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SAZETAK

Makrocikli¢cki spojevi pruzaju moguénost moduliranja kompleksnih meta, a da pritom
zadrzavaju dobra farmakokineticka svojstva. Lipofilnost se smatra jednim od najvaznijih
fizikalno-kemijskih svojstava te je izuzetno vazno u ranim faza istrazivanja imati pouzdanu
metodu za lipofilno profiliranje novih makrociklickih spojeva. U okviru ove doktorske
disertacije istrazena je primjenjivost literaturne CHI metode koja koristi tekucinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti za odredivanje lipofilnosti makrocikala. Analizirana je
pocetna skupina makrociklickih spojeva pri ¢emu je utvrdeno da je ova metoda manje
precizna pri analizama makrocikala u usporedbi s malim molekulama zbog Sirenja i

asimetri¢nosti kromatografskih pikova.

Proucavanjem utjecaja promjena eksperimentalnih kromatografskih uvjeta na vremena
zadrzavanja makrocikala, nadeno je da temperatura kromatografske kolone, brzina
primjerenog gradijentnog programa te protok pokretne faze nemaju znacajan utjecaj na
relativne odnose u vremenima zadrzavanja makrociklickih spojeva. Promjena
kromatografske kolone unutar iste USP klasifikacije ne utjeCe na relativni odnos vremena
zadrzavanja istrazivanih spojeva, ali poboljSava ucinkovitost analiza. Znacajan utjecaj na
analize makrociklickih spojeva primije¢en je smanjenjem koncentracije amonijevog acetata
koristenog kao vodeni dio pokretne faze, kao i zamjena amonijevog acetata s amonijevim
hidrogenkarbonatom. Takoder, upotreba metanola umjesto acetonitrila kao organskog
otapala u pokretnoj fazi, znacajno mijenja relativni odnos vremena zadrZavanja

istrazivanih spojeva.

Na temelju slaganja pokazatelja lipofilnosti dobivenih primjenom istrazivanih
kromatografskih uvjeta s vrijednostima dobivenim metodom izmuckivanja upotrebom
CAMDIS metode, odabrani su najprikladniji kromatografski uvjeti za lipofilno profiliranje
spojeva iz klase makrocikala. Vrijednosti lipofilnosti dobivene metodom izmuckivanja za
proSirenu skupinu makrociklickih spojeva usporedene su s onima dobivenima CHI
metodom, optimiranom metodom i in silico izracunatim vrijednostima. Najbolja korelacija
dobivena je izmedu vrijednosti dobivenih metodom izmuckivanja i metodom za lipofilno

profiliranje makrociklickih spojeva razvijenom u ovom radu.

Kljuéne rijeci: lipofilnost, makrociklicki spojevi, tekucinska kromatografija visoke

djelotvornosti
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SUMMARY

Macrocyclic compounds give the opportunity to modulate difficult targets while maintaining
good pharmacokinetic properties. Lipophilicity is considered to be one of the most
important physio-chemical properties so it is of utmost importance to have a reliable and
precise method for lipophilic profiling of new macrocyclic compounds in the early phases
of drug discovery process. In this dissertation, the applicability of the literature CHI method
that uses high-performance liquid chromatography for lipophilicity determination was
investigated. An initial set of macrocyclic compounds was analyzed and it was discovered
that the method is less precise for macrocyclic lipophilicity determination due to

chromatographic peak broadening and severe tailing.

Investigation of the influence of experimental chromatographic changes showed that the
chromatographic column temperature, gradient speed and mobile phase flow rate do not
influence the relative relationships between retention times of the macrocyclic compounds.
The use of a different chromatographic column from the same USP classification does not
change the relative rations between the retention times of analytes but results in enhanced
efficiency of analyses. Significant influence on the analyses was observed when the
concentration of ammonium acetate used as the aqueous part of the mobile phase was
decreased, but also when it was replaced with ammonium hydrogencarbonate. Also,
switching from acetonitrile to methanol as the organic part of the mobile phase resulted in

different elution order of macrocyclic compounds.

Based on the correlation of lipophilicity parameters obtained with investigated
chromatographic conditions with the values obtained with the shake-flask method, the
most suitable chromatographic conditions for lipophilic profiling of macrocycles were
selected. The lipophilicity values obtained with the shake-flask method were compared with
the values obtained with the CHI method, the optimized method as well as in silico
calculated lipophilicity. The best correlation was obtained between the shake-flask method

and the chromatographic method developed in this thesis.

Keywords: lipophilicity, macrocyclic compounds, high-performance liquid

chromatography
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Istrazivanje i razvoj novog lijeka je dugotrajan, sloZzen i skup proces s visokom
mogucnosSc¢u neuspjeha. Procjenjuje se da traje izmedu 10 i 15 godina te da se pritom
potrosi i do 2,8 milijardi americkih dolara (1,2). Poznavanje fizikalno-kemijskih
svojstava kemijskih spojeva koji se razvijaju kao novi potencijalni lijekovi izuzetno je
vazno jer se na temelju njih radi rani probir molekula za daljnje profiliranje i razvoj (3)
¢ime se povecava vjerojatnost za njihov uspjeh u kasnijim fazama istrazivanja. Pritom
je lipofilnost odavno prepoznata kao jedno od najvaznijih fizikalno-kemijskih svojstava
u istrazivanju lijekova jer izravno utjeCe na sve procese apsorpcije, distribucije,
metabolizma i izluCivanja (engl. absorption, distribution, metabolism, and excretion,
ADME), kao i na farmakokineticka svojstva te toksi¢nost potencijalnog novog lijeka (4-
6). Prijenos lijeka kroz bioloSku membranu kao i njegova bioloSka aktivnost prema
farmakoloskoj meti su u direktnoj vezi s lipofilnos¢u lijeka (7,8). O lipofilnosti ovise
topljivost, vezanje lijeka na proteine plazme kao i njegova toksi¢nost (9). Oralna
bioraspolozivost je takoder povezana s lipofilnoscu lijeka (10). Zbog znacajnog utjecaja
na mnoge vazne parametre u istrazivanju novih lijekova, lipofilnost je vazno odrediti u
ranijim fazama istrazivanja kako bi se dovoljno rano napravio optimalan farmaceutski

probir spojeva koji imaju najvecu vjerojatnost za uspjesan daljnji razvoj.

Kromatografske metode koriste se za odredivanje lipofilnosti od 80-ih godina proslog
stolje¢a (11). Istrazivanja su pokazala da je kromatografska tehnika dobar model za
interakcije do kojih dolazi u bioloskim sustavima te se moze koristiti za predvidanje
bioloskih procesa (12). Kromatografske metode za odradivanje lipofilnosti kao
alternativa klasi¢cnoj metodi izmuckivanja istaknule su se zbog mogucénosti
automatizacije, veceg broja uzoraka koji se mogu profilirati u kratkom vremenskom
razdoblju te jednostavnosti pripreme uzoraka (13,14). Pritom se najcesSce koriste
metode tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti u sustavu obrnutih faza (engl.
reversed-phase high-performance liquid chromatography, RP-HPLC) (15,16) pa je tako
Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj (engl. Organization for Economic Cooperation
and Development, OECD) propisala standardnu proceduru za mjerenje lipofilnosti
upotrebom RP-HPLC tehnike (17).

Makrocikli¢ki spojevi privliace velik interes farmaceutske industrije zbog sposobnosti
moduliranja kompleksnih farmakoloskih meta (18). Njihova veli¢ina i strukturna
kompleksnost su glavne karakteristike koje ih razlikuju od malih molekula, a unato¢
tome posjeduju povoljna fizikalno-kemijska, ADME i farmakokineticka svojstva kao sto
su dobra topljivost, optimalna lipofilnost, visoka metabolicka stabilnost i povoljna
bioraspolozivost (19). Ipak, rije¢ je o premalo istrazenoj i nedovoljno iskoristenoj klasi
molekula unutar koje lezi veliki potencijal za razvoj novih lijekova u razlicitim
terapeutskim podrucéjima (20). Zbog trodimenzionalne kompleksnosti makrociklickih

spojeva predvidanje fizikalno-kemijskih svojstava racunalnim metodama je prilicno
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izazovno (21) stoga je eksperimentalno odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava

makrociklickih spojeva vrlo vazno veé u ranim fazama istrazivanja.

Kromatografsko odredivanje lipofilnosti spojeva iz klase makrocikala u literaturi
uglavnom se temelji na primjeni metode koja je razvijena za lipofilno profiliranje malih
molekula, a kojom se kao mjera lipofilnosti odreduje kromatografski indeks
hidrofobnosti (engl. chromatographic hydrophobicity index, CHI) (22). Do sada u
literaturi nije pronadeno istrazivanje koje na sustavan nacin istrazuje pouzdanost i

promjenjivost CHI metode za odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva.



2. LITERATURNI PREGLED






Glavni cilj razvoja novog lijeka je pronaci ucinkovitu i sigurnu molekulu koja mijenja tijek
bolesti za koju je namijenjena. Kako bi se novi kemijski entitet razvio u novi lijek, mora
ispunjavati niz uvjeta. Prvenstveno, mora imati bioloSku aktivnost prema farmakoloskoj
meti, odnosno imati povoljan farmakodinamicki odgovor. Iako najvazniji, to je tek prvi
zahtjev koji novi potencijalni lijek mora zadovoljiti. Uz visok afinitet prema odgovarajucoj
farmakoloskoj meti, ispitivana molekula mora biti neSkodljiva i sigurna, ali i posjedovati

niz povoljnih fizikalno-kemijskih i farmakokinetickih karakteristika (23,24).

Djelovanje lijeka u organizmu uvjetovano je brojnim kemijskim i bioloSkim procesima od
kojih je najvazniji njegovo vezanje na receptor odnosno farmakolosku metu. Medutim,
farmakokineticki procesi koji se odvijaju u organizmu su jednako vazni kao i
farmakodinamicki odgovor. Tako se lijek najprije mora otopiti u tjelesnim teku¢inama, ¢ime
postaje dostupan za prolazak kroz bioloSke membrane. Nakon toga dospijeva u krv gdje
se veze za proteine krvne plazme i tim putem prenosi do mjesta djelovanja, gdje dolazi
do, najcesce reverzibilnog, vezanja na farmakolosku metu. Nakon Sto se lijek otpusti
natrag u krvotok, slijede procesi metabolizma i izlu¢ivanja iz tijela. Usporedno s ovim
procesima, lijek se, osim u krvotok, u odredenoj mijeri distribuira i u tkiva. Takoder,
prilikom interakcije s metabolickim enzima moze dodi do lijek-lijek interakcija kao i do
nespecifi¢nih vezanja na druge receptore prisutne u organizmu te posljedi¢no i do toksicnih
efekata (25,26). Sva navedena ADME svojstva kao i toksi¢nost direktno ovise o fizikalno-

kemijskim svojstvima novog kemijskog entiteta (27,28).

U proslosti je razvoj novih lijekova bio usmjeren na postizanje Sto bolje farmakoloske
aktivnosti, dok se u ranijim fazama istrazivanja potpuno zanemarivao farmakokineticki
profil. Upravo su losSa farmakokineti¢ka svojstva bila glavni razlog zasto je tijekom 90-tih
godina proslog stoljeca razvoj oko 40 % novih lijekova zaustavljen u klinickim fazama
istrazivanja (29). Kako bi se povecala vjerojatnost za uspjeh buduceg lijeka, od klju¢ne je
vaznosti usporedno s poboljSavanjem aktivnosti molekule optimizirati i njezina fizikalno-
kemijska i farmakokineticka svojstva. Fizikalno-kemijska svojstva koja su vazna u ranijim
fazama istrazivanja novih kemijskih entiteta su lipofilnost, topljivost, stabilnost, konstanta
ionizacije te integritet spoja (30,31). Lipofilnost je specificno svojstvo jer je jedino o kojem
ovise druga fizikalno-kemijska svojstva, ali i farmakodinamicke odnosno farmakokineticke

karakteristike molekula.

2.1. Lipofilnost

Lipofilnost se definira kao afinitet molekule ili dijela molekule prema lipidnom okruzenju.
Eksperimentalno se odreduje kao raspodjela spoja u sustavu dviju faza koje se ne mijesaju
(32). Iako se pojmovi lipofilnosti i hidrofobnosti ¢esto koriste kao sinonimi, treba naglasiti

kako postoji bitna razlika. Lipofilnost proizlazi iz svojstva spoja, odnosno njegove
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tendencije prema lipidnom okruzenju, dok je hidrofobnost Siri pojam koji ukljucuje zbroj
lipofilnosti i polarnosti molekule (33). Smatra se da je upravo hidrofobnost odgovorna za
farmakodinamicka i farmakokineticka svojstva koja posjeduje lijek (34). Medutim,
lipofilnost je fizikalno kemijsko svojstvo koje je moguce eksperimentalno odrediti, a kako
je u direktnoj vezi s hidrofobnosc¢u, koristi se za probir molekula u istrazivanju novih
lijekova.

Vrijednost lipofilnosti izrazava se kao koeficijent raspodjele (engl. partition coefficient, P)
u sustavu organske i vodene faze te predstavlja raspodjelu molekulske vrste u
neioniziranom obliku (23,35). Medutim, velina molekula s kojima se susrecemo u
istrazivanju lijekova su spojevi s jednim ili viSe mjesta moguce ionizacije. Stoga je uveden
pojam koeficijenta distribucije (engl. distribution coefficient, D) koji opisuje raspodjelu

neioniziranog, ali i svih ioniziranih vrsta pri odredenoj pH vrijednosti (23) (Slika 2.1).

SpOj H+organska faza < > SpOJ Oorganska faza

\ T T J
vl v h
Spoj H*vodena faza — Spoj Ovodena faza

Slika 2.1 Shema raspodjele spoja izmedu organske i vodene faze.

Uvrijezeno je da se lipofilnost izrazava preko logaritamskih vrijednosti pa se tako
logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele definira kao omjer koncentracije neutralnog

spoja u organskoj i vodenoj fazi u ravnoteznom stanju (Jednadzba 2.1).

;0
C (SpO] organsko otapalo)
i0
¢ (Sp0] vodena faza)

log P = log

Jednadzba 2.1 Logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele.
gdje je:
e P - koeficijent raspodjele;

e ¢ - koncentracija spoja.

S druge strane, koeficijent distribucije izraZzava se na isti nacin kao i koeficijent raspodjele,
ali uzima u obzir sve moguce ionizirane oblike spoja i njihovu raspodjelu u ravnoteznom

stanju pri odredenoj pH vrijednosti (Jednadzba 2.2).



.0 . +
¢ (Sp0] organsko otapalo) tc (SpO] H organsko otapalo)

¢ (Spojovodena faza) tc (SpOj H+vodena faza)

log D = log

Jednadzba 2.2 Logaritamska vrijednost koeficijenta distribucije.
gdje je:
e D - koeficijent distribucije;

e C - koncentracija spoja.

