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Sazetak

Lipofilnost se uz konstantu ionizacije i topljivost smatra najvaznijim
fizikalno-kemijskim svojstvom jer ima izravan utjecaj na svojstva
apsorpcije, distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja (ADME) potencijalnog
lijeka u organizmu, kao i na toksi¢nost. Predstavlja afinitet molekule ili dijela
molekule za lipofilnu okolinu te se izrazava preko logaritama particijskog ili
distribucijskog koeficijenata (log P ili log D). Zbog znacajnog utjecaja na
svojstva potencijalnog lijeka odreduje se ve¢ u vrlo ranim fazama
istrazivanja lijeka. Tradicionalne metode odredivanja lipofilnosti, poput
metode izmuckivanja, ograniCene su na topljive spojeve te zahtijevaju vecu
koli¢inu spoja i dulje vrijeme. Stoga se u ranim fazama istrazivanja
zamijenjuju s indirektnim visokoproto¢nim analizama, kao Sto je obrnuto-
fazna tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Jedna od
takvih indirektnih metoda je metoda za odredivanje kromatografskog
indeksa hidrofobnosti (CHI) koja se zasniva na preracunavanju gradijentnih
vremena zadrzavanja analita na koloni u CHI uz pomoc¢ jednadzbe dobivene

linearnom regresijskom analizom.

Cilj ovog rada bio je razvijanje metode za odredivanje CHI pri kiselim (pH
2.7) i bazi¢nim (pH 10.5) uvjetima pokretne faze koristeci obrnuto-faznu
tekuc¢insku  kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (RP-UPLC)
spregnutom sa spekrometrijom masa (MS). Kromatografski indeks
hidrofobnosti ispitan je pri pH 2.7, 7.4 i 10.5 za set od 30 spojeva,
podijeljenih u slijedeée skupine: kiseli, bazi¢ni, neutralni, amfoterni i
makrolidi. Pomoc¢u komercijalnog software-a ACD/Percepta odredene su in

silico vrijednosti za log D pri pH 2.7, 7.4 i 10.5.

Metoda odredivanja CHI vrijednosti pri pH 2.7 i pH 10.5 uspjesno je
uvedena na RP-UPLC/MS sustavu te je pokazala visoku preciznost.
Istovremeno je prikazan i utjecaj starenja kromatografske kolone na CHI
vrijednosti. Odredivanjem CHI vrijednosti pri tri razli¢ita pH odredena su
kiselo-bazna svojstva za sve ispitane spojeve te su dobivene visoke

korelacije sa in silico izracunatim vrijednostima za vedinu spojeva.



Kljucne rijeci: lipofilnost, CHI, Log D, UPLC-MS, kiselo-bazna svojstva



Abstract

Lipophilicity is considered to be the most important physicochemical
property, in addition to the ionization constant and solubility, as it has a
direct impact on the absorption, distribution, metabolism and excretion
(ADME) properties of a potential drug in the body, as well as on toxicity. It
represents the affinity of a molecule or part of a molecule for a lipophilic
environment and expresses the logarithm of the partition or distribution
coefficient (log P or log D). Due to the significant impact on the properties
of the potential drug, it is usually determined already in the very early
stages of drug discovery. Traditional methods of determining lipophilicity,
such as the shake-flask method, are limited to soluble compounds and
require a larger amount of compound and a longer time. Therefore, they
are being replaced by indirect high-throughput analyses, such as reversed-
phase high-performance liquid chromatography (HPLC) in the early stages
of discovery. Such an indirect measurment is the method for determining
the chromatographic hydrophobicity index (CHI), which is based on
calculating CHI values from gradient retention times of the analyte using

the equation obtained by linear regression analysis.

The aim of this work was to develop a method for determining CHI under
acidic (pH 2.7) and basic (pH 10.5) conditions of the mobile phase using
reversed phase ultra high performance liquid chromatography (RP-UPLC)
coupled to mass spectrometry (MS). CHI was determined at pH 2.7, 7.4
and 10.5 for a set of 30 compounds, divided into the following groups:
acidic, basic, neutral, amphoteric and macrolides. In silico values for log D
at pH 2.7, 7.4 and 10.5 were calculated using a commercial software
ACD/Percepta.

A method with high precision for determining CHI at pH 2.7 and pH 10.5
was successfully implemented using RP-UPLC/MS. The influence of an aging
chromatographic column in the method was also shown. By determining of
CHI values at three different pH values it was possible to characterize the

acid-base character for all tested compounds. A good correlation between



measured CHI values and with in silico predictions was obtained for most

compounds.

Key words: lipophilicity, CHI, Log D, UPLC-MS, acid-base character
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1. Uvod

Istrazivanje i razvoj lijekova je vrlo dugotrajan, zahtjevan i skup proces, Ciji
se troSak danas procijenuje na 1.336 milijarde USD (1). Svrha istrazivanja
novih lijekova je razvijanje ucinkovitih, sigurnih i visokokvalitetnih
supstancija za lijeCenje bolesti za koje nema terapije te kao zamjena za
nedovoljno ucinkovite lijekove ili lijekove s nuspojavama. Najucinkovitiji
lijek je onaj koji ima optimalnu ravnotezu izmedu sigurnosti, ucinkovitosti,

farmakokinetike, formulacije, lijek-lijek interakcija i troSkova proizvodnje

(2).

Djelovanje lijeka posljedica je nekoliko kemijskih i bioloskih procesa. Uz
farmakodinamicki proces interakcije lijeka i mete, farmakokineticki procesi
takoder imaju temeljnu ulogu u postizanju bioloske aktivnosti lijeka.
Djelatna tvar lijeka mora se odvojiti od primjenjenog farmaceutskog oblika,
otopiti u tjelesnim tekuéinama i prodi kroz stanicne membrane kako bi stigla
do ciljane mete. Nakon interakcije s metom, aktivni spoj se odvaja od
mjesta vezanja, te metabolizira i izluCuje iz tijela. Svojstva apsorpcije,
distribucije, metabolizma i izluCivanja (engl. absorption, distribution,
metabolism and excretion ili ADME) uglavhom su odredena fizikalno-

kemijskim svojstvima (3).

U proslosti je glavni fokus u istrazivanju lijeka bio farmakodinamicki aspekt
bioloSke aktivnosti te su farmakokineticka svojstva ispitivana tek u kasnijoj
razvojnoj fazi. Tako su tijekom 90-tih godina proslog stoljeca, loSa
farmakokineticka svojstva navedena kao glavni uzrok odustajanja od
daljnjeg razvoja lijeka u klinickim fazama ispitivanja. Farmaceutske
industrije su zato pokrenule profiliranje farmakokinetickih svojstava lijeka
u ranim fazama istrazivanja kako bi samo oni spojevi s velikim potencijalom
i odgovarajué¢im farmakokinetickim svojstvima bili odabrani za daljnji
razvoj. Znacajan napredak napravljen je uvodenjem velikog broja in vitro
metoda za odredivanje svojstava apsorpcije, distribucije i metabolizma te
povecanjem kapaciteta testiranja broja spojeva, Sto je rezulitiralo

smanjenjem postotka spojeva koji se zaustavljaju u klinickom razvoju sa

1



visokih 39% u 1991. godini na samo 8% u 2000. godini. U istrazivanju novih
lijekova sve se viSe paznje pridodaje pretklinickom profiliranju lijekova
kandidata, medu kojima se isticu racunske metode i metode ekstrapolacije
in vitro i in vivo podataka za predvidanje farmakokinetike u covjeka.
Pretklinicko profiliranje lijekova, izmedu ostalog, podrazumijeva fizikalno-
kemijsku karakterizaciju potencijalnih spojeva koji se razvijaju kao lijekovi
(4). Medu fizikalno-kemijskim svojstvima koja je potrebno odrediti su
integritet, topljivost, lipofilnost, pKa, i druge. Optimizacija fizikalno-
kemijskih svojstava jedan je od vaznih koraka u ranoj fazi istrazivanja
lijekova, a najveca vaznost pridodaje se mjerenju i predvidanju svojstva

lipofilnosti (5).

1.1. Lipofilnost

Prema IUPAC-ovoj definiciji lipofilnost se definira kao afinitet molekule ili
dijela molekule prema lipofilnom okruzenju. Hidrofobnost je etimoloski
sinonim za lipofilnost, a njegova definicija proizlazi iz sklonosti molekule
prema lipofilnom okruzenju, tj. sklonosti da odbija vodu. Hidrofobnosc¢u se
mjeri udruzivanje nepolarnih skupina ili molekula u vodenom okruzenju.
Vrijednosti lipofilnosti najéeS¢e se izrazavaju preko logaritamskog
koeficijenta raspodjele (log P) u sustavu ravnotezne raspodjele izmedu
organskog otapala i vodene faze. Kao organsko otapalo naj¢esce se koristi
n-oktanol, zbog sli¢nosti s bioloskim fosfolipidnim membranama, a kao
vodena faza pufer. Log P se odreduje pri pH-u gdje su spojevi u neutralnom
obliku (neionizirani). Logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele
definira se kao omjer koncentracije neutralnog spoja u organskoj fazi
(Coktanol) i koncentracije neutralnog spoja u vodenoj fazi (Cvoda) (jednadzba
1).
log P=log (%) (1)

da

Visa log P vrijednost ukazuje na vedi afinitet molekule za lipidnu fazu, dok

niza vrijednost ukazuje na afinitet za vodenu fazu. Log P se najcesce



odreduje eksperimentalnom metodom izmuckivanja (engl. shake-flask) ili

racunski.

Uz koeficijent raspodjele kojim se izrazava lipofilnost molekule u
neioniziranom obliku, odreduje se i distribucijski koeficijent (log D). Log D
predstavlja raspodjelu neionizirane, kao i svih ioniziranih vrsta pri
odredenoj pH vrijednosti, te se takoder odreduje raspodjelom izmedu
organske i vodene faze pri odredenom pH. Logaritamska vrijednost
koeficijenta raspodjele definira se kao omjer koncentracije ionizirajuceg
spoja u organskoj fazi (Coktanol) i koncentracije ionizirajuc¢eg spoja u vodenoj

fazi (Cvoda), pri odredenoj pH vrijednosti (jednadzba 2).

C ionizirajuciy...,;+ C neionizirajuci

oktanol) (2)

+ C neionizirajucl, ,q5

10g DpH, oktjvoda =109 ( C ionizirajudiy,gg,

Udio neionizirane i ionizirane vrste pri odredenoj pH vrijednosti ovisit ¢e o
konstanti ionizacije pKa koju odreduju bazi¢ne i/ili kisele ionizacijske
skupine u molekuli. Ako molekula ne posjeduje ioniziraju¢e skupine tada su
log P i log D vrijednosti jednake i neovisne o pH (5-7). Za kiseline se omjer
neutralnih molekula i aniona u otopini smanjuje s povec¢anjem pH, te se log
D vrijednost smanjuje s pove¢anjem pH. Obrnuto, za baze se omjer
neutralnih molekula i kationa u otopini povecava s poveéanjem pH, te se

log D vrijednost povecava s povecéanjem pH (6).

1.2. Vaznost lipofilnosti u farmakokinetickom profilu lijeka

Lipofilnost spoja od velike je vaznosti za bioloSku aktivnost lijeka, upravo
zbog afiniteta lipofilnih molekula da se otapaju u lipidima, te utjece na
topljivost i svojstva apsorpcije, distribucije, metabolizma i ekskrecije
(ADME), kao i na toksi¢nost lijeka. Dobra oralna bioraspolozivost vazno je
obiljezje lijekova za oralnu primjenu buduci da osigurava nisku dozu te
manju varijabilnost u apsorbiranoj frakciji lijeka u sistemskoj cirkulaciji.
Lipinski i suradnici su proucavali svojstva oralno bioraspolozivih lijekova te
predlozili tzv. ,Lipinski pravilo 5%, prema kojem su slaba apsorpcija i

permeabilnost vjerojatnije ukoliko molekula posjeduje dva ili vise od



sljedecih kriterija: 1) relativha molekulska masa veca od 500, 2) viSe od 5
donora vodikovih veza, 3) viSe od 10 akceptora vodikovih veza, te 4) log
P> 5 (6).

