.22. Koeficijenti linearne zavisnosti Ry i izracunate vrednosti za aktivnost na jon

kanalske modulatore

RP C-18
Jon kanalski modulatori = A + B R,

Modifikator A B , SD | brjme| n
acetonitril -1.505 0.285 0.917 | 0.080 73 14
aceton -1.425 0.183 0.908 | 0.084 74 14
metanol -1.252 | 0.145 0.866 | 0.100 | 75 14
2-propanol -1.437 | 0.291 0.848 | 0.106 | 74 14
tetrahidrofuran | -1.488 | 0.225 0.854 | 0.104 | 77 14

Najbolja korelacija izmedu R,,” i vrednosti jon kanalskog modulatora uo&ava
se u hromatografskom sistemu u kojem je acetonitril modifikator (» = 0,917), odnosno
u kojem je aceton modifikator (» = 0,908).

Takode, izmedu R,,’ i vrednosti za aktivnost na nuklearne receptore ispitivanih
serija razli¢ito supstituisanih derivata s-triazina pokazano je da postoji linearna
korelacija. Ilustracije radi, na slici 4.27 graficki je prikazana zavisnost za acetonitril

kao modifikator. Statisticki parametri linearne zavisnosti dati su u tabeli 4.23.

027 114
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Slika 4.27. Zavisnost RM0 i vrednosti za aktivnost na nuklearni receptor
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Tabela 4.23. Koeficijenti linearne zavisnosti izracunate za primenjene modifikatore u

pokretnoj fazi

RP C-18
Nuklearni receptor = A + B R,
Modifikator | 4 B r SD | brjne | n
acetonitril -1.721 | 0.379 | 0.805 | 0.180 78 14
aceton -1.639 | 0.250 | 0.819 | 0.174 79 14
metanol -1.401 | 0.198 | 0.778 | 0.191 0 | 14
2-propanol -1.602 | 0.375 | 0.720 | 0.211 81 14
tetrahidrofuran | -1.758 | 0.318 | 0.796 | 0.184 82 14
Na kraju, ispitana je veza izmedu retencione konstante sa izraCunatom

aktivnoS¢u na inhibitor kinazu. Na ovu grupu enzima s-triazini serije I su pokazivali

malu aktivnost. Sa slike 4.28. vidi se da se bas ova grupa izdvaja 1 grupiSe oko prave

linijje (zajedno sa supstancama IIL.I 1 II1.3). Ostale supstance su se grupisale oko

druge prave. Ovo se moze povezati sa ve¢ ukazanom cCinjenicom da se supstance

sreije I ponaSaju kao slabo aktivne suptance (agonisti), dok je kod ostalih molekula

prisutno antagonisti¢no dejstvo.

Postignute vrednosti koeficijenta korelacije ukazuju da parametar lipofilnosti

odreden hromatografskim putem, R,,” moZe se preliminarno koristiti kao pokazatelj

potencijalnog mehanizma kojim ¢e se manifestovati bioloSke osobine s-triazina.
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Kompletno poznavanje kvantitativnih zavisnosti izmedu strukture 1 retencione
konstante ispitivane serije derivata s-triazina unapreduje razumevanje njihovih
strukturnih bioloskih 1 fizi€ko-hemijskih osobina, Sto predstavlja osnovu za dalja
istrazivanja o potencijalnim primenama ove grupe jedinjenja u poljoprivredi,

medicini, farmaciji 1 Sire.
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5. Zakljucak

Primenom hromatografije na tankom sloju ispitano je retenciono ponasanje 14
novosintetisanih derivata s-triazina. Kao nepokretne faze koriS€ene su: silika gel sa
kovalentno vezanom C-18 fazom (HPTLC) i silika gel impregniran parafinskim
uljem (7TLC). Pokretne faze su bile dvokomponentne smeSe vode i1 razliCitih
organskih rastvaraca.

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. Na retenciono ponaSanje ispitivanih novosintetisanih derivata s-triazina bitno
utice struktura molekula.

2. U zavisnosti od upotrebljenog organskog rastvaraca kao modifikatora pokretne
faze utvrdeno je da retencija zavisi od njegove vrste, tj. od polarnosti kada su u
pitanju proticni, dok je kod aproti¢nih rastvaraca retencija manje-vise ista.