Udio neionizirane i ionizirane vrste ovisi o pH vrijednosti puferske otopine koja se koristi te
o konstanti ionizacije kiselih odnosno bazi¢nih skupina spoja. Tako ¢e pri niskim pH
vrijednostima kiseli spojevi biti dominantno u neutralnom obliku te ¢e se poveéanjem pH
vrijednosti povecavati udio ionizirane forme. Zato ¢e raspodjela u organsku fazu, a samim
time i log D vrijednost kiselih spojeva, biti najviSa pri niskim pH vrijednostima. S druge
strane, spojevi s bazi¢nim funkcionalnim skupinama najvecéu raspodjelu u organsku fazu,
a posljedi¢no i log D vrijednost, imat ¢e pri visokim pH vrijednostima vodene faze, dok ¢e
snizavanjem pH vrijednosti spoj postepeno prelaziti u ioniziranu formu ¢ime dolazi do pada
njegove log D vrijednosti. Kod neutralnih molekula koje nemaju mogucénost ionizacije, log

D i log P vrijednosti su jednake i nepromjenjive bez obzira na pH vrijednost vodene faze.

Kako mnogi lijekovi i novi kemijski entiteti koji se razvijaju kao potencijalni novi lijekovi
imaju funkcionalne skupine koje mogu ionizirati (36), prije odredivanja lipofilnosti treba
definirati pokazatelj koji je relevantan za potrebe projekta i specificnu upotrebu. Pritom se
odabire izmedu odredivanja particijskog koeficijenta raspodjele log P ili koeficijenta
distribucije log D pri odredenoj pH vrijednosti, ovisno o tome je li relevantna raspodjela
neutralne formule spoja ili je pak vazno promotriti distribuciju svih prisutnih oblika spoja
pri odredenoj pH vrijednosti. Velika vecina projekata za razvoj novih lijekova kao
relevantnu mjeru lipofilnosti upotrebljava koeficijent distribucije log D pri fizioloskoj pH

vrijednosti od 7,40.

2.2. Vaznost lipofilnosti u istrazivanju lijekova

Lipofilnost je odavno prepoznata kao jedno od najvaznijih fizikalno-kemijskih svojstava u
istrazivanju novih lijekova. Jedan od razloga je Cinjenica da lipofilnost molekule izravno
utjeCe na njezina farmakodinamicka svojstva, odnosno na vezanje spoja na farmakolosku
metu (4,7). Poznavanje vrijednosti lipofilnosti doprinosi razumijevanju interakcija izmedu
liganda i mete jer aktivha mjesta mete Cesto sadrze hidrofobna vezna podrucja koja imaju
mogucnost stvaranja intermolekulskih interakcija s ligandom Sto doprinosi visoj aktivnosti

(37). Stoga je lipofilnost jedan od glavnih svojstava koje se koristi pri studijama



kvantitativhog odnosa strukture i aktivnosti spoja (engl. quantitative structure-activity
relationship, QSAR).

Poznato je da lipofilnost utjeCe na druga fizikalno-kemijska svojstva molekule pa se tako
topljivost spoja moze direktno izracunati uzimajuci u obzir njegovu tocku talista i log P
vrijednost (5). NajceSc¢e su spojevi s nizom log P vrijednoS¢u dobro topljivi u vodenom

mediju, dok oni s vis§im vrijednostima imaju nisku topljivost.

Lipofilnost je fizikalno-kemijsko svojstvo koje direktno utjeCe na sve ADME procese, a
povezana je i s toksi¢noscu potencijalnog buduceg lijeka (5,23). Apsorpcija spoja u
gastrointestinalnom traktu ovisi o njegovoj permeabilnosti, koja je zbroj pasivne difuzije,
medustanicnog prolaska te aktivnog prijenosa spoja (23). Pasivna difuzija ovisi o
lipofilnosti i moze se rasclaniti na dva procesa. Prvi je ulazak spoja u lipidnu membranu, a
drugi izlazak iz membrane u vodeni unutarstanicni okolis (8). Korak koji odreduje
permeabilnost za hidrofilne spojeve je ulazak u membranu, dok je u slucaju lipofilnih
spojeva izlazak iz membrane ograni¢avajuci ¢imbenik ukupne permeabilnosti (38). Zato je
pri razvoju novih lijekova vazno odrzati lipofilnost u optimalnom podrucju kako bi
permeabilnost spoja bila zadovoljavaju¢a. U ovom kontekstu nije povoljna ni previsoka
lipofilnost, jer spojevi visoke lipofilnosti imaju poveéan rizik vezanja za prijenosnike u
membranama (engl. efflux pumps), kao sto je P-glikoprotein (engl. P-glycoprotein, P-gp)
(5). Vezanje na P-gp moze smanjiti ukupni prolazak spoja kroz membranu. Nadalje,
lipofilnost je vazan ¢imbenik u distribuciji lijeka u organizmu. Zadrzavanje spoja u tkivima,
izrazeno preko njegovog volumena distribucije, najceSée je visoko za spojeve s viSom
vrijednosti lipofilnosti (5,39). Uz to, visa lipofilnost pogoduje i ve¢em udjelu spoja vezanog
na proteine plazme (40,41) sto rezultira nizom slobodnom frakcijom spoja koja je dostupna
za vezanje na farmakoloSku metu. Male molekule najlakse prolaze kroz krvno-mozdanu
barijeru, a vjerojatnost prolaska se povecava s povecanjem lipofilnosti spoja (42). Nadalje,
spojevi s viSim vrijednostima lipofilnosti su podlozniji biotransformaciji jer pokazuju
povecan afinitet prema aktivnim mjestima metabolickih enzima. Iz istog razloga takvi
spojevi imaju vecu vjerojatnost za nezeljene lijek-lijek interakcije (43). Spojevi s viSim
vrijednostima lipofilnosti ¢eS¢e se vezu na razliCite receptore prisutne u organizmu, Sto

povecava njihovu neselektivnost, a time i mogucu toksi¢nost (44,45).

Ovisno o log D vrijednosti pri pH 7,40, odnosno log D7,40, molekule se mogu podijeliti u
Cetiri skupine s tipi¢nim fizikalno-kemijskim i farmakokinetickim svojstvima, kako je
prikazano u Tablica 2.1. (23,46-48).
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Tablica 2.1 Ovisnost fizikalno-kemijskih i farmakokinetickih svojstava o log D740 vrijednosti

spoja.
log D7,40
<1 1do3 3do5 >5
Topljivost Visoka Umjerena Niska Niska
Visok
Niska (pasivni |sg a (uz
rijenos); moguda visoku
Permeabilnost P % . Umjerena Visoka mogucnost
medustanicna difuzija sadr¥avania u
kad je My® < 200 Da® )
membranama)
Prolazak kroz
krvno-mozdanu Nizak Umjeren Visok Visok
barijeru
Meta_bollcka Visoka Visoka Um]e_rena do Niska
stabilnost niska
V_olul_nen" Nizak Umjeren Visok Visok (pqsebno
distribucije za amine)
O_ralna v, Niska Dobra .Um]erer?f'a d.o N.'.Ska.;
bioraspolozivost niska; varijabilna varijabilna
Umjereno, . )
y Visoko, Visoko,
. . Visoko, putem metabolickim 1S0K0 pgtgm 1S0KO p.%t?m
Izlucdivanje . s metabolickih metabolickih
bubrega putevima i/ili putem
puteva puteva
bubrega
Toksiénost Niska Niska Potencijaino Visoka
visoka

@Da - Dalton
b Mw —molekulska masa (engl. molecular weight)

Promatrajuci farmakokineti¢ke profile ovisno o log D7,40 vrijednostima spojeva prikazane u
Tablica 2.1, moze se zakljuciti da optimalno podrucje lipofilnosti za potencijalni bududi lijek
pripada log D740 vrijednostima izmedu 0 i 3. Ovakvi spojevi naj¢eS¢e imaju optimalne
karakteristike u smislu dobre topljivosti i permeabilnosti te visoke metabolicke stabilnosti,
a posljedi¢no imaju i dobru bioraspolozivost. Takoder, Cesto su umjereno distribuirani u
tkivima te imaju moguénost prelaska krvno mozdane barijere. Uz to, zbog umjerene
lipofilnosti nemaju nespecifican afinitet za vezanje na Siroku lepezu razliCitih receptora pa

je time smanjen rizik za toksi¢nost.

U posebnim slucajevima moguéa su odstupanja od farmakokinetickin parametara

oCekivanih na temelju log D740 vrijednosti spoja. Tako se ocekivane vrijednosti
permeabilnosti ili prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru mogu promijeniti ovisno o tome
je li molekula koja se istrazuje pogodan supstrat za aktivni prijenos (49) ili inhibiciju P-gp-
a (50). Dakle, lipofilnost, odnosno log D740, moze dati uvid u kategorizaciju istrazivanog
spoja, ali za racionalni dizajn novih kemijskih entiteta svakako treba potvrditi postoji li

korelacija izmedu lipofilnosti i farmakokinetickog parametra koji se optimira. U tu svrhu se
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Cesto razvijaju modeli kvantitativhog odnosa strukture i svojstva spoja (engl. quantitative

structure-property relationship, QSPR), u ovom slucaju to svojstvo je lipofilnost (15).

Lipofilnost je fizikalno-kemijsko svojstvo koje daje najvise informacija jer o njoj ovise
farmakoloski i ADME procesi. Povec¢anjem lipofilnosti mogu se generirati vrlo aktivni spojevi
s losim farmakokineti¢kim profilom (38) i povecanim rizikom za toksi¢ne efekte (44). Zato
je klju¢no odrZavanje optimalnog raspona lipofilnosti ve¢ u ranijim fazama probira novog
kemijskog entiteta za daljnje profiliranje (37), pritom vodeci racuna i o ostalim vaznim

svojstvima koji molekulu cine sli¢nu lijeku (engl. drug-like properties) (51).

2.3. Metode za odredivanje lipofilnosti

Lipofilnost je fizikalno-kemijsko svojstvo koje se jako dugo koristi u istrazivanju lijekova
pa tako postoje brojne dobro poznate i uhodane eksperimentalne metode za njezino
odredivanje (5,16,47,52). Metode odredivanje lipofilnosti mogu se podijeliti na direktne i
indirektne (15,53). Upotrebom direktnih metoda, log P ili log D vrijednost se dobije izravno
iz izmjerenih podataka. Primjeri takvih metoda su metoda izmuckivanja, metoda mijeSanja
i potenciometrijska metoda. U slucaju indirektnih metoda za odredivanje lipofilnosti,
odreduje se pokazatelj lipofilnosti koji je u korelaciji s log P ili log D vrijednosti pa tako u
indirektne metoda spadaju kromatografske metode i metode kapilarne elektroforeze (26).
Postoji i cijeli niz racunalnih programa za in silico racunanje pokazatelja lipofilnosti koji se
Cesto koriste za predvidanje lipofilnosti u ranim fazama istrazivanja (54). U daljnjem tekstu
ovog poglavlja prikazan je pregled metoda koje se najcesce koriste u istrazivanju lijekova

te njihove glavne prednosti i nedostaci.

2.3.1. Metoda izmuckivanja

Metoda izmuckivanja (engl. shake-flask method) je najstarija metoda za odredivanje
lipofilnosti. Rije¢ je o direktnoj metodi koja se smatra zlatnim standardom za odredivanje
lipofilnosti (55). Ova metoda se temelji na raspodjeli spoja izmedu dvofaznog sustava Cije
se komponente ne mijesaju. Kao vodena faza koristi se fosfatni pufer pri odredenoj pH
vrijednosti, dok se kao organska faza najCesce upotrebljava n-oktanol cija je uloga
oponasati fosfolipidne dvosloje koji su glavni gradevni elementi bioloskih membrana (8).
N-oktanol je odabran zbog svojih amfifilnih svojstava te zbog dielektri¢ne konstante od &
= 10 (56) koja je slicna dielektricnoj konstanti hidrofilne glave koja gradi bioloske
membrane. Stoga je n-oktanol prikladan model za raspodjelu u bioloSkim sustavima (57).
Slika 2.2 prikazuje kemijsku strukturu n-oktanola i pojednostavljeni prikaz bioloske

membrane.
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n-Oktanol Bioloska membrana

Hidrofilna glava

— Fosfolipidni dvosloj

Hidrofobni rep Hidrofobni rep

Hidrofilna glava

Slika 2.2 Usporedba n-oktanola i fosfolipidnog dvosloja. Preuzeto i prilagodeno prema
izvoru (58).

Uobicajena procedura odredivanja lipofilnosti metodom izmuckivanja sastoji se od otapanja
spoja u vodenoj otopini pufera, dodavanju n-oktanola te izmuckivanju do ravnoteznog
stanja. Nakon toga slijedi proces odvajanja slojeva te kvantifikacija spoja u oba sloja (35).
Metoda izmuckivanja zahtjeva kvantifikaciju spoja u vodenom i organskom sloju kako bi
se mogla izraCunati distribucija spoja i odrediti lipofilnost. U tu svrhu se najcesce koriste
metode ultraljubicaste/vidljive (engl. ultraviolet/visible light, UV/Vis) spektroskopije ili
tekucinske kromatografije s detektorom s nizom dioda (engl. diode array detector, DAD)
(59). Takoder, za kvantifikaciju spoja se moze koristiti i spektrometrija masa (engl. mass
spectrometry, MS). Iako je moguce kvantificirati spoj u n-oktanolnom sloju, najcesdi
pristup uklju¢uje mjerenje koncentracije u vodenoj fazi, dok se koncentracija u n-oktanolu
odreduje kao razlika izmjerene vrijednosti koncentracije u vodenoj fazi prije i nakon
eksperimenta (26). Razlog tome su poteskoce prilikom rukovanja n-oktanolom i izazovi pri
analizama takvih uzoraka. Naime, velika moguc¢nost kontaminacije MS detektora n-
oktanolom moze dovesti do supresije signala te pogreSaka u odredivanju tocnih
koncentracija. Takoder, jako lipofilni spojevi zahtijevaju upotrebu mikrolitarskih koli¢ina n-
oktanola za pouzdano odredivanje lipofilnosti, Sto dodatno onemogucava direktnu analizu
(60).

Najveca prednost metode izmuckivanja je to Sto je rijec o direktnoj metodi gdje se izravno
odreduje lipofilnost. Metoda je vrlo toc¢na za mjerenje lipofilnosti u rasponu vrijednosti od
-2 do 4. Medutim, ima i niz nedostataka. Vrlo je dugotrajna i potrebna je relativno visoka
kolic¢ina Cistog uzorka za njezinu provedbu, Sto je ¢esto nemogué zahtjev, osobito u ranim
fazama istrazivanja potencijalnog novog lijeka. Nadalje, vremenski je zahtjevna jer je
ponekad potrebno i do 24 sata da se postigne ravnotezno stanje raspodjele izmedu dviju

faza. Takoder, nije prikladna za testiranje spojeva slabe topljivosti u otopini pufera u kojoj
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se eksperiment provodi (35,61). Nadalje, kako bi dobiveni rezultati bili precizni, potrebna
je stroga kontrola velikog broja eksperimentalnih parametara jer promjenom
eksperimentalnih uvjeta dolazi do drugacdijeg rezultata lipofilnosti za isti analit (62).
Takoder, metoda nije pogodna za testiranje spojeva sklonih degradaciji, kao ni povrsinski
aktivnih molekula jer moze dodi do stvaranja emulzije i nemogucnosti odvajanja vodenog
sloja od n-oktanola (60,63).

2.3.2. Minijaturizirane metode izmuckivanja u plodicama s 96

jazica

Mnoga istrazivanja su provedena u svrhu uklanjanja ili minimiziranja nedostataka koje ima
klasicna metoda izmuckivanja. Glavni cilj je bio smanjenje koli¢ine uzorka potrebnog za
provedbu eksperimenta, povecanje broja uzoraka koji se mogu testirati u jednom
eksperimentu te usavrSavanje razdvajanja n-oktanolnog i vodenog sloja nakon
eksperimenta. Strategije za nadilazenje ovih potesSkoca temelje se na minijaturizaciji

metode provedbom eksperimenta u plodici s 96 jaZica (55,64-68).