Kako bi se spojevi za oralnu primjenu mogli apsorbirati, prvenstveno se
moraju modi otopiti u tankom crijevu, a upravo na topljivost utjecCe i
lipofilnost (log P) pa ¢e tako pri visokim vrijednostima lipofilnosti topljivost
biti smanjena. Osim topljivosti na apsorpciju iz epitela tankog crijeva utjece
i permeabilnost spoja. Svojstvo vise lipofilnosti te manje molekulske mase
i polarne povrsine (engl. polar surface area, PSA) omogucuje lijekovima
lagan prolazak preko lipidnih barijera (stani¢ne fosfolipidne membrane) pri
¢emu su neutralne molekule permeabilnije od ioniziranijh kod pasivne
difuzije. U nekim slucajevima manje lipofilni lijekovi prolaze stani¢nu

membranu mehanizmom aktivhog transporta.

Lipofilnost je vazan faktor distribucije spoja u tijelu. Visoki postotak vezanja
lipofilnih spojeva na proteine plazme cCest je problem u efikasnosti lijeka
zbog niske slobodne frakcije koja se moze vezati na bioloSku metu, kao i u
farmakokinetici zbog utjecaja na farmakokineticke parametre kao Sto su
volumen raspodjele. Volumen raspodjele (engl. volume of distribution, Vq)
je hipotetski volumen koji opisuje raspodjelu spoja izmedu tkiva i plazme
(3,8), te se definira kao omjer doze lijeka u tijelu i koncentracije lijeka koja
se mjeri u plazmi. Premda kiselo-bazna svojstva molekula najviSe utjecu
na volumen distribucije, koli¢ina vezanja za membrane ili tkiva ovisi i o
lipofilnosti molekula. Tako molekule s bazi¢nim ionizacijskim centrima
pokazuju vedi afinitet vezanja za fosfolipidne membrane tkiva, te imaju
vece volumene distribucije u odnosu na kiseline, ¢iji je afinitet vezanja za

proteine plazme vedi pri nizim vrijednostima lipofilnosti.

Istrazivanjem utjecaja lipofilnosti na metabolizam spojeva, utvrdeno je da
su spojevi s visokim vrijednostima lipofilnosti (log P>5) skloniji povecanoj
metabolickoj nestabilnosti kao i interakcijama s metabolickim enzimima
citokroma P450 (8).



Nadalje, jako lipofilni lijekovi mogu stvarati nespecificne interakcije s
nezeljenim metama, ¢ime se povecava njihova distribucija u tkivima, a time
i toksi¢nost (9). Pozitivno nabijeni lipofilni spojevi mogu inhibirati hERG
kalijev kanal u srcu, prilikom ¢ega dolazi do povecéanja QT src¢anog intervala.
Posljedica produzenog QT intervala je aritmija koja moze rezultirati smrcu
(5). Uz blokiranje hERG kanala, fosfolipidoza je joS jedan toksi¢ni efekt za
kojeg su zasluzni lipofilni bazi¢ni spojevi, to¢nije kationski amfifilni lijekovi
(engl. cationic amphiphilic drugs, CAD). Fosfolipidoza je reverzibilni
poremecaj pohrane lizosoma, koji karakterizira akumulacija fosfolipida i
lijekova u lizosomima bubrega, jetre, plu¢a, mozga. CAD-ovi uzrokuju
povecanje lizosomalnog pH d¢ime smanjuju lizosomalnu enzimatsku
aktivnost (10).

1.3. Skala lipofilnosti

Odnos izmedu izmedu log P vrijednosti i bioraspolozivosti nekog spoja
prikazan je na slici 1. Vidljivo je kako je za optimalnu gastrointestinalnu
apsorpciju pozeljno da je raspon log P vrijednosti izmedu 0 i 3. U tom
rasponu, spojevi imaju dobar omjer izmedu topljivosti i propusnosti kroz
stani¢cne membrane. Spojevi sa nizim vrijednostima log P su polarniji i time
bolje topljivi, ali ipak slabije permeabilni, dok su spojevi sa visim log P
vrijednostima (>3) lipofilniji te imaju slabiju topljivost u vodenom okruzenju
i podlozniji su metabolizmu.

visoka ;
Optimalno

0<logP <3

oralna bioraspoloZivost

ni5ka T T T T T T T T T T 1
-4 -3 2 - 0 1 2 3 4 5 6 7
Log P

Slika 1. Utjecaj lipofilnosti molekule na oralnu bioraspolozivost.

Preuzeto i adaptirano iz Borchardt RT, Kerns EH, Lipinski CA, Thakker DR, Wang B. Drug-
like Properties: Concepts, Structure, Design and Methods. Elsevier: London, UK, 2008.



Kod spojeva koji mogu ionizirati, odnosno onih koji pri fizioloSkom pH imaju
naboj, govorimo o log D7.4 vrijednosti. Ovisno o rasponu log D7.4 vrijednosti,
molekule se mogu podijeliti u Cetiri skupine prema fizikalno-kemijskim i

ADME/T svojstvima koje pokazuju (6):

e log D74 < 1: Ove molekule su dobro topljive, ali imaju nisku
propusnost Sto za posljedicu ima loSu apsorpciju i slabi prelazak preko
krvno-mozdane barijere. Zbog velike polarnosti pokazuju brze
izlu¢ivanje iz tijela putem bubrega.

e 1 < log D74 < 3: Ovaj raspon lipofilnosti je idealan za molekule koje
se razvijaju kao lijekovi. Molekule koje se nalaze u ovom rasponu
opcenito imaju dobru gastrointestinalnu apsorpciju zahvaljujudi
dobrom odnosu izmedu topljivosti i propusnosti. Metabolicki su
stabilne zbog slabijeg vezanja na metabolicke enzime.

e 3 < log D74 < 5: Molekule u ovom rasponu pokazuju dobru
propusnost, ali je zbog smanjene topljivosti apsorpcija niska. Zbog
povecanog metabolizma, njihovo je izluCivanje iz organizma ubrzano.

e log D7.4 > 5: Molekule s povecanim vrijednostima lipofilnosti pokazuju
nisku apsorpciju i bioraspolozivost, upravo zbog niske topljivosti.
Takoder, imaju visoku stopu metabolizma, a zbog nakupljanja u

tkivima velik je potencijal za toksi¢ne efekte.

1.4. Metode odredivanja lipofilnosti

Lipofilnost se uobi¢ajeno mjeri kao raspodjela spoja u dvofaznom sustavu.
Razlikujemo tekuci-tekudi sustav koji se sastoji od oktanola i vode, i ¢vrsti-
tekuci koji se bazira na obrnuto-faznoj tekucinskoj kromatografiji (engl.
reversed phase high performance liquid chromatography, RP-HPLC) (11).
Metode kojima se mijeri lipofilnost dijelimo na direktne i indirektne. U
direktnim metodama kao Sto su metoda izmuckivanja, metoda mijesanija ili
potenciometrijska titracija, lipofilnost se odreduje direktno iz izmjerenih
podataka. Kod indirektnih metoda izmjereni parametar ima linearnu

povezanost s log P i log D vrijednostima (3).



1.4.1. Metoda izmuckivanja

Metoda izmuckivanja je metoda koja se smatra zlatnim standardom za
odredivanje log P i log D (6). Zasniva se na mjerenju raspodjele spoja
izmedu nepolarne i polarne faze. Kao nepolarna faza koristi se n-oktanol
(prikazan na slici 2) koji oponasa lipidni dio bioloSkog sustava. Kao polarna

faza koristi se vodeni pufer koja oponasa hidrofilni dio u bioloSkom sustavu.

H3C\/\/\/\/UH

Slika 2. Kemijska struktura oktanola.

Ispitivana molekula se otopi u vodenoj fazi i unosi u staklenu posudicu
nakon Cega se dodaje oktanol. Ovakav sustav se izmuckuje pri konstantnoj
temperaturi do trenutka ostvarivanja ravnoteze, sto, ovisno o ispitivanom
spoju, moze potrajati od 1, pa sve do 72 sata. Nakon odvajanja faza
centrifugiranjem slijedi odredivanje koncentracije spoja u svakoj od njih,
koriste¢i UV/VIS spektrometriju ili tekucinsku kromatografiju - mjeredi
povrSinu ispod kromatografskog pika. Logaritamska vrijednost omjera

koncentracija u dvije faze je log P ili log D vrijednost (3,6).

UnatoC jednostavnosti i visokoj preciznosti, metoda izmuckivanja ima
nekoliko nedostataka. Ova metoda ograni¢ena je na topljive spojeve, a
otapalo i spojevi moraju biti visoke Cisto¢e. Potrebne su takoder relativho
velike koli¢ine spojeva (do 10 mg). Nadalje, potrebno je odrzavati
konstantnu temperaturu tijekom cijelog procesa. Metoda oduzima mnogo

vremena dok su mogucnosti automatizacije ogranicene (3,12).

1.4.2. Racunalne metode odredivanja lipofilnosti

Danas postoje mnogi in silico modeli koji pruzaju mogucénost predvidanija
log P i log D vrijednosti novosintetiziranih spojeva, a Siroko se koriste u
modelima medicinske kemije za pronalazenje veze izmedu strukture i
svojstava molekule (5). In silico modeli razvijaju se koristeéi koeficijente

razdjeljenja i distribucije odredene metodom izmuckavanja za odredeni set
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molekula. Racunalni modeli mogu na temelju strukturnih parametara
predvidjeti lipofilnost novog kemijskog entiteta. Iako je pouzdanost in silico
modela sve veda zahvaljujuéi velikom broju eksperimentalno dostupnih
vrijednosti na kojima su modeli razvijeni, ipak treba imati na umu da nece
svi modeli dati isto predvidanje i da vrijednosti nece uvijek biti visoko
korelirane s laboratorijskim mjerenjima. Tipicna korelacija predvidene i
izmjerene vrijednosti log Dph7.4 prikazana je na slici 3. ProsjeCna razlika
izmedu predvidene i izmjerene vrijednosti je oko 1,05 log jedinica (6). Do
vecih nepodudarnosti moze doci ako se za razvoj modela koristi nedovoljan
broj eksperimentalnih podataka, ukoliko se molekule Cije se vrijednosti
predvidaju znatno strukturno razlikuju od molekula koristenih pri razvoju

modela, te za molekule slozene trodimenzionalne strukture (8).

M=70
6 R2=0.72 °

Log D (literaturna vrijednost)

pLogD7.a

Slika 3. Korelacija literaturnih i predvidenih vrijednosti log D (koristeci
Prolog D) za 70 komercijalnih lijekova.

Preuzeto i adaptirano iz Kerns EH, Di L. Drug-like Properties: Concepts, Structure, Design
and Methods. Elsevier: London, UK, 2008.

1.4.3. Kromatografske metode za odredivanje lipofilnosti

Kromatografija je fizikalna metoda koja se koristi za razdvajanje smjesa i
karakterizaciju spojeva. Komponente smjese koje se razdvajaju
raspodjeljuju se izmedu dviju faza: nepokretne (engl. stationary phase) i
pokretne (engl. mobile phase) koja se kre¢e u odredenom smjeru. Pokretna

faza moze biti tekucina, plin ili superkriti¢ni fluid, dok nepokretna moze biti
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kruta tvar, gel ili tekucina (13). Faze se odabiru tako da komponente smjese
imaju razlicitu topljivost u svakoj od faza. Razdvajanje u kromatografiji
zasniva se na tome da razlicite komponente imaju razli¢ito vrijeme
zadrzavanja na nepokretnoj fazi, zbog razlika u adsorpciji, ionskoj izmjeni,
raspodjeli izmedu faza i veliCini tvari koje se razdvajaju. Vrijeme
zadrzavanja, tg, mjeri se od trenutka injektiranja uzorka do izlaska
komponente iz kromatografskog sustava Sto na kromatogramu vidimo kao
najvisu toCku pika. PoSto vrijeme zadrzavanja varira s duzinom kolone i
protokom pokretne faze, korisnije je sluziti se faktorom kapaciteta. Faktor
kapaciteta k pokazuje koliko se komponenta zadrzava u nepokretnoj u
odnosu u pokretnoj fazi. Definira se kao omjer vremena zadrzavanja analita
(tr) i vremena prolaska komponente koja se ne zadrzava na nepokretnoj
fazi ve¢ samo prolazi kroz sustav (to) (jednadzba 3). Kako bi se postigla
odgovarajuca razlucivost u prihvatljivom vremenu analize, poZeljno je da je
vrijednost k izmedu 1i 5 (14).

signal detektora
~

vrijeme

Slika 4. Prikaz tr i to na kromatogramu.