3. Linearna promena retencije sa promenom zapreminskog udela modifikatora u
pokretnoj fazi potvrdena je kod vec¢ine koriS¢enih hromatografskih sistema.
[zuzetak je metanol na RP C-18, odnosno acetonitril na silika gelu impregniranim
parafinskim uljem, gde je utvrdena kvadratna zavisnost.

4. Visok stepen uzajamne korelacije retencionih parametara dobijenih sa razliCitim
pokretnim fazama ukazuje na prisutnu kompatibilnost medu modifikatorima, a
samim tim pruza mogucénost optimizacije retencije ispitivanih jedinjenja.

5. Retencioni parametri dobijeni ekstrapolacijom na 0% organskog modifikatora,
R,, predstavljaju realnu meru lipofilnosti molekula, za razliku od programa za
izraCunavanje logP vrednosti, koji nisu uvek u podjednako; meri validni i1

pouzdani za izrazavanje podeonog koeficijenta.
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6. Hijerarhijska klaster analiza hromatografskih parametara lipofilnosti svrstala ih je
u tri klastera koji su uz par izuzetaka ukazivale na grupisanje prema tipu
nepokretne faze.

7. Primenom umnoZene linearne regresije preciznije su definisani odnosi izmedu
hromatografskih parametara lipofilnosti 1 faktora koji su presudni za apsorpciju
potencijalno aktivnih supstanci, gde su najbolje korelacije uvek dobijane sa
acetonitrilom kao modifikatorom.

8. Ispitivanje korelacije hromatografskog retencionog parametra i potencijalnih
distributivnih puteva pokazalo se da se Ry’ moze koristiti kao merilo afiniteta
vezivanja s-triazima za proteine krvne plazme.

9. Metodom virtualnog skrininga utvrdeno je da supstance prve serije pokazuju malu
aktivnost na inhibitor kinazu, dok ostale imaju viSe antagonisticno nego
agonisti¢no dejstvo.

10.Hromatografski retencioni parametri mogu se preliminarno koristiti 1 kao
pokazatelj potencijalnog mehanizma manifestacije bioloSkog dejstva. Dobijene su
korelacije sa receptorima jon-kanalskim modulatorima i nuklearnim receptorima,

a za supstance prve serije 1 sa receptorima inhibitora kinaze.

Svi prethodno izneti zakljucci ukazuju da se hromatografski retencioni

parametri mogu koristiti u razli¢itim QSAR zavisnostima.
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Conclusion

Thin-layer chromatography was used to study the retention behavior of 14
newly synthesized s-triazines. The stationary phase used was silica gel with
covalently bonded C-18 phase (HPTLC) or silica gel impregnated with paraffin oil
(TLC), whith two-component mixtures of water and different organic solvents as
mobile phases.

On the basis of the obtained results the following conclusions can be drawn:

1. The retention behavior of the invesigated newly synthesized s-triazines is generaly
influenced by their molecular structure.

2. The retention is influenced by the polarity of the nature of the organic solvent
used as a mobile phase modifier in the case of the protic solvents, whereas the
retention is more or less the same with aprotic solvents.

3. Linear change of the retention with the change of volume ratio of the modifier in
the reverse phase was confirmed for the majority of tested chromatographic
systems. The exceptions were methanol on RP C-18 and acetonitrile on silica gel
impreganted with paraffin oil, for which a quadratic dependence was found.

4. High degree of mutual correlation between the retention parameters obtained for
the different mobile phases indicates the existence of compatibility of the
modifiers, and by the same token, it offers the posibility of optimization of the
retention of studied compounds.

5. Retention parameters obtained by the extrapolation to 0% of organic modifier,
R,/, represent a real measure of the lipohilicity of molecules, in contrast to the
programs for calculating logP values, which are not always equally valid and

reliable for expressing the partition coefficient.
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6. Hierarchical cluster analysis of chromatographic parameters of lipophilicity
grouped them into three clusters which, with a couple of exceptions, indicate the
grouping according to the type of the stationary phase.