Jedan od primjera minijaturizacije klasi¢ne metode izmuckivanja je metoda zamrznute
vodene faze koju su razvili Yamashita i suradnici (64). Eksperiment se provodi u plocici s
96 jaZica te se u svakoj jazici provodi testiranje jednog spoja. Nakon mijeSanja n-okanolne
i vodene faze, slojevi se odvajaju na nacin da se vodena faza zamrzne te se s vrha ukloni
sloj n-oktanola. Rezultati log D74 vrijednosti dobiveni ovom metodom pokazuju izvrsnu
korelaciju s rezultatima dobivenima klasicnom metodom, medutim metoda ima nekoliko
nedostataka. TocCke ledista vode i n-oktanola (0 °C za vodi i -15 °C za n-oktanol (69)) vrlo
su bliske pa je vremenski prozor zamrzavanja vodenog sloja, dok je n-oktanolni joS u
tekucoj fazi, dosta uzak. Takoder, zbog zaostajanja n-oktanola u vodenoj fazi potrebni su

dodatni koraci njegovog uklanjanja Sto produzuje i otezava provedbu eksperimenta.

Drugi pristup minijaturizaciji temelji se na injektiranju uzoraka iz plocCice s 96 jazica u kojoj
se provodi eksperiment, bez prethodnog odvajanja vodene i n-oktanolne faze (65-67).
Dodatno ubrzanje ukljuCuje testiranje smjese spojeva, pri ¢emu se u svakoj jazici testira
10 spojeva istovremeno (55). Iako ovaj pristup omogucava znacajno ubrzanje i moguénost
profiliranja puno veceg broja spojeva u usporedbi s klasichom metodom izmuckivanja,
postoji velika moguénost da se uzorak kontaminira n-oktanolom prilikom injektiranja. Ovo
moze znacajno utjecati na rezultate za spojeve vise lipofilnosti ¢ija je koncentracija u n-
oktanolu znacajno viSa od one u vodenoj fazi. Iako je razvijen poseban nacin injektiranja
u kojem se prije injektiranja vodene faze injektira mali vodeni Cep koji sluzi kao repelent
pri prolasku kroz n-oktanolni sloj (65), kontaminacija vrha igle za injektiranje i dalje moze

biti znacajna (68).
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2.3.3. Minijaturizirana metoda izmuckivanja upotrebom nosaca za

n-oktanol

Najznacajniji pomak za rjeSavanje problema odvajanja slojeva nakon eksperimenta nastao
je uvodenjem dodatne plocice s 96 jazica koja sluzi kao nosac n-oktanola i koja se tijekom
eksperimenta postavlja na plocicu s 96 jazica u kojoj je vodena faza. Ideja o upotrebi
nosaca za n-oktanol proizasla je iz prijasnjih istrazivanja u kojima je n-oktanol imobiliziran
na nosac koristen za mjerenje koeficijenta distribucije klasicnom metodom na velikoj skali
(70,71). Takoder, pri provedbi testa permeabilnosti upotrebom paralelne umjetne
membrane (engl. parallel artificial membrane permeability assay, PAMPA) n-oktanol se
imobilizira na poliviniliden fluoridni (PVDF) filter te ima ulogu umjetne membrane, a log D
koeficijent se moze izraCunati iz zadrzavanja spoja u tako pripremljenoj umjetnoj

membrani (72).

Distribucijski sustav uz pomo¢ nosaca n-oktanola

Ideja o upotrebi plocice s posudicama s PVDF filterima koja sluzi kao nosa¢ n-oktanola
primijenjena je na klasicnu metodu izmuckivanja. Rije¢ je o termodinami¢kom mjerenju
lipofilnosti u sustavu n-oktanola i vodene otopine pufera pri pH vrijednosti od 7,40 pri cemu
se eksperiment provodi u formatu s 96 jazica. Na ovaj nacin je razvijena visokoprotocna
(engl. high-throughput) metoda izmuckivanja za odredivanje lipofilnosti, koja se naziva
distribucijski sustav uz pomoc¢ nosaca (engl. carrier mediated distribution system, CAMDIS)
(73). Uloga nosaca je ukloniti probleme vezane za razdvajanje slojeva nakon eksperimenta
Sto znacajno olakSava provedbu eksperimenta. Shematski prikaz distribucijskog sustava
prikazan je na Slika 2.3.

n-Oktanol
= =
+ - L
Nosac oktanola + Vodena otopina spoja = Distribucijski

sustav

Slika 2.3 Shematski prikaz distribucijskog sustava uz pomoc¢ nosaca.
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Eksperimentalne postavke CAMDIS metode

CAMDIS je eksperiment kojim se mjeri koncentracijski omjer spoja u n-oktanolnom i
vodenom sustavu (73). Shematski prikaz aparature koja se koristi u ovom eksperimentu

je prikazan na Slika 2.4.

Teflonska plocica s 96 jazica
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Slika 2.4 Shematski prikaz eksperimentalne postavke za provedbu CAMDIS eksperimenta.

Kao nosaC n-oktanola koristi se difuzijsko-filtracijska (engl. diffusion-filtration, DIFI)
plocica. PlocCica se sastoji od 12 medusobno povezanih stupaca, od kojih svaki sadrzi 8 DIFI
posudica. Na dnu svake DIFI posudice nalazi se PVDF filter. Prije eksperimenta prve tri
posudice u stupcu napune se s 15 pl n-oktanola, sljedece dvije ostave se prazne i sluze za
referentne uzorke, dok se na zadnje tri nanese 2 ul n-oktanola. Uzorci dobiveni iz jaZica s
15 pl n-oktanola nazivanju se CAMDISMd°, dok se uzorci iz jazica s 2 ul n-oktanola zovu
CAMDIS'Pe yzorci. Odabiru se ovi volumeni n-oktanola jer je na taj nacin pokriven Sirok
raspon log D vrijednosti koji se moze pouzdano odrediti ovom metodom. Stoga se iz
CAMDISMdre yzoraka dominantno odreduju log D vrijednosti u rasponu lipofilnosti od -0,2
do 2,5. S druge strane, CAMDIS'P° uzorci koriste se za odredivanje lipofilnosti za spojeve
s log D vrijednostima u rasponu od 0,9 do 3,8 (73). Treba naglasiti da su ove granice

okvirne te da ovise o karakteristikama samog spoja koji se profilira.

Vodeni dio distribucijskog sustava se priprema u posebno dizajniranoj teflonskoj plocici s
96 jazica. U svaki stupac plocice se rasporedi 150 pl vodene otopine spoja u puferu pri pH
7,40 za po tri CAMDISMdr j tri CAMDIS'P° replike, Cije pozicije odgovaraju onima u stupcu
DIFI plocice. Cetvrta i peta pozicija u stupcu teflonske plocice sluze za referentne uzorke.
Na cetvrtoj poziciji nalazi se referentni uzorak Rv koji predstavlja pocetnu koncentraciju
spoja od 28,5 mM (mM = 103 mol I'!). Upotrebom tako visoke koncentracije minimizira se
efekt zadrzavanja spoja na PVDF filteru. Naime, PVDF filter ima negativni povrsSinski
potencijal pa djeluje kao stupica za pozitivho nabijene bazi¢ne spojeve pa zbog toga
dobivene log D vrijednosti mogu biti precijenjene za tu klasu spojeva. Peta pozicija u stupcu
je namijenjena za referentni uzorak Ra, koji je dobiven razrjedenjem referentnog Ry uzorka

fosfatnim puferom (1:5, V / V). Omjer izmedu referentnih uzoraka Ra i Rp daje informaciju
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0 potencijalnoj precipitaciji spoja tijekom eksperimenta (izrazito visoka vrijednost omjera)
ili visokog afiniteta za vezanje na plasti¢ni nosac PVDF filtera (visoka vrijednost omjera pri
formiranju agregata ili niska vrijednosti omjera pri jednoslojnoj adsorpcija na plasti¢nu

povrsinu).

CAMDIS metoda je visokoproto¢na automatizirana metoda koja omogucava odredivanje
lipofilnosti velikog broja spojeva u relativno kratkom roku jer za provedbu eksperimenta
koristi ploCice s 96 jazica. Uz opisane eksperimentalne postavke moguce je testirati Sirok
raspon lipofilnosti jer se u eksperimentu koriste dva razlicita volumena n-oktanola.
Upotrebom nosaca n-oktanola sprijeCen je Cesto dugotrajan korak razdvajanja slojeva
nakon eksperimenta. Literaturno je pokazana izvrsna korelacija izmedu CAMDIS log D
vrijednosti i log D vrijednosti dobivenih klasi¢cnom metodom izmuckivanja za skupinu od
52 strukturno razlic¢ita komercijalna spoja, koja je sadrzavala kiseline, bazi¢ne i neutralne

spojeve, kao i dipolarne ione (engl. zwitterion).

2.3.4. Odredivanje lipofilnosti upotrebom RP-HPLC metoda

Tekucinska kromatografija ima vaznu ulogu u direktnim metodama odredivanja lipofilnosti
gdje se koristi za kvantifikaciju koli¢ine analita u organskoj i vodenoj fazi. Prikladna je za
analize spojeva vece strukturne raznolikosti u usporedbi s plinskom kromatografijom i
pruza bolju osjetljivost od UV/Vis spektroskopije, Sto je posebno vazno za spojeve visoke

lipofilnosti Cije su koncentracije u vodenom sloju izrazito niske (16).

Indirektne metode odredivanja lipofilnosti se, uz iznimku kapilarne elektroforeze, oslanjaju
iskljucivo na razlicite kromatografske tehnike (16,26). Najces¢e koriStena kromatografska
tehnika za odredivanje lipofilnosti je RP-HPLC (14,16,74). Kao vodeni dio pokretne faze
koristi se puferska otopina pri odredenoj pH vrijednosti, naj¢esée fizioloskoj od 7,40. Kao
organsko otapalo u pokretnoj fazi moze se koristiti metanol ili acetonitril. Prednost
metanola je u tome Sto moze stvarati vodikovih veza pa time minimalno narusava
trodimenzionalnu strukturu vode (75,76). S druge strane, pri upotrebi acetonitrila dobiva
se bolja korelacija s podacima dobivenima metodom izmuékivanja (77). Sto se tice
nepokretne faze, postoji vrlo veliki broj komercijalno dostupnih reverzno faznih
kromatografskih kolona, a u svrhu odredivanja lipofilnosti naj¢es¢e se koriste kolone s
oktadecil (C18) alkilnim skupinama vezanima na silikagel (Slika 2.5) (35,15,16,78,79).
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Slika 2.5 Oktadecil (C18) nepokretna faza vezana na silikagel. Preuzeto i prilagodeno
prema izvoru (16).

U usporedbi s klasicnom metodom izmuckivanja, RP-HPLC metode nude niz znacajnih
prednosti. Ponovljivost takvih metoda vrlo je visoka, a provedba mjerenja je relativno brza
jer se kao mjera lipofilnosti odreduje vrijeme zadrzavanja, koje je neovisno o koncentraciji
analita. Pritom prisutnost eventualnih necisto¢a u uzorku ne utjeCe na dobiveni rezultat.
Za provedbu mjerenja je potrebna mala koli¢ina uzorka Sto je osobito vazno u ranim

fazama istrazivanja kad je koliCina spoja ogranicena (15,35,79).

Ni jedna RP-HPLC metoda za odredivanje lipofilnosti kao rezultat ne daje koeficijent
raspodjele, nego se mjeri pokazatelj lipofilnosti koji je u korelaciji s istim. Naime,
razdjeljivanje analita izmedu polarne pokretne i nepolarne nepokretne faze je u direktnoj
vezi s njegovom lipofilnoSéu pa se tako hidrofilni spojevi s kolone ispiru prvi, dok se spojevi
vise lipofilnosti duze zadrzavaju na nepokretnoj fazi. Vrijeme zadrzavanja spoja je prava
mjera raspodjele izmedu nepokretne i pokretne faze, a izrazava se preko faktora

zadrzavanja k prema Jednadzba 2.3 (35,63).

tg —t
logk,:log(Rt 0)
0

JednadzZba 2.3 Racunanje faktora zadrzavanja, k.
gdje je:
e log k - logaritamska vrijednost faktora zadrzavanja;

e to - vrijeme zadrzavanja nezadrzanog spoja (engl. dead retention time);

e tr - vrijeme zadrzavanja analita.

Vazno je naglasiti da se faktor zadrzavanja ne moze promatrati kao univerzalni pokazatelj
lipofilnosti jer ovisi o primijenjenim eksperimentalnim uvjetima. Glavni parametri koji
utjeCu na vrijeme zadrzavanja analita, a time i na njegov faktor zadrzavanja, su vrsta
punila kromatografske kolone, njezina duljina i promjer, ali i sastav i protok pokretne faze
(80). Takoder, iz Jednadzba 2.3 moze se zakljuciti da faktor zadrzavanja ovisi i 0 vremenu
zadrzavanja nezadrzanog analita to, koje, osim o eksperimentalnim uvjetima, ovisi i o
karakteristikama instrumenta na kojem se analize provode. S obzirom na to da pouzdanost
odredivanja lipofilnosti kromatografskom metodom ovisi isklju¢ivo o moguénosti tocnog
odredivanja vremena zadrZzavanja analita, javlja se potreba za standardizacijom

pokazatelja lipofilnosti koji se dobije upotrebom RP-HPLC sustava. Time bi odredivanje
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lipofilnosti bilo pouzdanije te bi se pokazatelji dobiveni na razliCitim sustavima mogli

medusobno usporedivati.

RP-HPLC analize mogu se provoditi u izokratnom nacinu ispiranja, pri ¢emu je sastav
pokretne faze konstantan tijekom cijelog trajanja analize, ili u gradijentom nacinu
ispiranja, pri ¢emu se volumni udio organskog otapala u pokretnoj fazi tijekom analize

povecava.

2.3.4.1. Izokratne RP-HPLC metode za odredivanje lipofilnosti

Jedan od pristupa odredivanja lipofilnost pomo¢u RP-HPLC tehnike je provedba polikratne
metode (81-83). Za ovakav pristup potrebno je provesti viSe izokratnih ispiranja pri
razli¢itim volumnim udjelima organskog otapala u pokretnoj fazi. Pritom se odreduje faktor
zadrzavanja log k za svaku provedenu analizu, koji se za ovu primjenu naziva izokratni
indeks lipofilnosti. Pri odredenim izokratnim uvjetima analize, log k vrijednost razlicitih
spojeva moze biti ista. Kako je log k vrijednost pokazatelj lipofilnosti spoja, ista log k
vrijednost bi znacila da oni imaju istu lipofilnost, ali to ne mora nuzno biti to¢no (84). Ako
se u ovisnost dovedu log k vrijednosti i volumni udio organskog otapala u pokretnoj fazi,

dobije se pravac za svaki ispitivani spoj (Slika 2.6).

log k

0 50 100
o/ % organskog dijela pokretne faze

Slika 2.6 Ovisnost izokratnog indeksa lipofilnosti log k o volumnom udjelu organskog
otapala u pokretnoj fazi ¢ za strukturno razlicite spojeve.