Preuzeto i adaptirano sa
https://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/chrom/chrom1.htm

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance
liguid chromatography, HPLC) se uobiCajeno koristi kao separacijska i
analiticka metoda u odredivanju distoce i identifikaciji spojeva. Osim toga,
moze se koristiti i u metodama odredivanja razliCitih fizikalno-kemijskih
svojstava kao Sto su topljivost, propusnost, kiselo/bazna svojstva i

lipofilnost.


https://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/chrom/chrom1.htm

Jedna od indirektnih metoda za mjerenje lipofilnosti/hidrofobnosti je
obrnuto-fazna tekucinska kromatografija. Zadrzavanje u kromatografiji u
sustavu obrnutih faza povezano je s dinamickom raspodjelom spoja izmedu
nepokretne nepolarne i pokretne polarne faze. Vrijeme zadrzavanja spoja
na nepokretnoj fazi je mjera lipofilnosti molekule. Tako se manje lipofilne
molekule zadrzavaju krace, dok povecanjem lipofilnosti dolazi do jaceg

vezanja na kromatografsku kolonu (15).

Nekoliko je razloga zasto je tekudinska kromatografija u sustavu obrnutih
faza bolji model od metode izmuckivanja za odredivanje lipofilnosti. Prvi leZi
u sli¢nosti u strukturama fosfolipidnog dvosloja i nepoketne faze. Naime,
fosfolipidni dvosloj (prikazan na slici 5) je anizotropan zbog karakteristi¢ne

strukture u kojoj su proteini ugradeni u lipide.

— fosfat

hidrofilna glava

— glicerol

zasi¢ena masna
kiselina

hidrofobni repovi

— nezasi¢ena masna
kiselina

Slika 5. Kemijska struktura fosfolipida.

Preuzeto i adaptirano sa https://www.bioexplorer.net/phospholipid-bilayer.html/

Nepokretna faza u obrnuto-faznoj kromatografiji je silika s kemijski vezanim
C18 ugljikovodi¢nim lancima (prikazana na slici 6). Ona je takoder

anizotropna i time sli¢na strukturi fosfolipidnog dvosloja.
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SiO,

Slika 6. C18 nepokretna faza u obrnuto-faznoj tekucéinskoj kromatografiji

Preuzeto iz Rutkowska E, Pajak K, Jozwiak K. Lipophilicity - Methods of determination and
its role in medicinal chemistry. Acta Pol Pharm - Drug Res 2013; 70: 3-18.

Oktanol, koji se koristi u metodi izmuckivanja, je izotropan, pa samim time

manje slican strukturi fosfolipidnog dvosloja od C18 nepokretne faze.

Nadalje, zbog amfifilnog karaktera oktanola, hidroksilna skupina moze
sluziti kao donor i akceptor vodikove veze (11). Spojevi sa amfifilnim
svojstvima mogu se nakupljati na medupovrsini i onemoguditi potpuno
odvajanje dviju faza, te narusSiti ravnotezu raspodjele. Ravnoteza nije
narusSena u slucaju kromatografske raspodjele jer se ono odvija na velikoj

povrsini koja je sli¢nija raspodjeli spojeva na bioloskim membranama.

Kromatografske metode imaju brojne prednosti nad tradicionalnim
metodama. Radi se o visoko ucinkovitim, brzim i reproducibilnim
metodama, koje se vrlo lako mogu automatizirati. U jednom se danu moze
odrediti lipofilnost za viSe od 100 spojeva po jednom instrumentu. Mjerenje
vremena zadrzavanja je preciznije i ponovljivije nego odredivanje
koncentracija u metodi izmuckivanja. Takoder, kromatografske metode ne
zahtijevaju veliku koli¢inu spoja, neosjetljive su na onecis¢enja, osobito ako
se u sprezi s tekucinskom kromatografom koristi spektometar masa.
Takoder, primjenjive su za slabije topljive spojeve i mogu se analizirati

spojevi sa Sirim rasponom lipofilnosti (11,16).
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1.4.4. Odredivanje lipofilnosti upotrebom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti obrnutih faza

Za kromatografsko odredivanje lipofilnosti koristi se RP-HPLC u
gradijentnom nacinu ispiranja. U ovoj se metodi mjeri raspodjela otopljene
tvari izmedu nepolarne nepokretne faze i polarne puferske pokretne faze.
Kao pokretna faza koristi se gradijent acetonitrila i amonijevog acetata, a
kao nepokretna C18 nepolarni ugljikovodicni lanci kemijski vezani na siliku.
Sastav pokretne faze se tijekom analize mijenja, Sto znaci da se radi o
gradijentnom nacinu ispiranja. Pritom se koncentracija acetonitrila
postepeno povecava. Spojevi se eluiraju s kolone u onom trenutku kada se
postighe odgovarajuca koncentracija acetonitrila. Povedanjem
koncentracije acetonitrila osigurava se da se jace vezani lipofilni spojevi
eluiraju u jednom ispiranju i u kratkom vremenu trajanja od dvije do pet
minuta. Jednim gradijentnim eluiranjem pokriva se Siri raspon lipofilnosti.
Mutton je istaknuo kako je poveéanjem brzine protoka i koristenjem kracih
kolona moguée smanjiti gradijentno vrijeme bez gubitka efikasnosti
separacije i rezolucije (3). Vrijeme zadrzavanja je direktno povezano s
raspodjelom spoja izmedu pokretne i nepokretne faze. Takoder, vrijeme
zadrzavanja je i mjera lipofilnosti molekule. Manje lipofilne molekule
zadrzavaju se krace, dok povecanjem lipofilnosti dolazi do jaCeg vezanja na

kolonu.

Vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti (engl. chromatographic
hydrophobicity index, CHI) direktno se preraCunavaju iz vremena
zadrzavanja koristeéi jednadzbu bazdarnog pravca. Za umjeravanje se
koristi bilo koji set spojeva koji pokriva lipofilnost u rasponu od -0.4 do 6.3
Chrom log D. Primjer seta spojeva koji se koristi pri umjeravanju, zajedno
sa pripadaju¢im vremenima zadrzavanja i CHI prikazan je u tablici 1.

Bazdarni pravac i pripadajuéa jednadzba prikazana je na slici 7 (3,16).
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Tablica 1. Niz spojeva za bazdarenje kromatografskog sustava za
odredivanje kromatografskog indeksa hidrofobnosti (CHI) pri pH 2.0, 7.4
i 10.5.

. tr/min. tr/min. L/l
Spoj (pH 2.0) CHI: (pH 7.4) CHI7.4 1(0p|;) CHI1os
Teofilin 1.12 6.3 1.94 18.4 1 4.97
5-Feniltetrazol 1.38 17.9 2.05 23.6 1.29 15.98
Benzimidazol 1.78 42.2 2.19 34.3 1.58 30.61
Kolkicin 1.83 43.9 2.48 43.9 1.70 43.86
8-Fenilteofilin 1.97 51.7 2.62 51.7 1.39 21.48
Acetofenon 2.12 64.1 2.81 64.1 2.05 64.12
Indol 2.29 72.1 3.02 72.1 2.19 72.07
Propiofenon 2.37 77.4 3.11 77.4 2.29 77.42
Butirofenon 2.55 87.3 3.33 87.3 2.46 87.33
Valerofenon 2.72 96.4 3.54 96.4 2.61 96.36
120

100 y = 48,938x - 75,603
Rz = 0,9968 _

1,8 2,3 2,3 3,3 3,8
t. /min

Slika 7. Primjer bazdarnog pravca dobivenog umjeravanjem HPLC
sustava standardima za odredivanje CHI; 4.

Slika 7 prikazuje tipican baZzdarni pravac, medutim, umjeravanje bi se
trebalo ponavljati svaki put kada dode do znacajnog pomaka u gradijentnim
vremenima zadrzavanja niza spojeva za bazdarenje. Nadalje, ucestalo
mjerenje vremena zadrzavanja smjese standarda sluzi i kao provjera
ispravnosti rada sustava. Jednadzba bazdarnog pravca sluzi za

preracunavanje eksperimentalno odredenog gradijentnog vremena
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zadrzavanja u CHI vrijednost za bilo koji ispitivani spoj. CHI vrijednosti
opisuju lipofilnost u rasponu od 0 do 100. Za jako hidrofilne ili lipofilne
spojeve, vrijednost moze biti manja od 0, odnosno veca od 100. Sto je CHI
vrijednost vecéa, to je spoj lipofilniji i potrebna je veca koncentracija
acetonitrila u pokretnoj fazi kako bi se spoj isprao s nepokretne nepolarne
faze (17). Kako CHI vrijednost jos uvijek nije Siroko rasprostranjena medu
svim znanstvenicima, radi lakSeg snalazenja se prevodi u tradicionalno
koristenu log D skalu. CHI vrijednost se prevodi u novi parametar Chrom
log D7.4 pomocu jednadzbe 4.

Chrom log D7.4=(0.0857)*CHI-2.00 (4)

Kada vrijednosti Chrom log D7.4 usporedujemo sa izmjerenim koeficijentom
raspodjele log DpH 7.4 uoCavamo kako su vrijednosti dobro korelirane za nize
vrijednosti lipofilnosti. Slaba korelacija i iskrivljena distribucija povezuju se
s viSim vrijednostima lipofilnosti (slika 8). Kromatografske metode
omogucuju odredivanje Sireg raspona lipofilnosti jer su u manjoj mjeri

ogranicene topljivos¢u spoja.

Log D pH 7.4

_E. . .
210123 458678910
Chrom Log D pH 7.4

9 kontura kvantilne gustoce

Slika 8. Korelacija log D i Chrom log DpH 7.4.

Preuzeto i adaptirano iz Young RJ, Green DVS, Luscombe CN, Hill AP. Getting physical in
drug discovery II: The impact of chromatographic hydrophobicity measurements and
aromaticity. Drug Discov Today 2011, 16: 822-830.
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Vrijednosti Chrom log D74 su za priblizno dvije log jedinice vece od
tradicionalno koristenog koeficijenta raspodjele log D. Kako bi se naglasilo

razli¢ito podrijetlo podataka, ovo odstupanje se u praksi zadrzalo (5).

1.5. Odredivanje kiselo-baznih svojstava uz pomo¢ obrnuto-fazne
tekucéinske kromatografije

Odredivanje kiselo-baznih  svojstava spoja omogucuje njegovu
karakterizaciju i predvidanje in vivo ponasanja u ranoj fazi istrazivanja
lijeka. Koeficijenti raspodjele dobiveni iz sustava raspodjele oktanol-voda
nisu prikladni za procjenu in vivo distribucije spojeva, posebno kada su
spojevi nabijeni pri fizioloSkom pH. Naime, spojevi koji se razvijaju kao
lijekovi mogu imati jedan ili viSe centara ionizacije. Njihovo ionizacijsko
stanje ovisi o pH otapala. Henderson-Hasselbalch-ova jednadzba opisuje
vezu izmedu pH, konstante ionizacije (pKa) i postotka ionizacije spoja, za

kiseline i baze:
log D, =logP-log [1+1O(pH'pKa)] (5)
log D, =logP-log [1+10(pKa'pH)] (6)

Obrnuto-fazna tekucinska kromatografija istice se kao prikladna metoda za
predvidanje in vivo distribucije spoja u tijelu. Posljednja saznanja pokazala
su da se RP-HPLC moze koristiti i za karakterizaciju peptida i malih proteina,
a za koje su tradicionalne metode pokazale neuspjeh (18). S ciljem
odredivanja kiselo-baznih svojstava spojeva, provodi se odredivanje CHI
vrijednosti pri kiselim (pH 2-3), fizioloskim (pH 7.4) i bazi¢nim (pH 9-11)
uvjetima pokretne faze, za svaki spoj (3,17). Mjerenja se provode pri tri
razli¢ite vrijednosti pH kako bi se moglo procijeniti ponasanje molekula u
razli¢itim dijelovima ljudskog organizma. Temeljem ova tri mjerenja,

molekule se mogu klasificirati u Sest razliCitih razreda prikazanih na slici 9.
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Slika 9. Utjecaj pH vrijednosti pokretne faze na CHI vrijednost molekula
razlicitih kiselo-baznih svojstava.

Preuzeto i adaptirano iz Borchardt RT. Pharmaceutical profiling in drug discovery for lead
selection. AAPS Press, 2004.