7. The application of multiple linear regression enabled a more precise definition of
chromatographic parameters of lipophilicity and factors that are crucial for
absorption of potentially active substances. In these dependences the best
correlations were always obtained for acetonitrile as modifier.

8. The chromatographic retention parameters and potential distributive paths in the
body indicated that R, can be used as a measure of the affinity of s-triazine
binding to blood plasma proteins.

9. Virtual screening method shows that the substances of the first series have
potential low activity on kinase inhibitor, whereas the others have more
antagonistic than agonistic action.

10.Chromatographic retention parameters may be preliminarily used as an indicator
of the potential mechanism of biological action of s-triazines. The correlations
were established with the receptors, ion-channel modulators and nuclear receptors,

and for the substances of the first series also with the kinase inhibitor receptors.

All the above conclusions indicate that chromatographic retention parameters

can be used in different quantitative structure-activity relationships.
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Slika (1b). Zavisnost izmedu vrednosti Ry i zapreminskog udela acetonitrila na RP C-18
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Slika (1d). Zavisnost izmedu vrednosti Ry i zapreminskog udela tetrahidrofurana na RP C-18
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Tabela I. Ry vrednost s-triazina na tankom sloju RP C-18 sa acetonom kao modifikatorom

Aceton - voda
Jjedinjenje zapreminski udeo acetona
0.5 0.6 0.65 0.7 0.75 0.8

L1 0.825 | 0339 | 0.126 | -0.124 | -0.325 | -0.615
1.2 - 0.602 | 0.255 | -0.024 | -0.207 | -0.477
L3 1.157 | 0.643 | 0.349 0 -0.149 | -0.445
L4 1337 | 0.685 | 0399 | 0.074 | -0.106 | -0.507
IL.1 - 0.529 | 0317 | 0.097 | -0.103 | -0.397
11.2 1.337 0.73 0.465 | 0.316 | -0.008 | -0.282
I1.3 1.467 | 0954 | 0.688 | 0.477 | 0.113 | -0.176
L1 1337 | 0.565 0.38 0.038 | -0.149 | -0.427
L2 1.648 | 1.032 | 0.713 | 0357 | 0.117 | -0.124
L3 1337 | 089 | 0578 | 0274 | 0.041 | -0.227
1.4 1.647 | 1218 | 0.833 | 0.544 021 | -0.099
Iv.1 0.301 0.05 | -0.059 | -0.196 | -0.397 -
V.2 044 | 0.126 | -0.019 | -0.246 | -0.299 | -0.534
Iv.3 - 0.255 | 0.143 | -0.022 | -0.196 | -0.397
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Tabela II. Ry vrednost s-triazina na tankom sloju RP C-18 sa acetonitrilom kao modifikatorom

Acetonitril- voda
Jjedinjenje zapreminski udeo acetonitrila
0.5 0.6 0.7 0.75 0.8 0.9
1.1 - 0 -0.331 | -0.532 | -0.652 | -1.06
1.2 0.767 | 0205 | -0201 | -0.397 | -0.529 | -0.954
L3 0.857 | 0293 | -0.124 | -0.276 | -0.477 | -0.865
L4 0912 | 0418 | -0.05 | -0.196 | -0.408 | -0.72
IL.1 0.713 | 0416 | -0.019 | -0.118 | -0272 | -0.618
1.2 0.882 0.58 0.111 0 -0.19 | -0.588
IL.3 1.066 | 0.795 | 0301 | 0.159 | 0.019 | -0.44
IL.1 0.733 | 0.391 0 -0.142 | -0.337 | -0.55
11.2 1202 | 0774 | 0272 | 0.163 | -0.057 | -0.488
11.3 1.037 | 0.701 | 0207 | 0.061 | -0.134 | -0.588
1.4 1307 | 0969 | 0.465 | 0317 0.04 -0.44
V.1 0.21 -0.034 | -0.361 | -0.463 | -0.57 | -0.814
V.2 0.286 | 0.047 | -0.315 | -0.386 | -0.522 | -0.743
V.3 0.578 | 0257 | -0.059 | -0.159 | -0.335 | -0.537
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Tabela IIl. Ry;vrednost s-triazina na tankom sloju RP C-18 sa metanolom kao modifikatorom