Tako dobiveni pravci za strukturno razliite spojeve imaju znacajno razliCite nagibe i
odsjecke na ordinati, Sto proizlazi iz njihove razliite lipofilnosti. Zbog toga se kao mjera
lipofilnosti umjesto log k ¢eSce koristi polikratni indeks lipofilnosti log kw, koji predstavlja
faktor zadrzavanja za odredeni spoj kad bi se kao pokretna faza koristila samo vodena

otopina bez organskog otapala. Kako u praksi za vedinu spojeva nije moguce direktno
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izmjeriti log kw, procedura racunanja log kw vrijednosti ukljucuje visestruka mjerenja log k
vrijednosti pri razli¢itim volumnim udjelima organskog otapala u pokretnoj fazi, nakon ¢ega
slijedi linearna regresija njihove ovisnosti (15,26). Ekstrapolacijom dobivenog pravca moze
se ocCitati odsjeCak na ordinati koji predstavlja log kw vrijednost ispitivanog spoja. Pri

provodenju ovakve ekstrapolacije, koristi se Jednadzba 2.4 (85,86).
logk =S X ¢ +logk,,

Jednadzba 2.4 Ovisnost logaritamske vrijednosti izokratnog indeksa lipofilnosti log k o
volumnom udjelu organskog otapala u pokretnoj fazi.

gdje je:
e log k - izokratni indeks lipofilnosti, logaritamska vrijednost faktora zadrzavanja pri
odredenom volumnom udjelu organskog otapala u pokretnoj fazi;
e S - nagib pravca;
e ¢ - volumni udio organskog otapala u pokretnoj fazi;
e log kw — polikratni indeks lipofilnosti, odnosno logaritamska vrijednost faktora

zadrzavanja pri 100 % vodene otopine u pokretnoj fazi.

Polikratna metoda odredivanja lipofilnosti je relativho pouzdana kad se odreduju log k
vrijednosti u rasponu od 0 do 1 (87), odnosno -0,5 do 1,5 (14). Za log k vrijednosti izvan
ovog raspona, korelacija izmedu log k i volumnog udjela organskog otapala u pokretnoj
fazi nije uvijek linearna, zbog ¢ega je moguce dobiti razliCite log kw vrijednosti ovisno o
volumnim udjelima organskog otapala koji se koriste za analize (88). Takoder, upotrebom
razliCite vrste organskog otapala dobivaju se razliCite log kw vrijednosti. Vrijednosti
dobivene za strukturno razliite spojeve Cesto ne koreliraju dobro s podacima dobivenima

metodom izmuckivanja (14).

Ukoliko se zeli posti¢i bolja korelacija pokazatelja lipofilnosti dobivenih metodom
izmuckivanja, u Jednadzba 2.4 potrebno je uvesti nagib S kao drugu neovisnu varijablu

(14), kako je prikazano Jednadzba 2.5.

log P=axS+bxlogky, +c

Jednadzba 2.5 Ovisnost logaritamske vrijednosti koeficijenta raspodjele log P o nagibu S i
polikratnom indeksu lipofilnosti log kw.

gdje je:
e log P - logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele;
e S - nagib pravca;
e log kw - polikratni indeks lipofilnosti, odnosno logaritamska vrijednost faktora

zadrzavanja pri 100 % vodene otopine u pokretnoj fazi.
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Vrijednost log kw moze se odcitati kao odsjeCak na ordinati, a iz omjera regresijskih
koeficijenata a i b moze se odrediti volumni udio organskog otapala u pokretnoj fazi pri
kojem treba ekstrapolirati log k vrijednost kako bi se dobila najbolja korelacija s log P

vrijednosc¢u (89).

Dobru korelaciju s log P vrijednostima strukturno razlicitih spojeva daje i kvocijent nagiba
S i odsjeCka log kw iz Jednadzba 2.4. Dobivena vrijednost naziva se izokratni indeks
hidrofobnosti ¢o (Jednadzba 2.6) (90,91).

log k.,

JednadzZba 2.6 Racunanje izokratnog indeksa hidrofobnosti go.
gdje je:
e oo — izokratni indeks hidrofobnosti;
e log kw - polikratni indeks lipofilnosti, odnosno logaritamska vrijednost faktora
zadrzavanja pri 100 % vodene otopine u pokretnoj fazi;

e S - nagib pravca.

Vrijednost izokratnog indeksa hidrofobnosti ¢o predstavlja volumni udio organskog otapala
u pokretnoj fazi pri kojem je zadrzavanje analita to¢no dvostruko duZze od vremena
zadrzavanja spoja koji se ne zadrzava na kromatografskoj koloni, odnosno kad je log k
vrijednost ispitivanog spoja jednaka nuli. To znaci da ¢o predstavlja iznos volumnog udjela
organskog dijela pokretne faze pri kojem je raspodjela analita izmedu pokretne i
nepokretne faze jednaka. Za razliku od prethodno opisanih pokazatelja lipofilnosti,
vrijednost izokratnog indeksa hidrofobnosti ¢o ovisna je samo o vrsti organskog otapala

koje se koristi tijekom analize, dok je neovisna o ostalim eksperimentalnim uvjetima (90).

Izokratni nacini odredivanja bilo kojeg od opisanih pokazatelja lipofilnosti su dugotrajni jer
je za dobivanje podataka za jedan spoj najprije potrebno provesti preliminarne analize.
Razlog tome je Sto vrijeme zadrZavanja spojeva na kromatografskoj koloni moze biti vrio
razliCito pa tako neki spojevi uopcée ne ostvaruju interakciju s nepokretnom fazom, dok se
drugi zadrzavaju jako dugo. Na temelju preliminarnih analiza odreduju se volumni udjeli
organskog otapala u pokretnoj fazi koji su prikladni za odredeni spoj, nakon Cega se
provode viSestruke izokratne analize za odredivanje log k vrijednosti (92). Nadalje, za
spojeve koji ostvaruju jaku interakciju s nepokretnom fazom odredivanje faktora
zadrzavanja moze biti zahtjevno zbog Sirenja kromatografskih pikova pri izokratnim

analizama.
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2.3.4.2. Gradijentne RP-HPLC metode za odredivanje lipofilnosti

Kako bi se izbjegle poteskoce do kojih dolazi pri provedbi izokratnih mjerenja, lipofilnost
se moze odredivati RP-HPLC metodom uz gradijentno ispiranje (22). Prilikom ovakvih
analiza, sastav pokretne faze se mijenja na nacin da analiza pocinje s visokim udjelom
vodene otopine u pokretnoj fazi, dok se tijekom analize udio organskog otapala u pokretnoj
fazi povecava. Prednost gradijentnih metoda nad izokratnim lezi u tome Sto se jednom
analitickom metodom moze pokriti Sirok raspon lipofilnosti zbog postepenog povecanija
volumnog udjela organskog otapala u pokretnoj fazi, Sto omogucava analizu vrlo hidrofilnih
i vrlo lipofilnih spojeva istom kromatografskom metodom. Pri analizama za odredivanje
lipofilnosti, najcesce se koristi kromatografska metoda u trajanju do pet minuta (26,77).
Upotrebom tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti (engl. ultra-performance
liguid chromatography, UPLC) te kracih kromatografskih kolona s manjim promjerom

punila moguce je dodatno skratiti metodu na oko dvije minute (93).

Postoji niz literaturno opisanih gradijentnih metoda za odredivanje lipofilnosti (15,94-96),
a jedna od najjednostavnijih i najées¢e primjenjivanih je CHI metoda koju su razvili Valko
i suradnici (14,22,26,77,93). Upotrebom CHI metode, kao pokazatelj lipofilnosti odreduje
se kromatografski indeks hidrofobnosti istrazivanog spoja, CHI. Ovaj parametar
predstavlja poveznicu izmedu izokratnih i gradijentnih mjerenja. Naime, u prethodnom
poglavlju je opisano kako je nadena vrlo dobra korelacija izmedu log P vrijednosti dobivenih
metodom izmuckivanja i izokratnog indeksa hidrofobnosti ¢o pri kojem je raspodjela analita
izmedu pokretne i nepokretne faze jednaka (90). Takoder, pokazano je da je za odredeni
analit vrijednost ¢o, koja se odreduje izokratnim mjerenjima, u linearnoj ovisnosti s
njegovim gradijentnim vremenom zadrzavanja te je isto nadeno i za odabranu kalibracijsku
skupinu od 10 spojeva (22). Zato je ¢o vrijednostima koje pripadaju kalibracijskim
spojevima pripisan naziv kromatografskog indeksa hidrofobnosti, CHI. KoriStenjem
gradijentnih vremena zadrzavanja kalibracijske skupine spojeva i njihovih CHI vrijednosti
moguce dobiti jednadzbu s nagibom A i odsjeckom B (Jednadzba 2.7) koja se koristi za

prevodenje gradijentnog vremena zadrzavanja bilo kojeg analita u njegovu CHI vrijednost.
CHI=A X tg +B

Jednadzba 2.7 Kalibracijska jednadzba za racunanje CHI vrijednosti.
gdje je:
e CHI - vrijednost kromatografskog indeksa hidrofobnosti kalibracijskog standarda;

e tr - vrijeme zadrzavanja kalibracijskog standarda.

Mjerenje CHI vrijednosti provodi se upotrebom C18 kromatografske kolone te primjenom

gradijentnog nacina ispiranja s otopinom amonijevog acetata pri pH 7,40 kao vodenim
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dijelom te acetonitrilom kao organskim dijelom pokretne faze. Pri gradijentnim analizama,
kad volumni udio organskog otapala u pokretnoj fazi dostigne odredenu vrijednost, spoj
se ispire s kromatografske kolone brzinom priblizno jednakoj brzini pokretne faze. Pri
kojem udjelu organskog dijela pokretne faze ¢e doci do ispiranja analita ovisi o prirodi
samog analita. Upravo CHI vrijednost predstavlja priblizni volumni udio organskog otapala
u pokretnoj fazi koji je potreban da se spoj ispere s kromatografske kolone (77). Skupina
od 10 kalibracijskih standarda s poznatim CHI vrijednostima koristi se za kalibraciju RP-
HPLC sustava prije mjerenja za odredivanje lipofilnosti ispitivanih spojeva (22,26,77) sto

omogucava usporedbu rezultata izmedu laboratorija.

Vrijednosti CHI kreéu se u rasponu od 0 do 100. Sto je vrijednosti visa, vi$a je i lipofilnost
spoja te je potreban visi udio organskog otapala u pokretnoj fazi za ispiranje spoja s
kromatografske kolone. Kako skala od 0 do 100 nije uobic¢ajena za izrazavanje lipofilnosti,
CHI vrijednosti se mogu prevesti na log D skalu. U tu svrhu je provedena korelacija log D
vrijednosti pri pH 7,40 i CHI vrijednosti za oko 40 000 spojeva kako bi se dobila jednadzba

za racunanje Chrom log D vrijednosti (Jednadzba 2.8) (38).
ChromlogD = 0,0857 x CHI—2

Jednadzba 2.8 Racunanje Chrom log D vrijednosti.
gdje je:
e Chrom log D - kromatografski pokazatelj lipofilnosti istrazivanog spoja;

e CHI - vrijednost kromatografskog indeksa hidrofobnosti ispitivanog spoja.

Chrom log D vrijednost je u linearnoj ovisnosti s CHI vrijednosti te daje u prosjeku dvije
logaritamske jedinice visu vrijednost lipofilnosti u usporedbi se log D vrijednostima
dobivenim metodom izmuckivanja. Pokazno je da Chrom log D vrijednosti za spojeve s
nizim vrijednostima lipofilnosti dobro koreliraju s log D vrijednostima dobivenima metodom
izmuckivanja, dok je na hidrofobnijem dijelu skale korelacija slabija (Slika 2.7) (38). Razlog
tome je sto kromatografska metoda ima Siri linearni raspon te nije ograni¢ena topljivos¢u

spoja kao Sto je slucaj s metodom izmuckivanija.
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Slika 2.7 Ovisnost log D vrijednosti dobivene metodom izmuckivanja o Chrom log D
vrijednosti. Preuzeto i prilagodeno prema izvoru (38).

Uz vec prethodno opisane prednosti koje kromatografske metode za odredivanje lipofilnosti
imaju ispred metode izmuckivanja, u smislu jednostavnosti i ponovljivosti, najveca
prednost gradijentne CHI metode je sto se u kratkom vremenskom roku moze profilirati
jako velik broj spojeva, Sto ovu metodu svrstava u skupinu visokoproto¢nih metoda.
Kromatografski odredena lipofilnost bi u usporedbi s klasichom metodom izmuckivanja
trebala biti bolji model za procese in vivo distribucije jer su oba procesa dinamicna i
dogadaju se na velikim povrsinama (nepokretna faza kod kromatografske metode odnosno

protein/fosfolipidna membrana u bioloSkom sustavu) (97).

Vazni procesi kojima podlijeze lijek u organizmu su pasivna difuzija kroz bioloSke
membrane te vezanje na proteine krvne plazme. Jedna od najvecih prednosti HPLC tehnike
za mjerenje svojstava spojeva lezi u velikoj raznolikosti dostupnih nepokretnih faza,
ukljucujuci i one koje oponasaju bioloski vazne komponente, kao Sto su proteini ili
membrane. Upotrebom biomimetic¢kih kolona mogu se odrediti pokazatelji lipofilnosti koji
opisuju raspodjelu spoja u bioloSkim sustavima. Molekule koje se istrazuju kao novi lijekovi
mogu se profilirati pomocu kromatografske kolone s imobiliziranom umjetnom
membranom (engl. immobilized artificial membrane, IAM) pri Cemu se odreduje pokazatelj
lipofilnosti koji opisuje interakciju spoja s bioloSkom membranom (98,99). Uz IAM kolone,
vazne su i kolone s vezanim ljudskim serumskim albuminom (engl. human serum albumin,
HSA) i s a-1-kiselim glikoproteinom (engl. a-1-acid glycoprotein, AGP) koje se koriste za

proucavanje interakcija lijeka s proteinima krvne plazme (93,100-102).
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2.3.4.3. Utjecaj ionizacije na vrijeme zadrZavanja spoja te odredivanje

kiselo-baznih svojstava

Raspodjela spoja u sustavu n-oktanol-voda ovisi o pH vrijednosti pufera koji se koristi u
eksperimentu pa tako i vrijeme zadrzavanja analita na kromatografskoj koloni ovisi o pH
vrijednosti puferske otopine koja se koristi kao vodeni dio pokretne faze (103). Pomocu
kromatografskih metoda moguce je odrediti kiselo-bazni karakter novih spojeva koji igra
klju¢nu ulogu u procesima in vivo distribucije (97). Novi spojevi koji se razvijaju kao
potencijalni lijekovi Cesto posjeduju ionizabilne skupine pa njihova lipofilnost ovisi o pH
vrijednosti pokretne faze. Pritom ¢e spojevi u ioniziranom obliku imati znacajno nize
zadrzavanje na kromatografskoj koloni u RP-HPLC sustavu od njihove neionizirane forme.
Pomocu tri gradijentne analize, primjenom kiselih (pH 2,70), neutralnih (pH 7,40) i bazicnih
(pH 10,5) uvjeta pokretne faze, moguce je odrediti kiselo-bazni profil novih spojeva
(26,77,104,105). Gradijentne metode koje se koriste u tu svrhu su jednake onoj koju
primjenjuje CHI metoda opisana u prethodnom poglavlju, s razlikom u pH vrijednosti
puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze. Svako mjerenje pocinje
kalibracijom RP-HPLC sustava upotrebom 10 kalibracijskih standarda s CHI vrijednostima
karakteristicnim za pojedinu pH vrijednost, nakon cega slijedi procedura i obrada podataka

jedna onoj koja se provodi upotrebom CHI metode.