Pozitivho nabijene bazicne molekule su lipofilnije pri visokim pH
vrijednostima jer tada gube naboj. Kiseline su lipofilnije pri niskim pH
vrijednostima jer tada ne dolazi do protona sa kisele grupe (17). Neutralne
molekule imaju istu CHI vrijednost neovisno o pH vrijednosti pokretne faze.
Za jake kiseline CHI vrijednost je pri pH 2 znacajno visa jer se nalaze u
neioniziranom obliku te time imaju najjacu interakciju sa nepokretnom
fazom. Tako ¢e jaka kiselina pri niskom pH pokazati svojstva visoke
lipofilnosti. Pri pH 7.4 su potpuno ionizirane te pokazuju istu CHI vrijednost
pri pH 7.4 i 10.5. Slabe kiseline pokazuju pad CHI vrijednosti porastom pH
pokretne faze. Sto je kiselina slabija, to je manja razlika CHI vrijednosti
izmedu pH 2 i 7.4. S druge strane, CHI vrijednost jake baze raste s
porastom pH vrijednosti. Slabe baze imaju najnizu CHI vrijednost pri
kiselom pH, dok im je CHI vrijednost pri pH 7.4 i 10.5 jednaka, jer se pri
tim uvjetima nalaze u neioniziranom obliku. Amfoterne molekule imaju
najvecu CHI vrijednost pri pH 7.4, dok pri visokim i niskim pH vrijednostima

dolazi do njezinog pada (19).
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2. Cilj rada

Cilj ovog diplomskog rada je bio razviti i optimirati metodu tekudinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti u sustavu obrnutih faza (RP-UPLC)
u sprezi sa spektrometrijom masa za odredivanje CHI pri pH 2.7 i pH 10.5,
na bazi vec¢ postojece metode pri pH 7.4 te usporediti dobivene vrijednosti
sa in silico racunskim vrijednostima. Drugi cilj je bio odrediti kiselo/bazna
svojstva spojeva mjerenjem vremena zadrzavanja analita na obrnutoj fazi

pri gradijentnom eluiranju i pri razli¢itim vrijednostima pH.
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U radu je koristen acetonitril, kupljen od Merck-a (Darmstadt, Njemacka),
mravlja kiselina, kupljena od Fluke (Everett, SAD), te amonijev acetat i
dimetil sulfoksid, kupljeni od Sigme Aldrich (Darmstadt, Njemacka).
Koristena je i octena kiselina, kupljena od Fluke, i otopina amonijaka (min.
25% p.a.) kupljena od Kemike (Zagreb, Hrvatska). Za pripremu pokretne
faze koriStena je demineralizirana voda procis¢éena Mili-Q Advantage
Milipore sistemom. Standardi koji su koriSteni za umjeravanje UPLC
sustava, kao i spojevi kojima su odredene CHI vrijednosti pri pH 2.7, 7.4 i

10.5 navedeni su u Tablici 2, zajedno s njihovim dobavlja¢ima.
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Tablica 2. Niz spojeva za umjeravanje UPLC sustava, te spojevi koriSteni za odredivanja CHI pri pH 2.7, 7.4 i

10.5, njihove strukture, molekulske mase, molekulske formule, dobavljaci, indikacija ili upotreba lijeka i in silico

PK, vrijednosti.

Molekulska

Spoj Struktura masa M?;‘:::::Isaka Dobavljac irin:;z::;{:alg;l;;a InpSII(IICO
(g/mol) :
Standardi za umjeravanje
N,\\N
0 X
Teofilin 180.16 C7HsN402 FLUKA / /
AN N
S
/
| {
5-Fenil-1H- N
tetrazol 146.15 C7HeN4 TCI / /
N
Benzimidazol < 118.14 C7HsN2 FLUKA / /
N
Kolhicin 399.44 C22H25NOs SIGMA / /
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Molekulska

Molekulska

Indikacija lijeka

In silico

Spoj SIS (grr;?nsgl) formula el ili upotreba spoja pPKa
N
8-Fenilteofilin ) WEN 256.26 C13H12N402 SIGMA / /
AN NG
\[O(
Acetofenon OY 120.15 CsHsO ALDRICH / /
(6]
N
Indol <\:© 117.15 CsHsN SAFC / /
Propiofenon @\EO 134.18 CoH100 TCI / /
(¢}
Butirofenon 148.20 Ci0H120 TCI / /
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Molekulska

. Molekulska 52 Indikacija lijeka In silico
Spoj Struktura masa Dobavljac | ... .
(g/mol) formula ili upotreba spoja pKa
o]
Valerofenon 162.23 Ci11H140 TCI / /
Kiseli spojevi
Acetaminofen i /©/O 151.16 CsHsNO2 SIGMA Analgetik i 9.86
)LN antipiretik
N N ffr}
Tolbutamid H/ T o”\©\ 270.35 C12H18N203S SIGMA Hipoglikemija 5.37
(o]
Fenobarbital 4\% 232.23 C12H12N20s3 PLIVA Sedativ 7.58
0 N
N 0
(Y
Primidon ) 218.25 C12H14N202 SIGMA Antiepileptik 12.26
(0]
\o/© o/ﬁ . . ,
Bosentan 74@ f)\r 551.60 C27H29N506S APL H'pert:pé]rfjep'ucne 4.01
(//\H N \‘)
i
Sulfafenazol I 314.40 C15H14N4O2S SIGMA Antibiotik 6.47
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Molekulska

. Molekulska 52 Indikacija lijeka In silico
Spoj Struktura masa Dobavljac | ... .
(g/mol) formula ili upotreba spoja pKa
0
Klorozoksazon “':<Nj©\ 169.56 C7H4CINO2 SIGMA Misiéni relaksant 8.46
Bazicni spojevi
. . Anestetik i
Lidokain 234.34 Ci14H22N20 SIGMA antiaritmik 7.96
Dibukain HCI 379.90 C20H30CIN302 SIGMA Lokalni anestetik 9.07
Imipramin /\N\/\/“ O 280.40 Ci9H24N2 SIGMA Antidepresiv 9.49
Desipramin J) 266.40 CisH22N2 SIGMA Antidepresiv 10.40
r»‘l
Ne, Inhibitor CYP450
1- ! koji se koristi
Aminobenzotriazol O’ N 134.14 CoHeNa SIGMA iskljucivo u 2.09
istrazivanju
Neutralni spojevi
= . .
Kumarin m 146.14 CoHe0> SiGMA | Aromatski organski /
o} o]

kemijski spoj
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Molekulska

Spoj Struktura masa M?;‘:;‘ﬂlsaka Dobavljac il:[in::;::g:alg::;a InpSIl(IICO
(g/mol) a
\‘\
Resorufin etileter | ,@[m 241.24 C1aH1:NO3 SIGMA | Marker za CYP450 /
3-Cijano-7- ,@f Flurescentna proba
metoksikumarin : o0 201.18 C11H7NO3 ULTRAFINE 7a CYP450 /
N
3-Cijano-7- e Flurescentna proba
ctoksikumarin g De 215.20 C12HoNOs | ULTRAFINE o CYPAS0 /
a-Naftoflavon 272.30 C1oH120> SIGMA Sintetski derivat /
flavona
Amfoterni spojevi
|
8.82
. . (kiselina);
Topotekan HCI 457.90 C23H24CIN3Os SIGMA Citostatik 7.65/4.64
(baza)
13.78
Acebutolol 372.90 C18H29CIN204 SIGMA Antihipertenziv (kiselina);
9.40(baza)
TCI 4.43
Feksofenadin HCI | ° 538.10 C32H40CINO4 Antihistaminik (kiselina);
0 EUROPE NV
O W 9.42(baza)
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Molekulska

Spoj Struktura masa M?;‘:;‘ﬂlsaka Dobavljac il:[in::;::g:alg;z;a InpSIl(IICO
(g/mol) :
wd N 13.88
Atenolol i@—o X 266.34 C14H22N203 SIGMA Antihipertenziv (kiselina);
L(O_ 9.43(baza)
Makrolidni spojevi
o o TORONTO
Telitromicin };\T S o 812.0 C43HesNs010 RESEARCH Antibiotik 8.13/4.00
' o L= CHEMICALS
~
. . . Q
Azitromicin 749.0 CasH72N201 PLIVA Antibiotik 8.59/8.16
dihidrat .
q
‘IO—._
Eritromicin 733.9 C37He7NO13 PLIVA Antibiotik 8.16




Molekulska

Spoj Struktura masa M?;f;‘ﬂlsaka Dobavljac il:[in::(()::g:algs:;a InpSIl(IICO
. (g/mol) a
D@
Azahomo:rltromml I '\._ [ [ 235.0 Cs6HesN2O15 PLIVA Makrollcslrslojl_(emljskl 8.15
(r
N
Klaritromicin T . 748.0 C3sHeoNO13 PLIVA Antibiotik 8.16
: _L ’,.,,',4:’) .\‘l’/,
Roksitromicin 837.1 Ca1H76N2015 SIGMA Antibiotik 8.16
Josamicin 828. 0 C42He9NO15 FLUKA Antibiotik 7.40
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Molekulska

Spoj Struktura masa M?;‘:;‘ﬂlsaka Dobavljac il:[in::;::g:alg;z;a InpSIl(IICO
(g/mol) :
N'-Desmetil
Azitromicin 735.0 C37H70N2012 PLIVA / 9.81/8.16
SANTA
Spiramicin 843.1 Ca3H74N20 CRUZ Antibiotik 8.61/7.40
p . 43M74NN20U14 BIOTECHN . .
OLOGY
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3.1.2. Oprema

Za potrebe podesavanja pH koristen je Orion 370 LogR Benchtop pH/ISE
metar (Thermo Scientific) opremljen sa Orion 91-72 Sure-Flow pH
elektrodom (Thermo Scientific). Sustav LC-MS se sastojao od tekucinskog
kromatografa ultravisoke djelotvornosti (UPLC) tipa Waters Acquity
spregnutim sa DAD detektorom s elektrosprej nacinom ionizacije (engl.
electrospray ionization) (Waters). Za upravljanje UPLC-MS sustavom, te za

obradu podataka koristen je MasLynx v4.1 softver (Waters).

3.2. Analiticka metoda

Za odredivanje vremena zadrzavanja spojeva koristena je tehnika
tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti u sustavu obrnutih
faza u sprezi sa spektrometrijom masa (RP-UPLC-MS). Metoda Chrom log
D koja se odvijala na obrnuto-faznoj tekucinskoj kromatografiji sluzila je za
mjerenje CHI pri pH 7.4 te je ispitana mogucnost primjene metode pri

kiselim (pH 2.7) i bazi¢nim uvjetima pokretne faze (pH 10.5).

3.2.1. UPLC-MS uvjeti

Kromatografsko razdvajanje postignuto je koristenjem kolone reverzne faze
tipa Luna C18(2), duljine 30 mm, unutarnjeg promjera 2 mm, veliine
Cestica 3 pm, te veli¢ine pora 100 A (Phenomenex), a filter je bio od
proizvodaca Fortis Technologies (Cat. No. 2-SAV5). Prva mjerenja Chrom
log D7.4 i CHI>.7 provedena su na koloni koja se ve¢ neko vrijeme koristila
(zajedno sa filterom), a ponavljana su na novoj Luna C18(2) koloni s
pretkolonom SecurityGuard ULTRA guard cartridge, C18 (Phenomenex).
Takoder, ponovljena analiza pri fizioloSkom pH provedena je na novoj koloni
bez upotrebe pretkolone. Za oba mjerenja CHI1o.5 koriStena je nova kolona

zajedno s pretkolonom.

Temperatura kolone odrzavana je na 40°C, a temperatura uzorka na 15°C.
Pokretna faza sastojala se od 10 mM otopine amonijevog acetata (otopina
A1l) za uvjete pri pH 7.4 i 10.5. Pri uvjetima pokretne faze pH 2.7 koristena

je 0.1% vodena otopina mravlje kiseline (otopina Al). Kao organski
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modifikator koristen je acetonitril (otopina B2). Gradijentni program za
odredivanje CHI ukljucivao je sljedece: koncentracija pokretne faze B2
povecana je s 0% do 90% tijekom prvih 1.30 minuta, a zatim je 90% B2
drzano do 1.53 minute, nakon cega je koncentracija B2 pokretne faze
spustena do 0% do 1.60 minute te drzana na 0% do 2 minute. Ukupno
vrijeme analize bilo je 2 minute, a protok pokretne faze 0.5 mL minl.
Volumen injektiranja uzorka bio je 1 uL, a svaki uzorak injektiran je 2 puta
uzastopno. Uvjeti za DAD detektor bili su sljededi: raspon valne duljine bio
je od 190 do 500 nm, a raspon intervala 1.2 nm. U MS metodi koristio se
elektrosprej nacin ionizacije. Raspon masa bio je od 100 do 1200, a vrijeme

skeniranja 0.2 sekunde.

3.2.2. Priprema otopina koristenih kao pokretne faze

Za pripremu 200 mM sStok otopine amonijevog acetata otopljeno je 6.17 g
amonijevog acetata u 400 mL vode, te je skladiStena na 4°C. Radna otopina
(10mM) pripremljena je razrijedivanjem 20 mL Stok otopine (200 mM) u
380 mL demineralizirane vode. pH je podesSen na 7.4, odnosno na 10.5
otopinom amonijaka. Za pripremu 0,1%-tne vodene otopine mravlje

kiseline 500 pL mravlje kiseline razrijedeno je u 500 mL vode.