Metanol - voda
jedinjenje zapreminski udeo metanola

0.65 0.71 0.77 0.83 0.89 0.95
L - 0.284 | 0.087 | -0.145 | -0.299 | -0.449
12 - 0.552 | 0317 | 0.048 | -0.156 | -0.333
L3 1.091 | 0.673 | 0.421 | 0.156 | -0.133 | -0.292
L4 1.278 | 0.799 | 0.537 | 0207 | -0.078 | -0.223
1.1 - 0.416 | 0221 | -0.045 | -0.209 | -0.427
1.2 0.845 | 0.544 | 0368 | 0.047 | -0.15 | -0.299
1.3 1.278 | 0.903 | 0.602 | 0.319 0 -0.253
HL1 0.845 | 0.552 | 0221 | -0.01 | -0.218 | -0.363
1.2 1.179 | 0.799 | 0.537 | 0233 | 0.047 | -0.179
11.3 1.091 | 0.853 | 0.477 | 0.242 | -0.045 | -0.201
1.4 1.591 | 1.243 | 0.753 | 0.493 | 0.138 | -0.115
V.1 0.087 | -0.034 | -0.176 | -0.305 | -0.432 | -0.575
V.2 0.221 | 0.012 | -0.131 | -0.265 | -0.388 | -0.454
V.3 0.367 | 0319 | 0.131 | 0.024 | -0.09 | -0.244
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Tabela 1V. Ry vrednost s-triazina na tankom sloju RP C-18 sa 2-propanolom kao

modifikatorom
2-propanol - voda
Jjedinjenje zapreminski udeo 2-propanola
0.4 0.5 0.55 0.6 0.65 0.7
11 - 0.234 | 0.048 | -0.09 | -0.268 | -0.443
12 0.899 | 0.418 | 0.122 0 -0.176 | -0.378
L3 1.021 | 051 | 0274 | 0.092 | -0.108 | -0.207
L4 1.091 | 0.575 | 0301 | 0.163 | -0.064 | -0.207
IL.1 0.673 | 0234 | 0.061 | -0.067 | -0.317 | -0.493
1.2 0.753 | 0.391 | 0.167 0 - -0.458
1.3 1.091 | 0.61 | 0319 | 0.163 | -0.064 | -0.397
HL1 0.673 | 0.259 | 0.048 | -0.067 | -0.368 | -0.51
11.2 1.018 | 0.575 | 0.248 | 0.092 | -0.087 | -0.319
113 0.954 | 0.51 | 0221 | 0.069 | -0.131 | -0.378
1.4 1.091 | 0.729 | 0.477 | 0.234 | 0.066 | -0.113
V.1 0.176 | -0.09 | -0.246 | -0.361 | -0.477 | -0.527
V.2 0.246 | -0.067 | -0.236 | -0.335 | -0.421 | -0.682
V.3 0.537 | 0.138 | 0.048 | -0.045 | -0.368 | -0.397
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Tabela V. Ry vrednost s-triazina na tankom sloju RP C-18 sa tetrahidrofuranom kao

modifikatorom
Tetrahidrofuran - voda
jedinjenje zapreminski udeo tetrahidrofurana