CHI
100
50
O T T T T
Neutralni Jake Slabe Jake Slabe  Amfoterni
spojevi kiseline kiseline baze baze spojevi
B pH 2,7 B pH 7,4 0 pH 10,5

Slika 2.8 Kategorizacija spojeva ovisno o njihovom kiselo-baznom karakteru pomocu CHI
vrijednosti ovisno o pH vrijednosti puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze.
Preuzeto i prilagodeno prema izvoru (105).
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Slika 2.8 prikazuje kategorizaciju spojeva prema njihovom kiselo-baznom karakteru na
temelju dobivenih CHI vrijednosti pri kiseloj, neutralnoj i baznoj pH vrijednosti puferske
otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze. Bazi¢ni spojevi ¢e imati najvisu lipofilnost
pri visokim pH vrijednostima gdje su prisutni u neutralnoj formi, dok ¢e pri niskim pH
vrijednostima biti u ioniziranom obliku i brze se ispirati s kromatografske kolone pa samim
time imati i nizu lipofilnost. S druge strane, spojevi koji imaju kiseli karakter ¢e najvisu
lipofilnost pokazivati pri niskim pH vrijednostima gdje je dominantna njihova neutralna
forma, dok ¢e povecanjem pH vrijednosti do¢i do smanjenja njihove lipofilnosti uslijed
ionizacije spoja. Amfoterni spojevi ¢e najvisu lipofilnost imati pri neutralnoj pH vrijednosti
pokretne faze, dok c¢e se pomicanjem prema ekstremnim pH vrijednostima njihova
lipofilnost smanjivati zbog ionizacije bazi¢ne skupine pri nizoj pH, odnosno kisele skupine
pri visoj pH vrijednosti. Promjena pH vrijednosti pokretne faze ne utjeCe na lipofilnost

neutralnih molekula te je ona konstantna neovisno o primijenjenom pH.

2.3.5. Racunalno odredivanje lipofilnosti

Nakon Sto je otkriveno da se log P vrijednost molekule moze izracunati fragmentacijskom
metodom zbrajanja lipofilnosti svih njezinih strukturnih podjedinica (106), razvijen je cijeli
niz racunalnih programa za in silico predvidanije lipofilnosti novih spojeva. Svi programi
razvijeni su na temelju eksperimentalno odredenih lipofilnosti velikog seta molekula pa je
vrlo vazna toCnost mjerenih podataka koji se koriste za kreiranje modela. Kako se
odredivanje lipofilnosti metodom izmuckivanja koristi ve¢ dugi niz godina te je rije¢ o dobro
istrazenoj i robusnoj metodi, to¢ne eksperimentalne vrijednosti lipofilnosti su dostupne za
velik broj spojeva, sto znacajno doprinosi to¢nosti in silico predvidanja ovog svojstva. Osim
o broju molekula na temelju kojih je baza napravljena, toc¢nost predvidanja ovisi i o
strukturnoj raznolikosti baze, odnosno sli¢nosti molekula cija se lipofilnost predvida s
molekulama koristenim za razvoj modela pa se preferira da spojevi koristeni za razvoj

modela pripadaju razlic¢itim strukturnim klasama (23,107).

Racunalni pokazatelj lipofilnosti koji se najéeSée racuna je log P jer je algoritam za njegovo
racunanje znacajno jednostavniji od onog za racunanje log D vrijednosti (43). Razlog tome
je Sto je za predvidanje log D vrijednosti potrebno prethodno izracunati pKa vrijednost

spoja, ¢ime se u racunanje unosi dodatna pogreska.

Predvidanje log P i log D vrijednosti pomocu racunalnih programa ima niz prednosti (23),
kao Sto su relativna toCnost, brzina i dostupnost samog programa. Upotrebom racunalnih
metoda, lipofilnost se moze izracunati za spojeve Cija sinteza se tek planira te rezultati nisu
osjetljivi na moguce interferencije potekle od prisutnih necisto¢a. Tocnost odredene

lipofilnosti nije ograniCena topljivoS¢u spoja kao Sto je to slucaj u eksperimentalnim
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metodama. Racunalni programi imaju Sirok dinamicki raspon te su jeftiniji od provedbe

eksperimenata odredivanja lipofilnosti.

Racunalni programi za in silico predvidanje lipofilnosti imaju i ograni¢enja. Primjerice,
izraCunate log P vrijednosti upotrebom razli¢itih programa mogu varirati i do dvije
logaritamske jedinice ovisno o modelu koji se koristi (108,109). Takoder, mogu se
razlikovati od eksperimentalnih vrijednosti prosjec¢no oko jedne log D jedinice (Slika 2.9).
Ipak, to¢nost usporedbe lipofilnosti spojeva unutar iste klase koji imaju male strukturne
razlike je visoka (23). Takoder, pouzdanost izracunatih vrijednosti je niska u slucaju

spojeva visoke strukturne kompleksnosti (63).
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Slika 2.9 Korelacija literaturnih i izraCunatih log D740 vrijednosti (koriste¢i Prolog D
racunalni program) za 70 komercijalnih lijekova. Preuzeto i prilagodeno prema izvoru (24).

Ipak, racunalni programi za racunanje lipofilnosti mogu biti od velike pomoci, osobito u
fazama planiranja kemijske sinteze ili ranim fazama istrazivanja pri filtriranju spojeva s
odgovarajué¢im svojstvima (54). Medutim, ¢im je to moguce, izraCunate vrijednosti

lipofilnosti treba zamijeniti to¢nijim eksperimentalnim vrijednostima.

2.4. Makrociklicki spojevi

Farmaceutska industrija se u proslosti uglavnom oslanjala na istrazivanje malih molekula
niskih molekulskih masa kao novih lijekova. Ovi spojevi mogu se uspjesno dizajnirati za
vezanje na mala kompaktna vezna mjesta kakva se nalaze u mnogim poznatim
farmakoloskim metama, enzimima i receptorima (110). Medutim, oko pola farmakoloskih
meta, posjeduje aktivha mjesta Ciju je modulaciju moguce postiéi ligandom koji pripada
klasi oralno bioraspolozivih malih molekula. Druga polovica farmakoloskih meta su tzv.

kompleksne mete s velikim plosnatim i plitkim aktivnim mjestima ili onima u obliku tunela
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ili udubljenja (111,112). Ovakva aktivha mjesta obi¢no imaju manji broj mogucih
interakcija s ligandom te je zahtjevno dizajnirati male molekule koje bi u interakciji s njima
pokazale prikladan farmakodinamicki odgovor (113-116). Iz tog razloga raslo je zanimanje
za biomolekule koje imaju sposobnost modulacije kompleksnih farmakoloskih meta. Ove
velike molekule mogude je dizajnirati na nacin da imaju visok afinitet za vezanje na
plosnata i plitka vezna mjesta kakva se Cesto nalaze u razlicitim proteazama, fosfatazama,
receptorima spregnutim s G-proteinom (engl. G protein-coupled receptor, GPCR) i nekim
enzimima, ali i kod protein-protein interakcija (110,117). Iako biomolekule nude zanimljive
prednosti u usporedbi s malim molekulama, njihovo istraZivanje i razvoj kao novih lijekova
ima nekoliko nedostataka, a to su visok trosak proizvodnje, smanjena suradljivost
pacijenata, nemogucnost prolaska bioloskih barijera i niska oralna bioraspolozivost (20).
Neke od ovih poteSkoca potjeCu od cinjenice da biomolekule ne podlijezu pravilima za
svojstva koja molekulu cCine sli¢nu lijeku. Ova pravila nazvana su Lipinskijevih pet pravila
(engl. rule of five, Ro5) te opisuju uvjete prema kojima se povecava vjerojatnost za dobra
fizikalno-kemijska i farmakokineticka svojstva bududih lijekova (34). Ova pravila propisuju
maksimalne granice lipofilnosti, molekulske tezine, broj akceptora i donora vodikovih veza
kao i polarnu povrsinu molekule (engl. polar surface area, PSA). Molekule koje
zadovoljavaju postavljene uvjete imaju vecu vjerojatnost razviti se u uspjesan oralno
bioraspoloziv lijek (Tablica 2.2). Spojevi koji ne slijede Lipinskijevih pet pravila u literaturi
se nazivaju molekule "izvan" Lipinskijevih pet pravila (engl. beyond rule-of-5, bRo5), jer
se njihov kemijski prostor nalazi izvan granica klasi¢nih pravila. Ne postoje strogi kriteriji
koji moraju biti zadovoljeni kako bi molekula pripadala bRo5 klasi spojeva, ali standardni
molekulski deskriptori definitivno izlaze iz optimalnog raspona za spojeve s optimalnim
ADME i farmakokinetickim svojstvima. Biomolekule imaju visoku molekulsku masu (>500
Da) te znacajno veci broj akceptora i donora vodikovih veza u usporedbi s malim
molekulama (118,119). Njihova PSA vrijednost je daleko visa od najvise dopustene za

oralno bioraspolozive male molekule (120).

Makrociklicki spojevi se klasificiraju kao bRo5 molekule te zauzimaju prostor izmedu malih
molekula i biomolekula (Slika 2.10), pri ¢emu dijele sli¢nost s malim molekulama Sto se
tice posjedovanja svojstva koja molekulu cine slicnu lijeku, a s druge strane imaju
sposobnost vezanja na kompleksne farmakoloSke mete Sto je glavna karakteristika
biomolekula (110).
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Slika 2.10 Usporedba strukturnih karakteristika i farmakoloskih meta koje su podlozne
modulaciji za male molekule, makrociklicke spojeve i biomolekule. Preuzeto i prilagodeno
prema izvoru (110).

Prema definiciji, makrociklicki spojevi su organske molekule koje sadrze prsten od
najmanje 12 teSkih atoma (121). Mogu se podijeliti na viSe podskupina od kojih su za
farmaceutsku industriju najvazniji makrolidi, cikli¢ki peptidi, ansamicini i porfirini (20). Prvi
makrocikli¢ki lijekovi pripravljeni su iz prirodnih izvora (19,20), ali danas ih je sve vise i
sintetskog porijekla. Sintetski makrociklicki spojevi se dalje dijele na one dobivene
kemijskim modifikacijama prirodnih produkata te na one koji su sintetizirani de novo
(21,122). Vazno je naglasiti da je sinteza makrociklickih spojeva izazovan i cesto
mukotrpan zadatak obiljezen dugim sintetskim putevima s niskim iskoristenjima
(19,119,121,123,124). UnatoC tome, kemijska i funkcionalna raznolikost te stereokemijska
kompleksnost otvaraju niz mogucnosti koje kemijski prostor malih molekula ne posjeduje
(117).

2.4.1. Makrociklicki spojevi prisutni na trzistu lijekova i u klinickim

fazama istrazivanja

Na trzistu trenutno postoji 67 makrociklickih spojeva koji se koriste kao lijekovi (Slika 2.11)
(117). Od toga, 26 lijekova (39 %) se primjenjuje oralnim putem, dok njih 41 (61 %) se
dozira parenteralno. Oralna primjena lijeka preferirani je put primjene lijeka jer nije
invazivna te ju pacijenti rado prihvacaju. Ipak, omjer izmedu oralno i parenteralno
primjenjivih makrociklickih lijekova ostaje relativno konstantan kroz godine. Velika vecéina
makrociklickih lijekova na trziStu su prirodni spojevi (88 %) pa je tako prvi lijek koji je

potpuno sintetskog porijekla, pleriksafor, odobren tek 2008. godine. Makrociklicki spojevi
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primjenjuju se za niz terapeutskih indikacija. Pritom, 44 % makrocikli¢kih lijekova na
trzistu su lijekovi za zarazne bolesti, pri cemu je najviSe antibakterijskih lijekova (85 %),
ali antivirusni (7 %) i antifungalni (8 %) su takoder znacajno zastupljeni. Onkoloski (21
%), lijekovi za autoimune poremecaje (6 %) i imunosupresivni lijekovi (6 %) takoder Cine
znacajan dio trziSta makrociklickih spojeva. Od ostalih manje zastupljenih indikacija tu su
kroni¢na bol, genetska pretilost, sr¢ani zastoj itd. Analizom aktivnih mjesta farmaceutskih
meta na koje se vezu makrocikli¢ki lijekovi, pokazano je kako njih 79 % djeluje na mete s
plosnatim, plitkim mjestima ili mjestima u obliku tunela ili udubljenja. Veli¢ina i strukturna
kompleksnost makrociklickih spojeva razlozi su njihove mogucnosti vezanja na kompleksne
mete nedostupne malim molekulama. Dakle, iako je pokazano kako su spojevi iz klase
makrocikala jedinstveni zbog moguénosti moduliranja kompleksnih farmakoloskih meta,

tek 4 % ukupnih lijekova koji su odobreni i stavljeni na trziste pripadaju ovoj skupini

spojeva.
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Slika 2.11 Broj makrociklickih spojeva ovisno o godini odobrenja od FDA,; A) Raspodjela
prema nacinu primjene; B) Raspodjela prema porijeklu. Preuzeto i prilagodeno prema
izvoru (117).
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Pregled makrociklickih lijekova na trzistu daje povijesnu sliku spojeva iz klase makrocikala
u istrazivanju lijekova, dok bi promatranje spojeva koji tek trebaju uci na trziste trebalo
dati uvid u suvremeni pristup i nove smjerove istrazivanja makrocikala. Usporedbom
farmaceutskog profila makrociklickih spojeva na trzistu i onih koji se nalaze u klini¢kim
fazama istrazivanja, moze se uociti da od 34 makrociklicka spoja koja se nalaze u klinickim
fazama istrazivanja, 32 % se doziraju oralno, dok je za ostale prikladna parenteralna
primjena lijeka (117). Moguce je da je udio oralno bioraspolozivih spojeva donekle
podcijenjen jer se neki spojevi u ranim klinickim ispitivanjima primjenjuju parenteralno te
se to promijeni u kasnijim klinickim fazama. Bez obzira na to, u usporedbi s odobrenim
oralno bioraspolozivim makrociklickim spojevima (39 %), u skorije vrijeme nije doslo do
znacajnijeg napretka prema preferiranom nacinu primjene lijeka. Iznenadujuce je da je
udio spojeva u klinickim istrazivanjima dobivenih iz prirodnih izvora i dalje visokih 82 %.
Iako su metode sinteze makrociklickin molekula znacajno napredovale i konstantno se
unapreduju, visok udio prirodnih makrocikala, kako odobrenih tako i onih u klinickim
fazama istrazivanja, dokazuje kako su biosinteski putevi jo$ uvijek dominantni. Sto se tice
terapeutskih indikacija klinickih kandidata, onkologija je preuzela primat s 47 %
zastupljenosti, dok su antibiotici, koji su dominantni medu odobrenim lijekovima, sada na

drugom mjestu s 30 %.

Iako je primijecen znacajan i konstantan porast zanimanja farmaceutske industrije za
ulaganje u istrazivanja makrociklickih spojeva, i dalje je mali udio makrocikala na trzistu,
ali i u klinickim fazama istrazivanja. Stoga se istrazivacki napori kontinuirano ulazu u
dodatno poboljsanje ucinkovitosti sinteze, ali i bolje razumijevanje fizikalno-kemijskih i

ADME svojstava makrociklickih spojeva.