3.2.3. Priprema uzoraka za UPLC analizu

Za svaki uzorak pripremljena je 10 mM DMSO stok otopina. Zatim je
pripremljena 0.5 mM radna otopina razrijedivanjem Stok otopine u
acetonitrilu (7 uL 10 mM Stok otopine razrijedeno je sa 133 pL acetonitrila,
sa konacnim volumenom od 140 pL). Radna otopina od 140 pL nanesena je

u jazice plate.
3.2.4. Priprema smjese standarda za umjeravanje UPLC sustava

Za umjeravanje UPLC sustava koristena je skupina od 10 standardnih
spojeva sa razli¢itim CHIi vrijednostima (prikazano u Tablici 3). Stok
otopina svakog standarda pripremljena je pri koncentraciji od 1 mg/mL u
acetonitrilu, osim STD_5 koji je pripremljen u DMSO zbog slabe topljivosti

u acetonitrilu. Za umjeravanje sustava pri pH 2.7 i 10.5 svakom standardu
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je u zasebnoj analizi odredeno vrijeme zadrzavanja, a pri svakoj sljedecoj
analizi koristila se mjeSavina spojeva za bazdarenje. Ista je pripremljena
mijeSanjem 0.1 mL Stok otopine svakog standarda. Umjeravanje se
provodilo na samom pocetku i kraju svake analize.

Tablica 3. Standardi koristeni za umjeravanje UPLC sustava, njihovi CAS
brojevi, molekulske mase i CHI,i?°.

Ime Spoj CHI pH 2.71it. CHI pH 7.4 1it. CHI pH 10.5 1it.
STD_1 Teofilin 17.9 18.4 5.0
STD 2 5-Fenil-1H-tetrazol 42.2 23.6 16.0
STD_3 Benzimidazol *NO 34.3 30.6
STD_4 Kolhicin 43.9 42.0 43.9
STD_5 8-Fenilteofilin 51.7 51.2 21.5
STD_6 Acetofenon 64.1 65.1 64.1
STD_7 Indol 72.1 71.5 72.1
STD_8 Propiofenon 77.4 77.4 77.4
STD_9 Butirofenon 87.3 87.5 87.3
STD_10 Valerofenon 96.4 96.2 96.4

*NO = nije odredeno

3.3. Obrada podataka

Sustav UPLC umjeravan je uz pomo¢ niza spojeva za bazdarenje s poznatim
CHI,i: vrijednostima. Koristeci dobivena gradijentna vremena zadrzavanija i
CHI,it vrijednosti, metodom regresijske analize dobiven je bazdarni pravac:
CHI = ax t-(min) + b (7)
Za spojeve koji su UV aktivni odredeno je vrijeme zadrzavanja glavnog
kromatografskog pika iz DAD kromatograma pri valnoj duljini maksimalne
apsorpcije (Amax). Za spojeve koji nisu UV/VIS aktivni, vrijeme zadrzavanja
ocitano je iz masenog kromatograma s korekcijom od 0.03 minute.
Vrijednosti vremena zadrzavanja unesene su u jednadzbu bazdarnog pravca
¢ime je dobivena CHI vrijednost. Dobivene CHI7 4 vrijednosti preracunate

su Chrom log D vrijednosti koristeci jednadzbu 4.
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3.3.1. Odredivanje in silico parametara

In silico analize, odnosno izracuni in silico log D pri pH 7.4, te pKa vrijednosti
provedene su koristenjem softvera ACD/Percepta 14.2.0 (ACD/Labs
Release 2019.1.0 (build3200. 17 Jul 2019).
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4. Rezultati
4.1. UPLC-MS metoda

Kao tehnika koja je sluzila za odredivanje vremena zadrzavanja odabrana
je obrnuto fazna kromatografija zbog mogucénosti kontroliranja
eksperimentalnih uvjeta (protok mobilne faze, vrsta organskog
modifikatora, sastav otapala i temperatura), u sprezi sa masenom
spektrometrijom. U radu su odredene CHI i Chrom log D vijednosti
ispitivanih spojeva upotrebom metode opisane u poglavlju 3.2.1. pri
fizioloSkoj pH vrijednosti od 7.4. Nadalje, razvijene su UPLC metode za
odredivanje CHI vrijednosti ispitivanih spojeva na koloni Phenomenex Luna
C18(2) (30 x 2 mm, 3 mm, 100 A) pri kiselim (pH 2.7) i bazi¢nim (pH 10.5)
uvjetima pokretne faze. Vrijeme trajanja razvijenih metoda je dvije minute
s protokom pokretne faze od 0.5 mL min-. Pri kiselim uvjetima pokretne
faze koriStena je 0.1% vodena otopina mravlje kiseline, a pri fizioloskim,
odnosno bazi¢nim uvjetima 10mM otopina amonijevog acetata pri
odgovarajuc¢oj pH vrijednosti. Kao organski modifikator koristen je
acetonitril. UPLC sustav umjeravan je pomocu 10 standardnih spojeva s
literaturnim CHI vrijednostima (Tablica 3). Detalji o gradijentnom
programu, pripremi standarda za umjeravanje i MS metodi navedeni su u

poglavlju 3.2.

4.2. Umjeravanje UPLC sustava pri pH 2.7 i 10.5

Umjeravanje UPLC sustava uspjesno je provedeno pomocu 10 standardnih
spojeva. Slike 10 i 11 prikazuju kromatograme za umjeravanje UPLC

sustava pri kiselim i bazi¢nim uvjetima pokretne faze.
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CHI deterimation at pH 2.7 UPLCMS1 |
30-Jun-2020
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Slika 10. Kromatogram za umjeravanje UPLC sustava pri kiselim
uvjetima pokretne faze (pH 2.7).
CHI deterimation at pH 10.5 UPLCMS1 \
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Slika 11. Kromatogram za umjeravanje UPLC sustava pri bazicnim

uvjetima pokretne faze (pH 10.5).
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Eksperimentalno dobivena vremena zadrzavanja za standarde i literaturne

vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti (20) prikazani su u

tablici 4, a na slikama 12-14 prikazani su bazdarni pravci s pripadajuéim

jednadzbama. Koeficijenti determinacije (R?) ukazuju visoku korelaciju

izmedu literaturnih CHI vrijednosti i eksperimentalno odredenih vremena

zadrZzavanja za sva tri slu¢aja umjeravanja UPLC sustava (R2,.7 > 0.99,

R%274 > 0.99, R?%i05 > 0.99). Za umjeravanje pri pH 2.7, standard

benzimidazol (STD_3) isklju¢en je iz analize zbog njegove eluacije s

frontom, zbog ¢ega je njegova upotreba suvisna.

Tablica 4. Standardi koriSteni u umjeravanju UPLC sustava sa
pripadajuéim eksperimentalno odredenim vremenima zadrzavanja i
literaturnim vrijednostima CHI.

Broj Spoj tr/min c':thJ tr/min CI-IlitI7'4 tr/min CH;IO'S
STD_1 Teofilin 0.64 17.9 0.63 18.4 0.55 5.0
STD_2 5-Fenil-1H-tetrazol 0.87 42.2 0.64 23.6 0.63 16.0
STD_3 Benzimidazol *NO *NO 0.76 34.3 0.76 30.6
STD_4 Kolhicin 0.91 43.9 0.91 42.0 0.92 43.9
STD_5 8-Fenilteofilin 0.99 51.7 0.97 51.2 0.68 21.5
STD_6 Acetofenon 1.07 64.1 1.07 65.1 1.08 64.1
STD_7 Indol 1.16 72.1 1.16 71.5 1.16 72.1
STD_8 Propiofenon 1.22 77.4 1.22 77.4 1.23 77.4
STD_9 Butirofenon 1.33 87.3 1.34 87.5 1.35 87.3
STD_10 Valerofenon 1.44 96.4 1.44 96.2 1.45 96.4

*NO = nije odredeno
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Slika 12. Bazdarni pravac za umjeravanje UPLC pri pH 2.7 s
pripadajuc¢om jednadzbom i koeficijentima determinacije R2.
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y =94.976x - 39.585
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Slika 13. Bazdarni pravac za umjeravanje UPLC pri pH 7.4 s
pripadajucom jednadzZbom i koeficijentima determinacije R>.

120

100

y =101.16x - 47.808
R%2>0.99

CHIy,  lit.

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
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Slika 14. Bazdarni pravac za umjeravanje UPLC pri pH 10.5 s
pripadajucom jednadzbom i koeficijentima determinacije R>.
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4.3. Eksperimentalne vrijednosti Chrom log DpH 7.4, CHI>.7 i CHI 0.5, te
profili kiselo-baznih svojstava

Upotrebom tehnike tekudinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti
spregnute sa spektrometrijom masa odredena su vremena zadrzavanja za
30 spojeva, koji su na temelju njihovih znacajki podijeljeni u pet skupina:
kiseli, bazi¢ni, neutralni, amfoterni i makrolidni spojevi. Njihova vremena
zadrzavanja su preracunata u CHI vrijednosti koriste¢i jednadzbu
bazdarnog pravca pri pH 2.7, 7.4 i 10.5. Takoder, pri pH 7.4 izracunate su
i Chrom log D vrijednosti uz pomoc jednadzbe (4) (prikazano u tablicama 5
- 9). Nadalje, pomocu CHI vrijednosti pri pH 2.7, 7.4 i 10.5 izradeni su
profili kiselo-baznih svojstava po skupinama spojeva (prikazano na slikama
15-19).
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Tablica 5. Srednje vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti
(CHI) pripH 2.7, 7.4 i 10.5, te Chrom log Dpu 7.4 za skupinu kiselih

spojeva.
CHI (srednja | CHI (srednja CHI (srednja
Naziv spoja vrijednost) pn vrijednost) ST L e vrijednost) pH
2.7 pH 7.4 v 10.5
Acetaminofen 19.5 22.1 -0.10 8.4
Tolbutamid 71.4 39.2 1.36 30.4
Fenobarbital 49.5 46.8 2.01 16.4
Primidon 34.5 36.4 1.12 33.4
Bosentan 85.4 55.4 2.75 46.4
Sulfafenazol 55.4 27.8 0.39 16.4
Klorozoksazon 58.4 58.2 2.99 29.4
Kiseline
100.0
90.0
© 80.0
% 70.0
2 60.0
=
< 50.0
=
2 40.0
:I—;’ 30.0
Y 2.0 I I I
0.0 [l
= o N > = ™ &
& N s o) w @) fe)
& o’\@‘\ St S & & &
N ) X N o & (s}
é‘?‘ ,\O\’ ‘\O Q ) \3?‘ Oqﬂv
© <& oY o
SPOJ

EpH27 EpH74 EpH105

Slika 15. Usporedba CHI>.;, CHI;.4 i CHIio.5 za kiseline.

Spojevi kiselog karaktera imaju najvecu vrijednost CHI pri kiselom pH, dok

se s povecanjem pH CHI vrijednost smanjuje. Ocekivani CHI profil pokazali

su svi testirani kiseli spojevi, uz iznimku primidona.
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Tablica 6. Srednje vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti
(CHI) pripH 2.7, 7.4 i 10.5, te Chrom log Dy 7.4 za skupinu bazicnih

spojeva.
CHI . CHI
- CHI (srednja .
. . (srednja e Chrom log (srednja
PR Sz vrijednost) vrijednost) D pH 7.4 vrijednost)
pH 2.7 P pH 10.5
Lidokain <17.9 81.0 4.94 88.3
Dibukain 37.5 93.4 6.00 >100
Imipramin 36.5 88.6 5.60 >100
Desipramin 35.5 81.0 4.94 >100
1-Aminobenzotriazol 29.5 31.6 0.71 28.4
Baze

CH ISREDNJA VRUEDNOST

100.0

90.0

80.0

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0

20.0

10.0

LIDOKAIN

DIBUKAIN

IMIPRAMIN
SPOI

mpH27 EpH74 EpH10.5

DESIPRAMIN

* * *
0.0 II| I|| I|| II| III

1-AMINOBENZOTRIAZOL

Slika 16. Usporedba CHI> ;, CHI; 4 i CHI 0.5 za baze (*CHI>100).

Suprotno, kod bazi¢nih spojeva je potvrdeno da imaju najveéu CHI

vrijednost pri bazicnom pH, dok se smanjenjem pH smanjuje i njihova CHI

vrijednost.