0.5 0.55 0.6 0.65 0.7 0.75
11 0.873 | 0.544 | 0.293 | 0.024 | -0.235 | -0.432
12 0.994 | 058 | 0421 | 0.071 | -0.147 | -0.351
L3 0.97 | 0.618 | 0.449 | 0.096 | -0.104 | -0.351
L4 0.954 | 0.618 | 0.359 | 0.143 | -0.087 | -0.299
IL.1 0.954 | 0.632 | 0.447 | 0.158 | 0.022 | -0.284
1.2 1.021 | 0.713 | 0.542 | 0.216 | 0.067 | -0.212
1.3 1.278 | 0.873 | 0.61 | 0267 | 0.113 | -0.203
HI1 0.94 | 0.559 | 0.47 | 0.071 | -0.108 | -0.351
1.2 1.078 | 0.76 | 0.524 | 0.192 | 0.087 | -0.251
11.3 0.944 | 0.632 | 0493 | 0.167 | -0.01 | -0.325
114 1.165 | 0.861 | 0.624 | 0267 | 0.09 | -0.227
V.1 0.276 | 0.118 | 0.017 | -0.117 | -0.299 | -0.461
V.2 0.353 | 0.167 | 0.067 | -0.07 | -0.216 | -0.405
V.3 0.588 | 0.347 | 0.234 | 0.024 | -0.133 | -0.251
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jednacina r SD n
Rvimeon=-1.187 + 1.751Ryacn | 0.945 | 0.391 | 14
Ry meon = -0.710 + 1.127R " acerone | 0.938 | 0.415 | 14
Ryiacn = 0.429 + 0.600Ry acetone | 0.925 | 0.245 | 14
Ry pon = 0.084 + 0.856Ry acn | 0.946 | 0.190 | 14
Ry'pronr = 0.780 + 0.455Ry"Meon | 0.930 | 0.215 | 14
Rupon = 0.333 +0.547Ry acctone | 0.931 | 0.213 | 14
Ryimr = 0.562+ 1.019Ryacn | 0.865 | 0.383 | 14
Ryimr = 1.347 + 0.554Rymeon | 0.871 | 0.375 | 14
Ryimr = 0.656 + 0.708Ry acetone | 0.925 | 0.289 | 14
Ryimur = 0475+ 1.185Ry mon | 0.910 | 0.316 | 14

Tabela VII. Jednacine linearne zavisnosti Ry i n (C atoma)

modifikator iseliggvana jednacina SD | n
1 Ry’ =-18.988 + 8.319n(C) | 0.994 |0.311| 3
aceton v Ry’ = 0.33+3.355n(C) | 0.991 0.192 | 3
1 Ry’ =-3.519+ 6.456 n(C) | 0.994 |0.313 | 3
acetonitril v Ry’ = 0.448 +3.897n(C) | 0.946 | 0.459] 3
11 Ry’ =-1.685+4.373n(C) | 0.925 [1.077| 3
tetrahidrofuran < Ry’ = 0388 +3.449n(C) | 0.918 |0.559 | 3
1 Ry’ =4.990 +2.450 n(C) | 0.909 | 1.178 | 3
metanol v Ry’ =-18.988 + 8.319 n(C) | 0.997 | 0.106 | 3
11 Ry =2.814+4.427n(C) | 0.958 [0.807 | 3
2-propanol 7y Ry = 2.697 +3.004 n(C) | 0.996 |0.119 | 3
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Tabela VIII. Korelacije izmedu Ry- vrednosti i broja fenilnih grupa n(Ph) supstituenata

jednacina r SD
Rv'acn =2.404+0.600n (Ph) [0.990]0.118
Ryvlac  =23.989+0287n(Ph) [0.789[0.315

Rvirar =0.333+0.238n(Ph) |0.8300.226
Rv'meon =3.311+0.927n(Ph) [0.972(0.316
Ruv'zpron =2.315+0.248n(Ph) [0.9120.156

W W w W w =
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Tabela [X. Vrednosti alternativnog deskriptora C, ispitivanih derivata s-triazina i ClogP na

RP C-18

jedinjenje | ClogP | CyAc | C, ACN | C,MeOH | C,2-PrOH |C, THF
11 485 0675 0.603 0.796 0.568 0.659
12 585 | 0.705 | 0.664 0.853 0.602 0.674
1.3 6.28 | 0.715 | 0.685 0.869 0.630 0.678
14 6.58 | 0.719 | 0.707 0.884 0.638 0.682
L1 532 | 0.720 | 0.713 0.831 0.571 0.693
1.2 6.44 | 0.748 | 0.744 0.858 0.592 0.706
113 7.55 | 0.775 | 0.792 0.893 0.626 0.710
L1 | 540 | 0717 | 0.713 0.842 0.568 0.677
M2 | 548 [0.770 | 0.782 0.898 0.624 0.702
L3 | 721 |0.757 | 0.761 0.889 0.614 0.689
4 | 9.02 | 0.788 | 0.809 0.918 0.667 0.709
V.1 | 3.12 | 0617 ] 0577 0.691 0.462 0.598
IV2 | 3.67 | 0.638] 0.605 0.725 0.481 0.619
IV3 | 423 | 0683 | 0.693 0.840 0.562 0.665
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