2.4.2. FideltaMacro™ - biblioteka makrociklickih spojeva

U Fidelti d.o.o. (danas Selvita d.0.0.) se u zadnjih 10-ak godina intenzivno razvija
FideltaMacro™ platforma ciji je cilj sinteza, istraZivanje te stvaranje biblioteke novih i
inovativnih makrociklickih spojeva koji su inspirirani makrolidima (Slika 2.12) (125).
Biblioteka sadrzi makrociklicke spojeve s razli¢itim velicinama prstenova na koje su vezani
razliCiti supstituenti s ciljem dobivanja strukturne i trodimenzionalne raznolikosti, a da se

pritom zadrze povoljna farmakokineticka svojstva (21).
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Slika 2.12 FideltaMacro™ platforma. Preuzeto i prilagodeno prema izvoru (21).

2.4.3. Strukturne karakteristike te fizikalno-kemijska i ADME

svojstva makrociklickih spojeva

Potencijalni kemijski prostor makrociklickih spojeva je vrlo velik. Osim sto je mogu¢ velik
broj varijacija samog prstena, na njega se mogu vezati razni supstituenti na razlic¢itim
pozicijama na molekuli. Pri dizajnu makrociklickih spojeva treba imati na umu da njihova
dvodimenzionalna struktura ne moze ni priblizno docarati karakteristike koje nudi njihova
trodimenzionalna struktura (21). Proces kojim se zatvara makrociklicki prsten zove se
makrociklizacija. Ovaj korak daje makrociklima znacajnu prednost u odnosu na njihove
linearne analoge (19,119,122). Zatvaranje prstena dovodi do generiranja djelomi¢no
rigidnih molekula s konformacijskim ograni¢enjima koje, unatoC tome, i dalje imaju
dovoljnu slobodu zauzimanja razli¢itih konformacija. Razina slobode ovisi o brojnim
¢imbenicima, kao Sto su veli¢ina prstena, broj rotabilnih veza, stericka ogranicenja itd.
Makrociklizacijom se makrociklicka molekula zaklju¢ava u bioaktivnoj konformaciji, Sto
omogucavanju makrociklickim spojevima da tvore vise veznih interakcija s receptorom.
Jace i specificnije vezanje posljedi¢no dovodi do poboljSanja selektivnosti, ¢ime je smanjen
rizik za pojavu toksi¢nih efekata (37,44). Dokazano je kako makrocikli¢ki prsten i mali
supstituenti vezani direktno na njega doprinose jacini vezanja na receptor u udjelu od oko
50 %, dok ostatak proizlazi iz vecih supstituenata vezanih na molekulu (115). Ovi podaci
pokazuju kako su za ostvarivanje interakcije izmedu receptora i liganda jednako vazni
velic¢ina, oblik i konformacija makrociklickog prstena kao i supstituenti vezani na njega.
Makrociklizacija je odlicno orude za kontrolu velikog broja alternativnih konformacija koje
bi mogle dovesti do neZeljenih nuspojava ili loSe bioraspoloZivosti (119). Ujedno, ovaj
korak je kljuéan u smanjenju ukupne polarnosti molekule te poboljSanja njezine

permeabilnosti i bioraspolozivosti.
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Neki makrociklicki spojevi imaju sposobnost prilagodavanja svoje konformacije okolisu u
kojem se nalaze, pri ¢emu se ponasaju kao molekulski kameleoni (Slika 2.13) (126,127).
Kameleonski makrociklicki spojevi preferiraju otvorenu konformaciju u polarnom vodenom
okoliSu pri ¢emu su polarne skupine izlozene prema otapalu. Na ovaj nacin mogu stvarati
vodikove veze ili dipol-dipol interakcije s molekulama vode ¢ime se poboljSava topljivost
spoja. S druge strane, zatvorena konformacija je dominantna u hidrofobnom okolisu, kao
Sto je fosfolipidna membrana, pri ¢emu se polarne skupine smjestaju u unutrasnjost
prstena te tvore intramolekulske vodikove veze. Ova konformacija omogucuje

makrociklima dobru pasivhu permeabilnost.

A) B)

Slika 2.13 Kameleonski makrociklicki spoj s prikazanim konformacijama dominantnim u A)
vodenom mediju (bioaktivha konformacija) i u B) bioloskoj membrani (konformacija s
intramolekulskim vodikovim vezama). Preuzeto i prilagodeno prema izvoru (128).

Najpoznatiji primjer molekulskog kameleona je ciklosporin (129-131). Ovaj cikli¢ki peptid
je konformacijski vrlo fleksibilan. Zato u polarnom vodenom mediju molekula zauzima
polarnu bioaktivhu konformaciju, pri ¢emu su donori i akceptori vodikovih veza prisutni na
molekuli okrenuti prema otapalu. S druge strane, u nepolarnom mediju dolazi do
formiranja intramolekulskih vodikovih veza ¢ime se Stite polarne grupe te molekula kao
takva ima bolju pasivhu permeabilnost. Dakle, kameleonska svojstva posebno su korisna
jer omogucuju dobar balans izmedu topljivosti i pasivhe permeabilnosti spoja (132).
Nacinjeni su znacajni koraci u racionalnoj sintezi spojeva koji bi posjedovali ovu povoljnu
karakteristiku (133,134). Medutim, jos ima dosta prostora za istrazivanje ovakvih
sintetskih procesa. S druge strane, razvijeno je nekoliko eksperimentalnih (128,135) i
racunalnih (136,137) metoda, koje se mogu koristiti za detekciju makrociklickih spojeva

koji posjeduju kameleonska svojstva, odnosno koji bi potencijalno bili oralno bioraspolozivi.

Dobra fizikalno-kemijska i ADME svojstva svakog lijeka, kao i onih iz klase makrocikala,
odreduju njegov povoljan farmakokineticki profil. Analizom makrociklickih molekula na
trzistu i u klinickim fazama istrazivanja ustanovljeno je da je, unatoC njihovoj veliini,
moguce dizajnirati makrociklicke spojeve koji imaju povoljnu permeabilnost i oralnu

bioraspolozivost (20,122,138). Za predvidanje fizikalno-kemijskih i ADME svojstava
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spojeva koji pripadaju klasi malih molekula cesto se koriste jednostavni molekulski
deskriptori te su za njih postavljene maksimalne dopustene vrijednosti kako bi lijek bio
oralno bioraspoloziv (34,120). Za makrociklicke spojeve ove granice imaju nesto vise
vrijednosti (Tablica 2.2) pa je dopusten Siri raspon lipofilnosti, ali i znacajno veca
molekulska masa i PSA vrijednost te veci broj akceptora vodikovih veza. StroZze ograni¢enje
je pritom postavljeno za broj donora vodikovih veza, koji moze biti ve¢i samo za jedan u

usporedbi s malim molekulama (115,139).

Tablica 2.2 Usporedba dopusStenih vrijednosti molekulskih deskriptora za oralnu
bioraspolozivost malih i makrociklickih molekula (34,120,139).

Lipinskijevih pet Pravila postavljena za
pravila za male makrociklicke
molekule molekule
Molekulska masa < 500 Da 600 - 1200 Da
Lipofilnost <5 -2-10
Broj donora vodikovih veza <5 <6
Broj akceptora vodikovih <10 <15
veza
Broj rotabilnih veza <10 < 20
PSA < 140 A2 < 250 A2

Iako osnovni strukturni deskriptori mogu biti jako korisni u predvidanju ADME svojstava
makrociklickih spojeva, za odredenu klasu spojeva potrebno je provjeriti postoji li
korelacija izmedu ovih jednostavnih dvodimenzionalnih strukturnih karakteristika i
farmakokinetickog parametra koji se zeli optimirati. Kako trodimenzionalna struktura ipak
igra dominantnu ulogu u odredivanju ADME svojstava makrociklickih spojeva te osnovni
strukturni deskriptori ¢esto ne mogu pouzdano predvidjeti ponasanje ovakvih molekula,
najcesce je ipak potrebno eksperimentalno odrediti njihova fizikalno-kemijska svojstva
(21).

Zbog svoje strukturne kompleksnosti, makrociklicki spojevi imaju moguénost jaceg
vezanja na kompleksne farmakoloske mete ¢iju aktivnost nije moguce modulirati malim
molekulama (19,119,122). Uz to, vecina tih meta se nalazi unutar stanica pa je klju¢no da
makrocikli¢ki spojevi imaju dovoljno visoku permeabilnost kako bi mogli doé¢i do mjesta
djelovanja (140,141). Pritom treba voditi ratuna o tome da povecanje permeabilnosti
putem povecanja lipofilnosti vodi do nize topljivosti, ali i drugih rizika vezanih za povecéan
stupanj metabolizma, potencijalne lijek-lijek interakcije i toksi¢ne efekte (118). Stoga

makrociklicki spojevi s kameleonskim karakteristikama koje utjeCu na mogucnost vise
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permeabilnosti bez povecanja ukupne lipofilnosti imaju prednost pred rigidnijim
strukturama (142). Medutim, postoje slucajevi makrociklickih spojeva koji u in vitro
uvjetima pokazuju niske vrijednosti pasivhe permeabilnosti (143), ali u in vivo uvjetima
pokazuju dobru bioraspoloZivost (144). RijeC je o spojevima iz klase makrolida za koje je
dokazano da aktivni prijenos igra klju¢nu ulogu u njihovoj permeabilnosti. S druge strane,
makrociklicki laktoni su supstrati za P-gp, Sto moZe ograniciti njihovu ukupnu
permeabilnost (145). Stoga je vazno uspostaviti pouzdanu in vitro - in vivo korelaciju
unutar svakog programa koji se bavi istrazivanjem novih spojeva, tako i makrociklickih,

kao potencijalnih lijekova.

2.4.4. Odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva

Lipofilnost makrociklickih spojeva ima znacajan utjecaj na permeabilnost, ali i na njihovu
bioraspolozivost (146-148). Zato je jako vazno imati pouzdanu metodu za odredivanje

lipofilnosti ove vrlo vazne, ali i zahtjevne skupine spojeva.

Predvidanje log D vrijednosti za fleksibilne molekule kakve su makrociklicke je osobito
izazovno. Pri procijeni lipofilnosti in silico metodama, najcesc¢e se koriste aditivne metode
racunanja lipofilnosti (106). U slucaju makrociklickih spojeva, potrebno je u obzir uzeti i
trodimenzionalnu strukturu te konformacijsku fleksibilnost (132,149). Poznato je da broj
mogucih konformacija raste eksponencijalno s brojem rotabilnih veza (150), sto moze
znacajno otezati istrazivanje konformacijskog prostora. Pritom, predvidanje omjera
zastupljenosti razlic¢itih konformacija je takoder vrlo nepouzdana. Vrijednosti lipofilnosti
makrociklickih spojeva dobivene upotrebom racunalnih programa cesto su puno nize od
onih dobivenih eksperimentalnom metodama (97,151). Postoje posebni programi za
racunanje lipofilnosti koji uzimaju u obzir zastupljenost razlicitih konformacija fleksibilnih
molekula (152,153), ali nisu jednostavni za koristenje te zahtijevaju dobro poznavanje

molekulskog modeliranja.

Eksperimentalno odredivanje log D vrijednosti izrazito je vazno jer ovisi o veli¢ini i
polarnosti molekule, ali i o njezinoj trodimenzionalnoj konformaciji (154). Iako su u
literaturi opisana istrazivanja u kojima je lipofilnost makrociklickih spojeva uspjesno
odredena metodom izmuckivanja (155-157), ova metoda ima nekoliko kljucnih
nedostataka koji otezavaju profiliranje makrociklickih spojeva. Relativho uzak raspon
lipofilnosti koji se moze odrediti metodom izmuckivanja (35) c¢ini ovu metodu samo
djelomicno primjenjivom za makrociklicke spojeve jer je za ovu klasu molekula potrebno
imati mogucénost odredivanja puno Sireg raspona lipofilnosti. Nadalje, pokazano je da se
ciklicki peptidi gotovo uopce ne distribuiraju u organsku fazu jer se pri uvjetima koje
metoda primjenjuje nalaze u ioniziranom obliku (158). Nadalje, vecina makrociklickih

spojeva su molekule amfifiinog karaktera pa postoji moguénost njihovog nakupljanja na

35



povrsini izmedu vodene i organske faze (60,151). Ovo dovodi do stvaranja emulzije Sto
otezava razdvajanje slojeva te odredivanje koncentracije spoja u vodenoj i organskoj fazi.
Iz navedenih razloga metode tekucinske kromatografije nude prednosti koje ih ¢ine puno

primjenjivijima za odredivanje lipofilnosti makrociklickih molekula.

Pretragom literature pronadeno je tek nekoliko publikacija koje se bave odredivanjem
nekog kromatografskog parametra kao pokazatelja lipofilnosti makrociklickih molekula.
Katz i suradnici proucavali su lipofilnost malih molekula ali i makrocikli¢ckih spojeva te razvili
AlphaLogD metodu (159) koja je svojevrsna adaptacija prethodno objavljene elLogD
metode (160), no prilagodena promjenom pokretne faze kako bi se povecala
reproducibilnost i vijek trajanja kromatografske kolone (159). AlphalLogD parametar dobije
se visestrukim mjerenjem log k vrijednosti izokratnim metoda te je pokazano da dobiveni
pokazatelj lipofilnosti ima dobru korelaciju s log D vrijednostima dobivenim metodom
izmuckivanja za 8 makrociklickih molekula. Iako obec¢avaju¢a, metoda se temelji na malom
setu spojeva i njezinu primjenu za makrociklicke spojeve bi trebalo opsirnije istraziti.
Ermondi i suradnici proucavali su lipofilnost makrociklickih spojeva te predstavili
eksperimentalno odredivanje eLogP i BRlogP parametara dobivenih izokratnim metodama
koje koriste razliCite pokretne faze (161). Pokazano je da pri odredivanju eLogP vrijednosti
pokretna faza generira okolinu u kojoj molekula zauzima lipofilniju konformaciju u
usporedbi s eksperimentalnim uvjetima pri odredivanju BRIogP vrijednosti te da se ova dva
parametra mogu koristiti kao komplementarne vrijednosti za odredivanje lipofilnosti i
kameleonskih svojstava makrociklickih molekula. Autori naglasavaju da je istrazivanje
primjene metode koja se bavi odredivanjem log D vrijednosti pri fizioloSkom pH joS uvijek
u tijeku. Gradijentne metode za odredivanje faktora zadrZzavanja kao mjere lipofilnosti
makrociklickih molekula takoder se mogu pronadi u literaturi. Tako su Wang i suradnici za
skupinu od 62 ispitivana makrociklicka peptida mjerili log k vrijednosti upotrebom RP-HPLC
tehnike te dobili dobru korelaciju s pasivhom permeabilnos¢u (162). Essaid i suradnici su
koristili prilagodenu CHI metodu s promijenjenim gradijentom i drugacijom
kromatografskom kolonom za odredivanje lipofilnosti porfirina (163), a pokazatelje
lipofilnosti odredivali su i u drugim kromatografskim sustavima te je zakljuceno da se
primjenom razli¢itih kromatografskih sustava dobiju komplementarne informacije kojima

je moguce objasniti razli¢cite mehanizme vezanja ovih spojeva na membrane.