Jedini

aminobenzotriazol.

spoj Kkoji

nije pokazao ocekivan CHI profil je 1-
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Tablica 7. Srednje vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti
(CHI) pripH 2.7, 7.4 i 10.5, te Chrom log Dyu 7.4 za skupinu neutralnih

spojeva.
CHI (srednja | CHI (srednja Chrom log D (sg-(:\ja
Naziv spoja vrijednost) vrijednost) oH 7.4 vrijednost)
pH 2.7 pH 7.4
pH 10.5
Kumarin 55.4 56.8 2.87 54.4
Resorufin 74.4 74.4 4,37 74.3
3-Cijano-7- 65.4 65.8 3.64 64.4
metoksikumarin
3-Cijano-7- 75.4 76.3 4.54 75.3
etoksikumarin
a-Naftoflavon >100 >100 >6.57 >100
Neutralni
E I *

100.0
90.0
80.0

CHISREDNJA VRIJEDNOST

70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

EpH27 mpH74 mpH10.5

Slika 17. Usporedba CHI> ;, CHI; 4 i CHIi0.5 za neutralne spojeve

(*CHI>100).

Za neutralne spojeve vrijedi da imaju istu CHI vrijednost pri svim pH

vrijednostima pokretne faze, Sto je i dokazano za ispitivani set neutralnih

spojeva.
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Tablica 8. Srednje vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti
(CHI) pripH 2.7, 7.4 i 10.5, te Chrom log Dpu 7.4 za skupinu amfoternih

spojeva.
CHI (srednja CHI (srednja CHI (srednja
Naziv spoja vrijednost) pn | vrijednost) pn ST L) [ vrijednost) pH
2.7 7.4 P 10.5
Topotekan <17.9 36.4 1.12 15.4
Acebutolol 18.5 44.9 1.85 52.4
Feksofenadin 38.5 50.6 2.34 53.4
Atenolol <17.9 24.0 0.06 31.4
Amfoterni
100.0
90.0
80.0
% 70.0
g 60.0
= 500
=
£ 400
:I_Eh 30.0
(&)

20.0

10.0

TOPOTEKAN

ACEBUTOLOL
SPOIJ

mpH27 mpH74 mpH 105

0.0 . . l l

FEKSOFENADIN

ATENOLOL

Slika 18. Usporedba CHI>.;, CHI;4 i CHIio.5s za amfoterne spojeve

(*CHI<17.9).

Za amfoterne spojeve vrijedi da imaju najveci CHI pri pH 7.4. U ispitanom

setu spojeva samo je topotekan hidroklorid pokazao ocekivani CHI profil.
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Tablica 9. Srednje vrijednosti kromatografskog indeksa hidrofobnosti
(CHI) pripH 2.7, 7.4 i 10.5, te Chrom log Dpu 7.4 za skupinu makrolidnih
spojeva.

. CHI CHI
CHI (srednja . .
. . o (srednja Chrom log (srednja
e AR S 2 i Ee e vrijednost) D pH 7.4 vrijednost)
pH 2.7 pH 7.4 pH 10.5
Telitromicin 22.5 70.6 4.05 89.3
Azitromicin 19.5 78.2 4.70 <100
Eritromicin 32.5 70.6 4.05 96.8
Azahomoeritromicin 19.5 72.5 4.21 *NO
Klaritromicin 39.0 85.8 5.35 *NO
Roksitromicin 39.5 87.7 5.51 <100
Josamicin 42.5 98.1 6.41 <100
N'-Desmetil
Azitromicin 19.5 77.2 4.62 97.8
Spiramicin 18.5 79.1 4.78 97.3
Makrolidi
100.0
90.0
% 80.0
o
Z 70.0
2 60.0
=
< 50.0
=
3 400
5 300
5 20.0
10.0 I I
0.0
EC o@‘}“ & & @ @
& & & & & & % & N
S & N < S S N N By
* S
i R
mpH27 EpH7.4 mpH105 SPO)J A

Slika 19. Usporedba CHI>.;, CHI;.4 i CHIi0.5s za makrolide (*CHI>100).

Makrolidni spojevi, koji su slabe baze, pokazali su karakteristican profil
svojstven bazama. Za azahomoeritromicin i klaritromicin nije bilo moguce

odrediti potpuni profil, zbog nemoguénosti odredivanja CHI1o.s.
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4.4. Usporedba eksperimentalno odredenih CHI>.;, Chrom log D74 i
CHI;o.5 vrijednosti s in silico analizama

U tablici 10 navedene su in silico log D27 i log Dios vrijednosti i
eksperimentalno odredene CHI>7; i CHIios, te je na slici 20 prikazana
korelacija. S obzirom na to da su CHI i log D vrijednosti linearno ovisne,
mogu se medusobno usporedivati. Koeficijent determinacije pokazao se
izrazito visokim za korelaciju CHIio.5 i in silico log Dio.s te iznosi 0.91, dok
je za CHIz.7i in silico log D2.7 dobivena nesto niza korelacija (R2=0.83).

Tablica 10. Eksperimentalno odredene CHI vrijednosti pri pH 2.7 i 10.5 i
in silico izracuni log D pri pH 2.7 i 10.5 za ispitivane spojeve.

Naziv spoja CHI>.7 Iogs’_ll)i:; n CHI1io0.5 Iogsgi?;; n
Acetaminofen 19.5 0.38 8.4 -0.30
Tolbutamid 71.4 2.17 30.4 0.17
Fenobarbital 49.5 1.41 16.4 -0.55
Primidon 34.5 0.61 33.4 0.60
Bosentan 85.4 3.45 46.4 1.52
Sulfafenazol 55.4 1.61 16.4 -0.31
Klorozoksazon 58.4 2.37 29.4 0.65
Lidokain 16.5 -0.79 88.3 2.33
Dibukain 37.5 0.29 <100 3.64
Imipramin 36.5 1.55 <100 4.65
Desipramin 35.5 1.12 <100 4.04
1-Aminobenzotriazol 29.5 0.45 28.4 0.55
Kumarin 55.4 1.85 54.4 1.85
Resorufin 74.4 2.52 74.3 2.54
3-Cijano-7-metoksikumarin 65.4 2.12 64.4 2.12
3-Cijano-7-etoksikumarin 75.4 2.41 75.3 2.41
a-Naftoflavon <100 4.39 <100 4.39
Topotekan 16.5 -2.71 15.4 -0.39
Acebutolol 18.5 -1.44 52.4 1.62
Feksofenadin 38.5 1.85 53.4 1.55
Atenolol NA -2.86 31.4 0.20
Telitromicin 22.5 0.32 89.3 4.23
Azitromicin 19.5 -0.81 <100 3.28
Eritromicin 32.5 -0.66 96.8 2.44
Azahomoeritromicin 19.5 -0.97 *NO 2.13
Klaritromicin 39.5 0.02 *NO 3.12
Roksitromicin 39.5 0.45 <100 3.54
Josamicin 42.5 -0.02 <100 3.07
N'-Desmetil Azitromicin 19.5 -1.04 97.8 3.04
Spiramicin 18.5 -2.15 97.3 1.94

*NO = nije odredeno
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Slika 20. Korelacija in silico log D>.7i log Dio.s vrijednosti, te
eksperimentalno odredenih CHI. ;i CHI;o.s.
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U tablici 11 prikazane su in silico log D7.4 vrijednosti i eksperimentalno
odredene CHI;4 vrijednosti prilikom koristenja starije, te nove
kromatografske kolone a korelacija je prikazana na slici 21. Koeficijent
determinacije za Chrom log D74 i in silico log D7.4 je nesto nizi u usporedbi
s podatcima dobivenim pri pH 2.7 i 10.5, te iznosi 0.52 kad se koristila
starija kromatografska kolona. U slucaju koristenja nove kolone, koeficijent
determinacije za Chrom log D7.4i in silico log D7.4 je nesto visi te iznosi 0.61.
Ukoliko se iskljuce podatci za makrolidne spojeve iz analize, tada koeficijenti
determinacije iznose 0.61 u slucaju koristenja stare kolone, odnosno 0.74
za koristenje nove kolone (slika 22).

Tablica 11. Eksperimentalno odredene CHI i Chrom logD vrijednosti pri

PH 7.4 i u slucaju koristenja stare i nove kromatografske kolone i in
silico izracuni log D pri pH 7.4.

Chrom lo .
Naziv spoja C:::::_': liz?o::;“ D7.4 novag Iogs'_ll)i::.; n
kolona
Acetaminofen -0.10 -0.20 0.40
Tolbutamid 1.36 1.94 0.29
Fenobarbital 2.01 2.06 1.19
Primidon 1.12 1.07 0.61
Bosentan 2.75 3.29 1.53
Sulfafenazol 0.39 0.79 1.14
Klorozoksazon 2.99 2.97 2.33
Lidokain 4.94 4.64 1.81
Dibukain 6.00 4.32 1.77
Imipramin 5.60 3.76 2.68
Desipramin 4.94 3.05 1.56
1-Aminobenzotriazol 0.71 0.67 0.55
Kumarin 2.87 2.81 1.85
Resorufin 4.37 4.24 2.54
3-Cijano-7-metoksikumarin 3.64 3.61 2.12
3-Cijano-7-etoksikumarin 4.54 4.48 2.41
a-naftoflavon 6.65 6.54 4.39
Topotekan 1.12 0.83 0.78
Acebutolol 1.85 0.99 -0.40
Feksofenadin 2.34 2.14 2.43
Atenolol 0.06 -0.43 -1.85
Telitromicin 4.05 2.97 3.68
Azitromicin 4.70 2.65 1.36
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Eritromicin 4.05 2.73 1.69
Azahomoeritromicin 4.21 1.90 1.39
Klaritromicin 5.35 3.72 2.37
Roksitromicin 5.51 4.00 2.80
Josamicin 6.41 6.14 2.82
N'-Desmetil Azitromicin 4.62 2.18 0.30
Spiramicin 4.78 3.68 0.46

*NO = nije odredeno
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Slika 21. Korelacija in silico log D;.4 vrijednosti i eksperimentalno
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y=1.1374x+ 1.5284

R?=0.61

log D, ,
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odredenih Chrom log D;.; upotrebom starije (gornja slika) i nove (donja
slika) kromatografske kolone.

44



8,00
y=1.2266x + 1.1054

7,00
R?2=0.61 .-

6,00
5,00 oo
4,00
3,00
280 | e
1,001

o 000 o

Chrom log D, ,
°

-1,00

-2,00

7,00
y=1.1911x+0.8422

6,00 .
R2=0.74 .-

5,00
4,00

3,00 ‘

200 o _.® d

Chrom logD, ,

180 |.®
000
-1,00

-2,00
log D, ,

Slika 22. Korelacija in silico log Dy 4 vrijednosti i eksperimentalno

odredenih Chrom log D;.;s upotrebom starije (gornja slika) i nove (donja

slika) kromatografske kolone, za set spojeva bez makrolida.
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4.5. Preciznost izmedu dva mjerenja CHI vrijednosti pri pH 2.7, 7.4 i
10.5

Preciznost izmedu dva mjerenja CHI vrijednosti pokazala se vrlo uspjeSnom
pri kiselim i baziénim uvjetima, na Sto ukazuju visoke vrijednosti
koeficijenata determinacije: R2chi pr 2.7 > 0.99 (slika 23.a); R2chi pH 10.5 >
0.99 (slika 23.d).

Koeficijent determinacije za fizioloSke uvjete iznosi R?chr pH 7.4=0.80 za
korelaciju izmedu koristenja stare kolone i nove kolone s pretkolonom (slika
23.b); >0.99 za korelaciju izmedu koristenja nove kolone sa pretkolonom i

nove kolone bez pretkolone (slika 23.c).

Korelacija izmedu dva mjerenja kromatografskog indeksa hidrofobnosti (CHI)

a 12000 b 100
100,00 Y= 0,9757x + 1,197 » 00,00 y= 0,759x + 7,5766 .
R*>0.99 - - R*=0.80 ¢
80,00 ™~ 20,00 i
o — tLoe
-~ £0.00 ® 3 ! 60,00 . ® ‘.-"‘-"
D o > 000 0. 8
- N o fﬁ - . o o®
T I ‘.'J. o ,'--"'--I'
= 2000 ¥ o 20,00 -
L]
w:.:: 20,00 40,00 60,00 80,00 0000 120,00 - 0,00 20,00 40,00 50,00 BO00 100,00 120,00
CHL 2.7 (1) CHILy 7.4 (1)
c 1 d 00
150 y=1,0266x +0,2795 120,00 y=1,0138x-0,6173 "
,,,,, - » 2 -
R?>0.99 o R*>0.99 o
™ 80,00 o -~
= '/ 80,00
- ,00 &
= 50,00 o 3
T Y I 50,00 el
—_— = -
T 400 ." Ir ., . T
(@ U 400
2000 ' 20,00 ’
,,,,,,,,,, -
o ¥
0,00 20,00 40,00 60,00 B0.00 10000 120,00 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00 140,00
CHL,, 7.4 (2) CHIL 4 10,5 (1)

Slika 23. Korelacija izmedu dva mjerenja CHI (a) — pri pH 2.7, b) - pri
PH 7.4, korelacija izmedu koristenja stare i nove kolone s pretkolonom,
c) - pri pH 7.4, korelacija izmedu koristenja nove kolone s pretkolonom i
nove kolone bez pretkolone, d) — pri pH 10.5).
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Popis spojeva kojima CHI vrijednosti pokretne faze pH 7.4 odstupaju za vise

od 5 jedinica prikazani su u tablici 12.

Tablica 12. Popis spojeva kojima CHI vrijednosti odstupaju vise od 5
jedinica.

Spoj CHIpH 7.4 CHIpH 7.4 CHIpH 7.4 CHIph 7.4 (1) = CHIpH 7.4

(1)* (2)* (3)* (2)

Tolbutamid 39.3 46.0 46.2 7
Bosentan 55.4 61.7 62.5 6
Dibukain 93.4 73.7 75.9 20
Imipramin 88.6 67.3 70.1 21
Desipramin 81.0 58.9 59.6 22
Acebutolol 44.9 34.9 35.1 10
Telitromicin 70.6 58.0 60.5 13
Azitromicin 79.6 54.3 55.8 25
Eritromicin 68.7 55.2 55.8 13
Azahomoeritromicin 73.0 45.5 44.7 27
Klaritromicin 84.8 66.8 69.2 18
Roksitromicin 87.2 70.0 72.1 17
"\ Desmedl 76.8 48.8 54.3 28
Spiramicin 79.1 66.3 70.6 13

*(1) - stara kolona, *(2) - nova kolona s pretkolonom, *(3) — nova kolona

bez pretkolone

Buduc¢i da su makrolidni spojevi pokazali najveca odstupanja izmedu dva
mjerenja pri uvjetima pokretne faze pH 7.4, napravljena je korelacija bez
ukljuCivanja njihovih rezultata (slike 24 i 25). U tom slucaju, koeficijent
determinacije R? za korelaciju izmedu koriStenja stare i nove kolone s
pretkolonom iznosi 0.89, a za korelaciju izmedu koriStenja nove kolone

pretkolonom i nove kolone bez pretkolone >0.99.
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Slika 24. Korelacija izmedu dva mjerenja CHI,u 7.4, za slucaj iskljucivanja
makrolida iz analize i koriStenja stare i nove kolone sa pretkolonom.
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Slika 25. Korelacija izmedu dva mjerenja CHI,y 7.4, za slucaj iskljucivanja
makrolida iz analize i koriStenja nove kolone s pretkolonom i nove
kolone bez pretkolone.
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5. Rasprava

Razvoj UPLC-MS metode za odredivanje lipofilnosti pri pH 2.7 i 10.5

U ovom radu uspjesno su razvijene dvije UPLC-MS metode za odredivanje
CHI vrijednosti spojeva pri kiselim (pH 2.7) i bazi¢nim (pH 10.5) uvjetima
pokretne faze. UPLC-MS sustav umjeravan je pomocu niza spojeva za
bazdarenje pri pH 7.4, kao za novouvedene metode pri pH 2.7 (slika 10) i
10.5 (slika 11), na Sto ukazuju visoki koeficijenti determinacije (R2>0.99)
pri sve tri ispitivane pH vrijednosti pokretne faze (slike 12-14). Za
umjeravanje pri pH 2.7 i 10.5 svaki standard (tablica 4) je najprije zasebno
analiziran kako bi prilikom svake sljedece analize mjeSavine standardnih
spojeva mogli to¢no odrediti koje se vrijeme zadrzavanja odnosi na koji
standardni spoj, te se u daljnjim analizama za umjeravanje UPLC-MS

sustava koristila iskljuivo smjesa standarda.

Kako bi se dobili podatci o lipofilnosti koji su inter- i intra-laboratorijski
usporedivi, pozeljno je Kkoristiti isti niz spojeva za bazdarenje, Sto
omogucuje standardizaciju kromatografskog postupka. U kromatografskim
metodama odredivanja lipofilnosti vedina spojeva za umjeravanje su
neutralni pa se pri svim pH vrijednostima nalaze u neutralnom obliku i
pokazuju konstantnu CHI vrijednost. Preostali spojevi su osjetljivi na pH
pokretne faze pa je vazno obratiti pozornost na koeficijent determinacije,
R2. Niski R? (<0.99) ukazuje na razlike u kromatografskom sustavu ili
metodi (npr. pH vrijednosti pokretne faze ili gradijentu). Opcenito, CHI
vrijednosti za skupinu spojeva za umjeravanje pokazuju jako dobro inter-
laboratorijsko slaganje pri istom pH, ¢ak i ako su primijenjeni malo drukdiji
uvjeti: razli¢ita dimenzija kolone, veli¢ina Cestica, protok pokretne faze,
temperatura i slicno. Koristenje istog seta spojeva za umjeravanje moze
poboljsati inter-laboratorijsku usporedbu i omogucéuje generiranje velikih
baza podataka. U Glaxo Smith Kline-u vec¢ su izmjerene CHI vrijednosti za
visSe od 500 000 spojeva te je stvoren model za Chrom log D+ 7.4 koji daje
sigurno predvidanje lipofilnosti novosintetiziranih spojeva (20). Kako bi se

osiguralo pouzdano odredivanje lipofilnosti, spojevi koji se ispituju trebaju

49



biti analizirani pod istim kromatografskim uvjetima kao i set spojeva za

umjeravanje.

Nepokretna faza koriStena u ovom radu je kolona reverznog tipa koja sadrzi
silika gel sa vezanim ugljikovodi¢nim lancima zbog stabilnosti u organskim
i vodenim otapalima u pH rasponu od 2.5 do 8. Vrlo visoke (>10) i vrlo
niske (<2) vrijednosti pH pokretne faze cesto se povezuju sa problemima u
stabilnosti kromatografske kolone. U preliminarnoj analizi pri pH vrijednosti
od 10.5 doslo je do zacepljenja kolone zbog ¢ega je pri daljnjim analizama
u bazi¢nim uvjetima pokretne faze koriStena pretkolona. Pretkolona je
znacajno kraca od kromatografske kolone, ali ima ista svojstva i Stiti kolonu
od oStecenja uslijed analiziranja jakih adsorpcijskih spojeva ili proteina u
bioloSkim uzorcima koji mogu zaclepiti kolonu. Na taj nacin se moze

produziti vijek trajanja skupe analiticke kolone (21).

Kiselo-bazna svojstva ispitivanih spojeva

Odredivanjem kiselo baznih svojstava mozemo predvidjeti ponasanje lijeka
u razli¢itim vodenim odjeljcima u organizmu, te odrediti utjecaj na ADME
profil. Mnogi lijekovi su slabe kiseline ili baze pa je samo mala promjena u
pH vrijednosti dovoljna da lijek iz neionizirane forme prijede u ioniziranu i
obrnuto. Neionizirana forma lijeka je topljiva u lipidima pa brze prolazi kroz
fosfolipidni dvosloj membrane, no ima slabiju topljivost. S druge strane,
ionizirana forma ima vrlo nisku topljivost u lipidima i gotovo da ne prolazi
membranu osim u slucaju postojanja aktivhog transporta. Kiselo-bazna
svojstva spojeva najviSe dolaze do izrazaja u gastrointestinalnom traktu
gdje postoji gradijent pH. Lijekovi koji su slabe kiseline, u kiselim uvjetima
u zeludcu (pH~2) bit ¢ée pretezito u neioniziranom obliku, Sto pomaze
njihovoj brzoj apsorpciji iz Zeludca. No topljivost neioniziranog oblika je
znatno manja. U tankom crijevu, gdje se pH kreée oko 6.5-8, prisutan je
vedi udio ioniziranog oblika pa kiseli lijek sporije prolazi kroz membrane. No
zbog velike apsorpcijske povrsine tankog crijeva gotovo sva koli¢ina lijeka
se moze apsorbirati u krvotok. Suprotno, slabe baze su najcesée u

ioniziranom obliku u Zeludcu i gornjem dijelu crijeva, gdje je pH kiseo Sto
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pogoduje dobroj topljivosti. Slaba baza se brze apsorbira iz tankog crijeva
u odnosu na slabu kiselinu, jer se nalazi pretezito u neioniziranom obliku.
Neutralni spojevi postoje samo u neutralnom obliku pa njihova kiselo-bazna
svojstva ne dolaze do izrazaja. Iz toga mozemo zakljuditi da lipofilnost ovisi
o kiselo-baznim svojstvima, odnosno da je neionizirani oblik lijeka lipofilan
i najviSe odreduje prolazak kroz membranu. Spoj je lipofilniji Sto mu je vecdi
udio neioniziranog oblika. Osim na brzinu apsorpcije i prolazak kroz
membranu, kiselo-bazna svojstva imaju veliki utjecaj i na volumen
distribucije, vezanje na proteine plazme, metabolizam, prodiranje lijeka u

mozak i veli¢inu bubreznog odstranjivanja.

Svim skupinama ispitivanih spojeva odredene su CHI vrijednosti pri pH 2.7,
7.4 1 10.5 (tablice 5-9) na temelju cega je moguce odrediti njihova kiselo-
bazna svojstva (slike 15-19). Zadrzavanje ioniziraju¢ih spojeva na
kromatografskoj koloni ovisi o stupnju ionizacije, koji ovisi o pKa spoja i pH
pokretne faze. Kako su za ispitivanja koristeni komercijano dostupni
spojevi, Cija su kiselo-bazna svojstva poznata, moguce je provijeriti kako
kromatografsko odredivanje reflektira stvarni profil. Ocekivana kiselo-
bazna svojstva dobivena su za vecinu ispitivanih spojeva, uz nekoliko

iznimki.

U skupini kiselih spojeva (slika 15), primidon nije pokazao ocekivani profil,
ali njegova pKa vrijednost (12.3) ukazuje da do ionizacije dolazi tek pri
izrazito visokoj pH vrijednosti, te da se ovaj spoj nalazi u neioniziranoj formi
pri sve tri ispitivane pH vrijednosti. To znaci da pri fizioloski relevantnim pH
vrijednostima primidon ne ionizira, te se nalazi u neutralnoj formi, sto je i
pokazano njegovim eksperimentalno odredenim kiselo-baznim profilom.
Nadalje, spojevi acetaminofen (pKa=9.38), fenobarbital (pKa=7.3) i
klorzoksazon (pKa=9.39) pokazali su manju razliku CHI vrijednosti izmedu
pH 2.7 i 7.4, Sto se moze objasniti time da se njihove pKa vrijednosti nalaze
blizu pH 7.4. Zbog premale razlike izmedu pKa spoja i pH pokretne faze od
7.4 (~1), ovi spojevi se nalaze u ravnotezi izmedu ioniziranog i neutralnog

oblika, odnosno obje forme su prisutne. Tek vec¢im pomakom prema kiselom
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i baznom dolazi do potpune ionizacije (pH 10.5), odnosno prelaska u

neionizirani oblik (pH 2.7).

Bazicni spojevi pokazali su oCekivani CHI profil (slika 16), pa tako imaju
najvecu CHI vrijednost pri bazicnom pH gdje se nalaze u neutralnoj formi,
dok se sa smanjenjem pH smanjuje i njihova CHI vrijednost. Jedino 1-
aminobenzotriazol nije pokazao oCekivan CHI profil, a razlog lezi u tome Sto
je njegova pKas vrijednost (2.10) izvan ispitivanog pH raspona, te se spoj pri

svim ispitivanjima nalazio u neutralnoj formi.

Neutralni spojevi imaju konstantan profil, te su njihove CHI jedinice pri svim
ispitivanim pH vrijednostima unutar granica eksperimentalne pogreske
(slika 17).