Najbrojnija istrazivanja koja se bave odredivanjem lipofilnosti makrociklickih spojeva su
ona koja koriste originalnu CHI metodu (22) opisanu u poglavlju 2.3.4.2. Jedno od tih
istrazivanja provedeno je kako bi se usporedio fizikalno-kemijski profil makrolidnih spojeva
s onim dobivenim za male molekule (164). Stoga je profilirano 50 000 malih molekula i
600 spojeva iz klase makrolida, kojima je odredena CHI vrijednost, ali i vezanje na
imobiliziranu umjetnu membranu te na proteine plazme. Zakljuceno je da makrolidni

spojevi i male molekule imaju sli¢an profil lipofilnosti, dok makrolidi pokazuju nize vezanje
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na proteine plazme te jacu interakciju s umjetnim membranama u usporedbi s malim
molekulama. Ovo odgovara in vivo opazanjima koja govore u prilog tome da makrolidni
spojevi imaju visok afinitet prema fosfolipidnim strukturama, a time i visoku distribuciju u
tkivima (165). Stepani¢ i suradnici su istrazivali fizikalno-kemijska i farmakokineticka
svojstva makrolidnih spojeva s makrociklickim prstenima od 14 i 15 ¢lanova (166). Pritom
su lipofilnost odredili upotrebom CHI metode te su pokazali da se zadrzavanje spoja u
stanicama moze predvidjeti pomoc¢u kromatografskog pokazatelja lipofilnosti. Iako se CHI
metoda pokazala korisnom za odredivanje lipofilnosti makrolidnih spojeva u smislu dobre
korelacije izmedu dobivene vrijednosti lipofilnosti s odredenim farmakokineti¢kim
parametrima, kao najveci problem pri profiliranju makrociklickih spojeva CHI metodom je
pojava Sirokih kromatografskih pikova za velik broj spojeva. To je posljedica spore kinetike
vezanja na nepokretnu fazu, sto utjece na preciznost, a time i na pouzdanost izmjerenih
vrijednosti (97).
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3. SVRHA, CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA






Svrha ovog istrazivanja bila je razviti novu kromatografsku metodu za pouzdano
odredivanje lipofilnosti makrociklickih molekula. Za razvoj metode koristena je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti u sustavu obrnutih faza s detektorom s nizom dioda
u sprezi sa spektrometrom masa (engl. reversed-phase high-performance liquid
chromatography with diode-array detector coupled with mass spectrometer, RP-HPLC-
DAD-MS). Pritom se primjenjivao gradijentni nacin ispiranja. Istrazivanja utjecaja
kromatografskih uvjeta na vremena zadrzavanja spojeva te razvoj nove kromatografske
metode provela su se upotrebom pocetne skupine komercijalno dostupnih makrociklickih
spojeva kojima su se referentne vrijednosti lipofilnosti odredile metodom izmuckivanja
upotrebom CAMDIS metode. Primjenjivost metode razvijene u ovom radu provjerena je

profiliranjem proSirene skupine makrocikli¢kih spojeva.

Ciljevi istrazivanja su:
I. Odrediti lipofilnost makrociklickih spojeva metodom izmuckivanja upotrebom
CAMDIS metode.

II. Odrediti kromatografsku lipofilnost makrociklickih spojeva upotrebom CHI
metode.
ITI. Istraziti utjecaj promjena u eksperimentalnim kromatografskim uvjetima na

odredivanje vremena zadrzavanja makrocikli¢kih spojeva.

V. Odrediti lipofilnost makrociklickih spojeva upotrebom RP-HPLC metode s MS

detektorom razvijene u ovom radu.

V. Odabrati nove kalibracijske standarde iz klase makrociklickih spojeva za
kalibraciju RP-HPLC sustava.

VI. Odrediti jedinstvenu jednadzbu kojom bi se vremena zadrZavanja bilo kojeg
novog makrociklickog spoja mogla prevesti na log D skalu lipofilnosti.

VII. Istraziti mogucénost ubrzanja postupka kromatografskog odredivanja lipofilnosti

grupiranjem spojeva za RP-MPLC analizu uz upotrebu MS detektora.

VIII. Usporediti pokazatelje lipofilnosti makrocikli¢kih spojeva dobivenih metodom
izmuckivanja s in silico pokazateljima lipofilnosti dobivenima upotrebom

racunalnog programa za predvidanje lipofilnosti.

IX. Usporediti pokazatelje lipofilnosti makrociklickih spojeva dobivenih CAMDIS
metodom s pokazateljima dobivenima upotrebom CHI metode te metode

razvijene u ovom radu.
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Hipoteze istrazivanja su:

L.

I1.

III.

Iv.

RP-HPLC metoda u gradijentnom nacinu ispiranja koja se koristi za odredivanje
lipofilnosti malih molekula primjenjiva je i za kromatografsko odredivanje
lipofilnosti makrociklickih spojeva.

Promjena eksperimentalnih kromatografskih uvjeta ne utjece na odredivanje
vremena zadrzavanja makrocikli¢kih spojeva.

Rezultati lipofilnosti dobiveni upotrebom kromatografske metode razvijene u
ovom radu ne koreliraju dobro s rezultatima dobivenima upotrebom CAMDIS
metode.

CHI metoda je primjenjivija za lipofilno profiliranje makrociklickih spojeva od
kromatografske metode razvijene u ovom radu.

In silico vrijednosti lipofilnosti dobro predvidaju lipofilnost makrocikli¢kih

spojeva.
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4. EKSPERIMENTALNI DIO






4.1. Materijali

4.1.1. Spojevi koristeni pri kromatografskim analizama

Standardi koriSteni za kalibraciju RP-HPLC sustava pri upotrebi CHI metode za odredivanije
lipofilnosti
e STD_1, Teofilin (Fluka, Steinheim, Njemacka)

e STD_2, 5-Feniltetrazol (TCI, Tokio, Japan)

e STD_3, Benzimidazol (Fluka, Steinheim, Njemacka)

e STD_4, Kolhicin (Sigma, Steinheim, Njemacka)

e STD_5, 8-Fenilteofilin (Sigma, Steinheim, Njemacka)

e STD_6, Acetofenon (Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e STD_7, Indol (SAFC, Steinheim, Njemacka)

e STD_S8, Propiofenon (TCI, Tokio, Japan)

e STD_9, Butirofenon (TCI, Tokio, Japan)

e STD_10, Valerofenon (TCI, Tokio, Japan)
Kalibracijski standardi koji se koriste pri upotrebi CHI metode u ovom radu su koristeni i
kao predstavnici malih molekula te se na njima proucavao utjecaj eksperimentalnih
kromatografskih uvjeta na vremena zadrzavanja. U dodatku 8.5 nalaze se njihove

molekulske strukture, formule i mase te broj donora i akceptora vodikovih veza. Ovi

parametri izracunati su pomoc¢u ACD/Labs Percepte.

Makrocikli¢ki spojevi pocetne skupine koriSteni za istrazivanje utjecaja eksperimentalnih

uvijeta na vremena zadrzavanja spojeva te na oblik i simetriju kromatografskih pikova

U ovom doktorskom radu koristeno je 20 makrociklickih spojeva pocetne skupine (Tablica
4.1) na kojima se proucavao utjecaj eksperimentalnih kromatografskih uvjeta na vremena
zadrzavanja spojeva te na oblik i simetriju kromatografskih pikova. U dodatku 8.6 nalaze
se njihove molekulske formule i mase, broj donora i akceptora vodikovih veza, kao i in
silico clog D vrijednosti pri pH vrijednosti 7,40 te konstante ionizacije, pKa. Navedeni

parametri izraCunati su pomoc¢u ACD/Labs Percepte.
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Tablica 4.1 Poletna skupina makrociklickih spojeva.

Komercijalni izvor

Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

MedChemExpress, Sollentuna,

MAC_1 Karbetocin Svedska
. - Fisher Scientific, Pittsburgh, PA,
MAC_2 Rifampicin Sjedinjene Americke Drzave
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

mz

2

Toronto Research Chemicals,

MAC_3 Oktreotid Toronto, ON, Kanada
. . Toronto Research Chemicals,
MAC_4 Rifapentin Toronto, ON, Kanada
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

MAC_5

Rifabutin

Toronto Research Chemicals,
Toronto, ON, Kanada

MAC_6

Anidulafungin

Toronto Research Chemicals,
Toronto, ON, Kanada
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

MAC_7

Telitromicin

Toronto Research Chemicals,
Toronto, ON, Kanada

MAC_8

Takrolimus

Toronto Research Chemicals,
Toronto, ON, Kanada
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

MAC_9

Pimekrolimus

Cl

Toronto Research Chemicals,
Toronto, ON, Kanada

MAC_10

Azitromicin

sintetiziran u Fidelti d.o.o.
(danas Selvita d.o.0.)

50




Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

MAC_11

Eritromicin

sintetiziran u Fidelti d.o.o.
(danas Selvita d.o.0.)

MAC_12

Dekladinozil azitromicin

sintetiziran u Fidelti d.o.o.
(danas Selvita d.o.0.)
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

w sintetiziran u Fidelti d.0.0
MAC_13 Azahomoeritromicin } U
(danas Selvita d.o.0.)
"o,/, / . P F I .
MAC_ 14 Klaritromicin N sintetiziran u Fidelti d.o.o.

(danas Selvita d.o.0.)
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

MAC_15

Roksitromicin

Sigma, St. Louis, MO,
Sjedinjene Americke Drzave

MAC_16

Josamicin

Fluka, Steinheim, Njemacka

53




Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

N

.....

sintetiziran u Fidelti d.o.o.

MAC_17 N’-Demetil azitromicin (danas Selvita d.0.0.)
Santa Cruz Biotechnology,
MAC_18 Spiramicin Dallas, TX, Sjedinjene Americke

“

Drzave
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Oznaka spoja

Naziv spoja

Molekulska struktura

Komercijalni izvor

QO

Santa Cruz Biotechnology,

MAC_19 Midekamicin Dallas, TX, Sjedinjene Americke
Drzave
USP Reference Standard,
MAC_20 Ciklosporin

Rockville, MD, Sjedinjene
Americke Drzave




Prilikom odabira pocetne skupine makrociklickih spojeva postavljeno je nekoliko kriterija.
Jedan od njih bila je strukturna raznolikost skupine tako da se vodilo racuna o tome da
budu zastupljeni predstavnici razliCitih klasa makrociklickin spojeva. Odabrana su cetiri
spoja koja pripadaju skupini ciklickih peptida (karbetocin, oktreotid, anidulafungin i
ciklosporin), tri spoja koja pripadaju skupini ansamicina (rifampicin, rifapentin i rifabutin)
te 13 spojeva koji pripadaju skupini makrolida (telitromicin, takrolimus, pimekrolimus,
azitromicin, eritromicin, dekladinozil azitromicin, azahomoeritromicin, klaritromicin,
roksitromicin, josamicin, N’-demetil azitromicin, spiramicin i midekamicin). Drugi kriterij
bio je dostupnost spojeva pa je 14 makrociklickih spojeva pribavljeno iz komercijalnih
izvora, a 6 ih je sintetizirano u Fidelti d.o.0. (danas Selvita d.o.0.). Vazan tredi kriterij pri
odabiru je bio da odabrana skupina zauzima Sirok raspon lipofilnosti, kako bi se utjecaj
promjena eksperimentalnih kromatografskih uvjeta istrazio podjednako za hidrofilne i
lipofilne spojeve. Izracunate clog D740 vrijednosti pocetne skupine makrociklickih spojeva

protezu se od -3,11 za karbetocin do 5,09 za pimekrolimus.

Makrociklicki spojevi proSirene skupine koriSteni za provjeru primjene kromatografske

metode za odredivanje lipofilnosti makrocikli¢kih spojeva

Makrociklicki spojevi koji pripadaju FideltaMacro™ platformi sintetizirani su u Fidelti d.o.o.
(sada Selvita d.o.o0.) te su koristeni za provjeru primjene kromatografske metode za
odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva razvijene u ovom doktorskom rada. Njihove
strukture nisu prikazane u ovom radu zato Sto pripadaju intelektualnom vlasnistvu

kompanije, a nisu relevantne za tematiku rada.

4.1.2. Spojevi koristeni pri odredivanju lipofilnosti metodom

izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

Pri odredivanju lipofilnosti metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode koristeni su

makrocikli¢ki spojevi poCetne i prosirene skupine opisani u poglavlju 4.1.1.

4.1.3. Kemikalije koristene pri kromatografskim analizama

e Acetonitril, ACN, HPLC cistoce (J.T.Baker, Deventer, Nizozemska)

e Amonijak, 25 % -tna (V / V) otopina u vodi, HPLC Cisto¢e (Fluka, Steinheim,
Njemacka)

e Amonijev acetat, AA, Cdisto¢e p.a. (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Njemacka)

e Amonijev hidrogenkarbonat, AH, Cdisto¢e p.a. (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Njemacka)
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e Certificirane otopine pufera za kalibraciju pH-metra - pH 7,00 i pH 10,01 (Thermo

Scientific, Pittsburgh, PA, Sjedinjene Americke Drzave)

e Dimetilsulfoksid, DMSO, Ccistoée p.a. (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Njemacka)

e Metanol, MeOH, HPLC cistoc¢e (J.T.Baker, Deventer, Nizozemska)

e Mravlja kiselina, HPLC cCistoce (Fluka, Steinheim, Njemacka)

e Voda - predestilirana, prociS¢ena i deionizirana, otpor manji od 18,2 MQ pri 25 °C

i ukupna masena koncentracija organskog ugljika manja od 5 pg I*

4.1.4. Kemikalije koristene pri odredivanju lipofilnosti metodom

izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

e Dimetilsulfoksid, DMSO, cistoce p.a. (Carlo Erba, Cornaredo, MI, Italija)

e Imipramin hidroklorid (Sigma, St. Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave)
e Testosteron (Steraloids, Newport, RI, Sjedinjene Americke Drzave)

e Primidon (Sigma, St. Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave)

e Natrijev hidrogenfosfat dihidrat, Na2HPO4 x 2H>0 (Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,

Steinheim, Njemacka)

e Amonijak, 25 % -tna (V / V) otopina u vodi, HPLC Cdisto¢e (Kemika, Zagreb,
Hrvatska)

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, min. 36,5 % (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e n-Oktanol (Acros Organics, Morris, NJ, Sjedinjene Americke Drzave)

e Unutarnji standard (sintetiziran u F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Svicarska)
e Acetonitril, ACN, Cistoce p.a. (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e Mravlja kiselina, HPLC cCistoce (Fluka, Steinheim, Njemacka)

e Voda - predestilirana, prociS¢ena i deionizirana, otpor manji od 18,2 MQ pri 25 °C

i ukupna masena koncentracija organskog ugljika manja od 5 pg I*

57



4.2. Priprava otopina

4.2.1. Priprava otopina koristenih pri kromatografskim analizama

Priprava izvornih i radnih otopina standarda koristenih za kalibraciju RP-HPLC sustava pri

upotrebi CHI metode

Izvorna otopina svakog kalibracijskog standarda (STD_1 - STD_10) masene koncentracije
1 mg ml? pripravljena je otapanjem 1 mg spoja u 1 ml otapala. Kao otapalo koristen je

acetonitril, osim za STD_5 - 8-fenilteofilin koji je otopljen u DMSO-u.

Iz izvornih otopina kalibracijskih standarda masene koncentracije 1 mg ml! pripravijena
je smjesa za kalibraciju RP-HPLC sustava tako da se pomijesalo 10 ul izvorne otopine
svakog kalibracijskog standarda pri ¢emu je svaki kalibracijski standard bio zastupljen u

smjesi u masenoj koncentraciji od 0,1 mg ml-t.