NajviSa oCekivana CHI vrijednost za amfoterne spojeve je pri pH 7.4, gdje
se oni nalaze u neutralnoj formi. Acebutolol, atenolol i feksofenadin nisu
pokazali ocCekivani profil (slika 18). U sluCaju acebutolola i atenolola je
najvisa CHI vrijednost dobivena pri pH 10.5. Razlog tome je sto je njihova
kisela pKa vrijednost 13.78, odnosno 13.88, Sto je izvan ispitivanog pH
raspona. Feksofenadin je pokazao neocekivano visoku CHI vrijednost pri pH
10.5, gdje bi se prema njegovoj bazi¢noj pKa vrijednosti od 9.49 ocekivalo
da CHI vrijednost pri pH 10.5 bude niZa od one na pH 7.4. Opcenito, kada
se odreduje gradijentno vrijeme zadrzavanja, tada zadrzavanje ovisi i 0
koncentraciji i vrsti organske faze. Prilikom povedanja postotka organske
faze, dolazi do promjena u pH pokretne faze i u pKas vrijednosti spoja. Te
promjene dodatno utjeCu na udio zadrzavanja neutralnih i ionizirajucih
vrsta. Stoga je pH pokretne faze vrlo vazan optimizacijski parametar, koji
se zajedno sa sastavom pokretne faze mora adekvatno mjeriti i kontrolirati
odgovarajuéim puferima (22). Canals i suradnici (23) te Espinosa i suradnici
(24) mijerili su promjene u pH vrijednosti pokretne faze nakon mijesanja
vodenog pufera i organskog modifikatora. Pocetna vrijednost otopine
amonijevog acetata se sa pH 2.6 povecala na 5 kada je koncentracija
acetonitrila dosegla 90%. Kada se otopina amonijevog acetata pocetne pH

vrijednosti 10.5 pomijeSa s acetonitrilom, pH padne na 8.5. Kod fizioloskih
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uvjeta (pH 7.4) vodene otopine amonijevog acetata, pH je ostao relativho
konstantan kako se koncentracija acetonitrila povecavala. Medutim, cak i
pri pH 7.4 ne mozemo zanemariti u¢inak koncentracije acetonitrila na pKa
spoja, jer ¢e promjena u pKa utjecati na udio molekula u ioniziranom obliku
bez obzira na konstantni pH. Te promjene pH vrijednosti utjeCu na nasu
interpretaciju pokazatelja lipofilnosti CHI u smislu njegove povezanosti s
neioniziranim oblikom spoja. Na primjer, za bazi¢ni spoj s pKa=9, moze se
pretpostaviti da ¢e vrijednosti CHI dobivene s pocetnom pH vrijednosti
pokretne faze od 10.5 proizvesti CHI vrijednosti neioniziranog oblika. No
kako povecavamo koncentraciju acetonitrila, pH ¢e se smanjivati ¢ime se
potiCe ionizacija spoja. Kao kompenzacija, vrijednosti pKa bazi¢nih spojeva
smanjuju se s porastom koncentracije acetonitrila. Ovo moze biti razlog
neocekivano visoke CHI vrijednosti pri pH 10.5 za feksofenadin, gdje je
doSlo do pomaka njegove pKa vrijednosti. Slican efekt dogada se kod
upotrebe kisele pokretne faze, gdje pH raste s porastom koncentracije
acetonitrila kao i pKa vrijednost spoja. Promjena pH uzrokovana
povecanjem koncentracije acetonitrila prilicno se razlikuje za razne vrste
pufera. Tako se pH fosfatnog pufera pri pH 6.8 povecava na 8 kada se
koncentracija acetonitrila poveca na 50%. Zato je nuzna primjena
prikladnog pufera da bi se izbjegla znacajna promjena pH vrijednosti
neutralne pokretne faze prilikom povecanja koncentracije acetonitrila (18).
U ovom radu je koristen amonijev acetat kao pufer, jer fosfatni pufer nije
adekvatan za spregu sa spektrometrom masa, koji je nuzan za odredivanje
vremena zadrzavanja za spojeve koji nisu UV/VIS aktivni. Medutim, unatoc
ovakvom utjecaju povecanja koncentracije acetonitrila na dobivene CHI
vrijednosti ispitivanih spojeva, upotrebom ekstremnih pH vrijednosti
pokretne faze od 2.7 i 10.5 minimizira se ovaj efekt, te je moguce dobiti

ispravan kiselo-bazni profil za vecinu ispitivanih spojeva.

Makrolidni spojevi su slabe baze s jednim ili viSe centara moguce ionizacije.
Njihove pKa vrijednost/i su bliske fizioloSkom pH, te je odredivanje njihovih

CHI vrijednosti izazovan zadatak. Unato¢ tome, pri analizama makrolidnih
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spojeva bez iznimke je dobiven ocekivan kiselo-bazni profil (slika 19)

svojstven slabim bazama.

Usporedbe eksperimentalno odredenih CHI i Chrom log D vrijednosti s in

silico izracunima

In silico podatci mogu se usporedivati s eksperimentalnim log D
vrijednostima jer je njihov odnos linearan. Modeli za predvidanje lipofilnosti
smatraju se visoko pouzdanim za spojeve molekulske mase manje od 500,
a na to ukazuju i visoki koeficijenti determinacije za kisele (R2=0.83) i
bazi¢ne uvjete (R?=0.91), dobiveni u ovom radu (tablica 10 i slika 20). Za
fizioloSke uvjete (pH 7.4), koeficijent determinacije dobiven korelacijom in
silico log D7.4 vrijednosti i eksperimentalno odredene CHI7.4 vrijednosti
pokazao se manjim (R?=0.52, slika 21) nego za kisele i bazi¢ne uvjete
pokretne faze. Isklju¢ivanjem makrolidnih spojeva iz analize povecan je i
koeficijent determinacije (R?=0.61) izmedu in silico log D74 i
eksperimentalno odredenih vrijednosti CHIz4 (slika 22). Zbog njihove
molekulske mase, te posjedovanja viSe ionizacijskih centara, makrolidi
Cesto nisu ukljuCeni u setove za stvaranje jednostavnih pravila ili za
stvaranje raznih modela za ADME profiliranje, koji su dobiveni izracunatim
strukturnim i fizikalno-kemijskim svojstvima (25). Racunalni programi
razvijeni su koristeéi mjerene podatke i trening setova, a temelje razlaganju
spoja na fragmente te zbrajanju atomskih doprinosa za odredeno svojstvo.
Kod manjih i planarnih molekula se stoga mogu dobiti dobre korelacije, dok
su kod slozenijih trodimenzionalnih strukura poput makrolida uglavnom
slabije. Tako je bilo i za oCekivati da se in silico podatci za makrolide nece
visoko poklapati sa eksperimentalno odredenim vrijednostima. Nadalje, sve
viSe truda ulaze se u razvijanje 3D modela za predvidanje lipofilnosti

kompleksnih 3D struktura, kao Sto su makrolidi (26).
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Preciznost izmedu dva mjerenja CHI vrijednosti

Kako bi se ispitala preciznost odredivanja CHI vrijednosti, ispitivani spojevi
su analizirani u nekoliko navrata pri sva tri ispitivana pH. Najbolja preciznost
izmedu dva CHI mjerenja pokazala se za kisele i bazi¢ne uvjete pokretne
faze (slika 23.a i 23.d). Pri bazi¢nim uvjetima, oba mjerenja provedena su
uporabom nove kolone i pretkolone. Za mjerenja pri kiselom i fizioloSkom
pH prva mjerenja provedena su uporabom starije kolone zajedno sa
filterom. Ponavljanja su provedena na novoj koloni, zajedno sa
pretkolonom. Kod fizioloSkog pH dobivena je nesto niza preciznost, pa se
mjerenje ponovilo bez pretkolone kako bi ustanovili je |i to razlog
odstupanja. Rezultati su ponovno bili isti, odnosno 14 spojeva je odstupalo
od prvog mjerenja (imali su razliku u CHI vrijednosti koja je veca od 5
jedinica, prikazano u tablici 12). Usporedba rezultata izmedu mjerenja s
novom kolonom i pretkolonom te s novom kolonom bez pretkolone,
pokazala je da su rezultati visoko ponovljivi (nije prikazano). Iz toga se
moze zakljuciti da je starost kolone glavni faktor koji je imao utjecaj na
vrijeme zadrzavanja, ali ne i za sve spojeve, ve¢ za samo one koji su

osjetljivi na takve promjene.

Kao i kod korelacije in silico i izmjerenih vrijednosti CHI7 4, kada su makrolidi
bili iskljuceni iz analize korelacije izmedu dva mjerenja CHI;.4, dobivena je
veca preciznost (slike 24 i 25), iz Cega se moze zakljuciti da su makrolidni

spojevi osjetljiviji na starenja kolone od malih molekula.

Razlozi promjena u vremenima zadrzavanja spojeva pri upotrebi starije i
nove kromatografske kolone se moze objasniti promjenama na nepokretnoj
fazi do kojih dolazi starenjem kolone. U obrnuto-faznoj tekucinskoj
kromatografiji slobodne silanolne skupine na koje nisu vezani ugljikovodicni
C18 lanci mogu predstavljati problem pri pH vrijednostima visim od 5.
Naime, na povrsini silika gela prisutne su i slobodne silanolne skupine zato
jer se zbog sterickih smetnji ne mogu na svaku vezati ugljikovodi¢ni lanci.
Posto su silanolne skupine kiselog karaktera te se pretezito nalaze u

nabijenom negativhom stanju pri viSem pH (27), mogu nastati sekundarne
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ionske interakcije sa pozitivho nabijenim bazi¢nim spojevima. Time se
povecava njihovo vrijeme zadrzavanja te se otezano eluiraju s kolone, a na
kromatogramu uocavamo Siroke i asimetricne pikove, sto je i bio slucaj u
ovom eksperimentu za neke spojeve pri pH 7.4 i pH 10.5. Na trzistu danas
postoje mnoge varijante nepokretnih faza kod kojih su slobodne silanolne
skupine deaktivirane na razne nacine. Neki od njih su enkapsuliranje
povrsine polimernom fazom, gusée vezivanje alkilnih lanaca ili homogena
distribucija silanolnih skupina (28,29). Kao dodatak pokretnoj fazi mogu se
koristiti trietilamin ili trifluoroctena kiselina, koji imaju veci afinitet za
vezanje na ionizirane silanolne skupine ¢ime se onemogudéuje vezanje
bazi¢nih spojeva. No potrebno je naglasiti kako slobodne silanolne grupe
mogu imati i pozitivan ucinak kada ugljikovodicni lanci ne pruzaju dovoljnu
selektivhost razdvajanja. Pritom silanolne grupe doprinose polarnom efektu
te mogu stvarati interakcije sa polarnim funkcionalnim grupama analita
(30). Takoder, dodatak modifikatora u pokretnu fazu, slicno kao gore
opisana mogucnost koristenja druge kromatografske kolone, bi mogla
utjecati na selektivhost standarda za umjeravanje UPLC sustava, ali i
vremena zadrzavanja ispitivanih spojeva, Sto treba ispitati prije uvodenja

ovakve promjene.
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6. Zakljucak

U ovom radu uspjesno su razvijene dvije RP-UPLC/MS metode za
odredivanje CHI vrijednosti spojeva pri kiselim (pH 2.7) i bazi¢nim
(pH 10.5) uvjetima pokretne faze, pri cemu je koristen odabrani niz
spojeva za umjeravanje te je dobiven visoki koeficijent determinacije
(R?2>0.99).

Svim skupinama ispitivanih spojeva odredene su CHI vrijednosti pri
pH 2.7, 7.4 i 10.5 te su za vecinu spojeva potvrdena njihova kiselo-
bazna svojstva uz nekoliko odstupanja. Za vecinu kiselina potvrdena
je najveca CHI vrijednost pri kiselom pH, za baze pri bazicnom pH te
za neutralne spojeve je dobiven konstantan profil. Kod amfoternih
spojeva potvrden je najvedi CHI pri neutralnom pH za jedan od cCetiri
spoja, dok su makrolidni spojevi, kao slabe baze, pokazali
karakteristi¢an profil svojstven bazama.

Usporedbom eksperimentalno odredene CHI vrijednosti sa in silico log
D vrijednostima, pri istim uvjetima, dobiveni su visoki koeficijenti
determinacije za kisele i bazicne uvjete dok je koeficijent
determinacije pri fizioloSkim uvjetima (pH 7.4) bio znacajno nizi.
Isklju¢ivanjem seta makrolidnih spojeva, dobivena je nesto bolja
korelacija. Buduci da su prediktivni modeli Cesto radeni na bazi
podataka malih molekula, za olekivati su i veca odstupanja za takve
molekule.

Preciznost izmedu dva mjerenja CHI vrijednosti pokazala se vrlo
uspjesnom pri kiselim (R2cHipH2.7>0.99), bazi¢nim (R2chipH 10.5>0.99) i

fizioloskim uvjetima (s novom kolonom, R? chi pH 7.4>0.99).
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