Priprava izvornih i radnih otopina kalibracijskih standarda i makrocikli¢kih spojeva pocetne

skupine koriStenih za istrazivanje utjecaja eksperimentalnih uvjeta na vremena

zadrzavanja spojeva te na oblik i simetriju kromatografskih pikova

Iz izvornih otopina kalibracijskih standarda (STD_1 - STD_10) masene koncentracije 1 mg
ml-! pripravljene su radne otopine masene koncentracije od 0,1 mg ml! razrjedivanjem 10
ML izvorne otopine u 90 pl smjese otapala koja se sastojala od vode i acetonitrila (1:1, V /
V).
Izvorne otopine makrociklickih spojeva pocetne skupine koncentracije 50 mM pripravljene
su na sljedeci nacin:

e MAC_1 - karbetocin: otapanjem 49,4 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_2 - rifampicin: otapanjem 41,2 mg krutine u 1 ml DMSO-3a;

e MAC_3 - oktreotid: otapanjem 5,1 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_4 - rifapentin: otapanjem 43,9 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_5 - rifabutin: otapanjem 42,4 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_6 - anidulafungin: otapanjem 57,0 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_7 - telitromicin: otapanjem 40,6 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_8 - takrolimus: otapanjem 40,2 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_9 - pimekrolimus: otapanjem 40,5 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_10 - azitromicina: otapanjem 37,5 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_11 - eritromicin: otapanjem 36,7 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e MAC_12 - dekladinozil azitromicin: otapanjem 29,5 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
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e MAC_13 - azahomoeritromicin: otapanjem 36,8 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_14 - klaritromicin : otapanjem 37,4 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_15 - roksitromicin: otapanjem 41,9 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_16 - josamicin: otapanjem 41,4 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_17 - N’-demetil azitromicin: otapanjem 36,8 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_18 - spiramicin: otapanjem 42,2 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_19 - midekamicin: otapanjem 40,7 mg krutine u 1 ml DMSO-a;
e MAC_20 - ciklosporina: otapanjem 6,01 mg krutine u 1 ml DMSO-a.
Radna otopina svakog makrociklickog spoja koncentracije 1,25 mM pripraviljena je

razrjedivanjem 2,5 pL izvorne otopine koncentracije 50 mM u 97,5 yl smjese otapala koja

se sastojala od vode i acetonitrila (1:1, V / V).

Priprava radnih otopina makrociklickih spojeva prosirene skupine koristenih za provijeru

primjene kromatografske metode za odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva

Izvorne otopine makrociklickih spojeva prosirene skupine koriStenih za provjeru
kromatografske metode za odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva, dobivene su iz
banke spojeva Fidelte d.o.0. (danas Selvita d.o.0.) kao otopine u DMSO-u koncentracije
50 mM. Radna otopina svakog makrociklickog spoja koncentracije 1,25 mM pripravljena je
razrjedenjem 2,5 ul izvorne otopine koncentracije 50 mM u 97,5 pl smjese otapala koja se

sastojala od vode i acetonitrila (1:1, V / V).

Priprava radnih otopina makrociklickih spojeva prosirene skupine koristenih za istrazivanije

mogucnosti kromatografskog odredivanije lipofilnosti grupiranjem spojeva u skupine od tri

¢lana

Otopine medurazrijedenja makrociklickih spojeva prosirene skupine koncentracije 10 mM
pripravljene su razrjedivanjem 10 pL izvorne otopine koncentracije 50 mM u 40 pl

acetonitrila.

Radne otopine makrociklickih spojeva prosirene skupine koristenih za istrazivanje
mogucnosti kromatografskog odredivanje lipofilnosti grupiranjem spojeva u skupine od tri
¢lana pripravljene su grupiranjem u skupine tako da se molekulske mase ¢lanova grupe
razlikuju za najmanje 5 Da. PomijeSano je 15 pl otopine medurazrjedenja svakog ¢lana
grupe te se 15 pl tako pripremljene smjese spojeva razrijedilo s 50 pl acetonitrila do

koncentracije od 0,9 mM.
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Priprava izvorne otopine koriStene za pripravu vodenih dijelova pokretnih faza

Izvorna otopina amonijevog acetata koncentracije 200 mM pripravljena je otapanjem 15,4

g amonijevog acetata u 1 | vode.

Priprava puferske otopine koriStene kao vodeni dio pokretne faze za kromatografsko

odredivanije lipofilnosti upotrebom CHI metode

Otopina amonijevog acetata koncentracije 50 mM koristena kao vodeni dio pokretne faze
pripravljena je razrjedenjem 250 ml izvorne otopine amonijevog acetata koncentracije 200

mM s 750 ml vode te joj je pH vrijednost podesena na 7,40 pomocu otopine amonijaka.

Priprava vodenih dijelova pokretnih faza koriStenih za istrazivanje _utjecaja

eksperimentalnih uvjeta na vremena zadrzavanja spojeva te na oblik i simetriju

kromatografskih pikova

Otopina amonijevog acetata koncentracije 5 mM koriStena kao vodeni dio pokretne faze
pripraviljena je razrjedenjem 25 ml izvorne otopine amonijevog acetata koncentracije 200

mM s 975 ml vode.

Otopina amonijevog acetata koncentracije 10 mM koriStena kao vodeni dio pokretne faze
pripraviljena je razrjedenjem 50 ml izvorne otopine amonijevog acetata koncentracije 200

mM s 950 ml vode.

Otopina amonijevog acetata koncentracije 30 mM koriStena kao vodeni dio pokretne faze
pripraviljena je razrjedenjem 150 ml izvorne otopine amonijevog acetata koncentracije 200

mM s 850 ml vode.

Otopina amonijevog acetata koncentracije 70 mM koriStena kao vodeni dio pokretne faze
pripraviljena je razrjedenjem 350 ml izvorne otopine amonijevog acetata koncentracije 200

mM s 650 ml vode.

Amonijev acetat koncentracije 70 mM koristen kao vodeni dio pokretne faze pripravljen je
razrjedenjem 0,35 | izvorne otopine amonijevog acetata koncentracije 200 mM do

volumena od 1 1.

Amonijev hidrogenkarbonat koncentracije 10 mM koriSten kao vodeni dio pokretne faze

pripraviljen je otapanjem 0,791 g amonijevog hidrogenkarbonata u 1 | vode.

Amonijev hidrogenkarbonat koncentracije 50 mM koriSten kao vodeni dio pokretne faze

pripraviljen je otapanjem 3,95 g amonijevog hidrogenkarbonata u 1 | vode.

Svim otopinama je podesena pH vrijednost na 7,40 pomoc¢u amonijaka. Pripraviljene su
neposredno prije kromatografskih analize te su prije upotrebe filtrirane kroz PTFE filter

velic¢ine pora od 0,22 pym.
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4.2.2. Priprava otopina za odredivanja lipofilnosti metodom

izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

Priprava fosfatnog pufera i n-oktanola

Otopina klorovodi¢ne kiseline koncentracije 5 M (M = mol I'?) pripravljena je razrjedenjem

43,6 ml koncentrirane klorovodicne kiseline s 56,4 ml vode.

Fosfatni pufer koncentracije 25 mM (mM = mmol I'Y)pripravljen je otapanjem 8,90 g
natrijevog hidrogenkarbonata dihidrata u 2 | vode te je pH vrijednost otopine podeSena na
7,40 pomocu klorovodicne kiseline koncentracije 5 M. Nakon dodatka 100 ml n-oktanola i
intenzivnog mijesanja 72 sata, slojevi su odvojeni pomocu lijevka za odjeljivanje.
Pripremljeni pufer, zasi¢en n-oktanolom, filtriran je kroz politetrafluoretilenski (PTFE) filter

veli¢ine pora od 0,22 um.

n-Oktanol, zasi¢en fosfatnim puferom, pripravljen je kako opisano u prethodnom odlomku.

Priprava radnih otopina makrociklickih spojeva pocetne i proSirene skupine te otopina

kontrolnih spojeva za CAMDIS pokus

Radne otopine makrocikli¢ckih spojeva pocetne i prosirene skupine koncentracije od 10 mM
pripravljene su razrjedivanjem 10 pul izvorne otopine koncentracije 50 mM s 40 yl DMSO-

a.
Radne otopine vanjskog standarda i kontrolnih spojeva koncentracije 10 mM koji su se
koristili u pokusu pripravljene su na sljedeci nacin:

e vanjski standard - imipramin: otapanjem 3,17 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e kontrolni spoj — primidon: otapanjem 2,18 mg krutine u 1 ml DMSO-a;

e kontrolni spoj - testosteron: otapanjem 2,88 mg krutine u 1 ml DMSO-a.

Priprava otopine za razrjedenje uzoraka iz CAMDIS pokusa

Izvorna otopina unutarnjeg standarda masene koncentracije 0,4 mg ml! pripravljena je

otapanjem 0,8 mg unutarnjeg standarda u 2 ml acetonitrila.

Otopina unutarnjeg standarda koncentracije masene koncentracije 50 ng ml?! za
razriedivanje uzoraka za analize upotrebom tekucinske kromatografije ultravisoke
djelotvornosti u sprezi sa spektrometrom masa s trostrukim kvadrupolom (engl. ultra-
performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry, UPLC-
MS/MS) pripravljena je razrjedivanjem 125 pl izvorne otopine unutarnjeg standarda
masene koncentracije 0,4 mg ml! te dodatkom 1 ml mravlje kiseline u smjesu koja se

sastojala od 900 ml acetonitrila i 100 ml vode.
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Priprava pokretnih faza za UPLC-MS/MS analize uzoraka iz CAMDIS pokusa

Vodeni dio pokretne faze, 0,1 % mravlje kiseline u vodi (V / V), pripravljen je

razrjedivanjem 0,1 ml mravlje kiseline u 1 | vode.

Organski dio pokretne faze, 0,1 % mravlje kiseline u acetonitrilu i vodi (0,1:90:10, V/V/
V), pripravljen je dodatkom 1 ml mravlje kiseline u smjesu otapala koja se sastojala od

900 ml acetonitrila i 100 ml vode.

4.3. Oprema

4.3.1. Pribor i uredaji

Pribor koristen pri kromatografskim analizama

e PTFE filtri veli¢ine pora 0,2 um (Whatman, Kent, Velika Britanija)

e Posudice s Cepovima koje se koriste u automatskim uzorkivacima kod RP-HPLC

analiza (Agilent Technologies,Waldbronn, Njemacka)
¢ Automatske pipete s jednokratnim nastavcima (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e Plasti¢ne posudice s ¢epovima (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Pribor koriSten za odredivanje lipofilnosti metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS

metode

e PTFE filtri veli¢ine pora 0,2 um (Whatman, Kent, Velika Britanija)

e Polipropilenske plocice s 96 jazica, V-dno (Thermo Scientific Nunc, Pittsburgh, PA,
Sjedinjene AmeriCke Drzave)

e Plocice s 96 dubokih jazica i filtracijskim sustavom MultiScreen (Billerica, MA,
Sjedinjene AmeriCke Drzave)

e Polipropilenske plocice s 96 dubokih jaZica, 2 ml (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA,
Sjedinjene AmeriCke Drzave)

o Teflonske CAMDIS plocice s 96 jazica (napravljene po narudzbi)

e Univerzalni poklopci za plocice (Thermo Scientific Nunc, Pittsburgh, PA, Sjedinjene
AmeriCke Drzave)

e Plocice s posudicama za difuziju i filtraciju, DIFI (Weidmann Plastics Technology,
Rapperswil, Svicarska)

e Polipropilenske plocice s 96 dubokih jazica, 1 ml (Treff Lab, Torekov, Svedska)

e Polipropilenske plocice s 96 jazica, U-dno (Agilent Technologies,Waldbronn,
Njemacka)

¢ Adhezivne folije za zatvaranje ploCica EZ-Pierce (Sigma, Steinheim, Njemacka)

e Adhezivne folije za zatvaranje plocica za kromatografsku analizu s utiskom za 96

jazica (JG Finneran, Vineland, NJ, Sjedinjene Americke Drzave)
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Uredaji koriSteni za pripravu pokretnih faza za kromatografske analize

e Analiticka vaga AT261 DeltaRange (Mettler-Toledo International Inc., Greifensee,

Svicarska)
e Vibracijska mjesalica IKA-MS2 minishaker (IKA-Werke, Staufen, Njemacka)

e Ultrazvuéna kupelj Sonorex Super RK 514 BH (Bandelin electronic, Berlin,

Njemacka)

e Digitalni pH-metar Orion 370 (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, Sjedinjene

Ameri¢ke Drzave)

e Kombinirana staklena elektroda (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, Sjedinjene

Americ¢ke Drzave)

e Uredaj za prociscavanje vode Milli Q Gradient A10 (Millipore, Billerica, MA,

Sjedinjene Americke Drzave)

Uredaji_koriSteni za odredivanje lipofilnosti metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS

metode

¢ Automatska jedinica Freedom EVO s EVOware programom za upravljanje (Tecan,
Mannedorf, Svicarska)

e Automatska jedinica JANUS s WinPrep programom za upravljanje (Perkin Elmer,
Waltham, MA, Sjedinjene Americke Drzave)

¢ Centrifuga SL 40R (Thermo Scientific, Pittsburgh, PA, Sjedinjene Americke Drzave)

e Termomikser, ThermoMixer C s ThermoTop (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e Uredaj za procis¢avanje vode Milli Q Gradient A10 (Millipore, Billerica, MA,

Sjedinjene AmeriCke Drzave)

4.3.2. Instrumenti

Instrument koristen za kromatografske analize

Sva mjerenja su provedena upotrebom RP-HPLC-DAD-MS metode na tekucinskom
kromatografu visoke djelotvornosti Agilent 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka) spregnutim s Micromass Quattro micro API spektrometrom masa (Waters,
Milford, MA, Sjedinjene Americke Drzave). HPLC instrument je opremljen kvarternom
pumpom, termostatiranim automatskim uzorkivadem, termostatiranim odjeljkom za

kolone te DAD-om.

Instrument koriSten za analize uzoraka iz pokusa za odredivanje lipofilnosti metodom

izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

Sva mjerenja su provedena upotrebom UPLC-MS/MS metode na tekucinskom

kromatografu ultravisoke djelotvornosti Nexera X2 (Shimadzu, Kyoto, Japan) spregnutim
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s API4000 spektrometrom masa s trostrukim kvadrupolom kao analizatorom masa (AB

Sciex Instruments, Foster City, CA, Sjedinjene Americke Drzave).

4.3.3. Kromatografske kolone

Kromatografske kolone koristene za kromatografske analize

Luna C18(2), duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm, veli¢ine Cestica 5 um,

veli¢ine pora 100 A (Phenomenex, Torrance, CA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)

Luna C18(2) HST, duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm, veli¢ine Cestica 2,5

um, veli¢ine pora 100 A (Phenomenex, Torrance, CA, Sjedinjene Americ¢ke Drzave)

Atlantis dC18, duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm, veli¢ine Cestica 3 um,
veli¢ine pora 100 A (Waters, Manchester, Velika Britanija)

XBridge BEH C18, duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 2,1 mm, veli¢ine Cestica 3,5
um, veli¢ine pora 130 A (Waters, Manchester, Velika Britanija)

XTerra Shield RP18, duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm, veli¢ine ¢estica 3,5
um, veli¢ine pora 125 & (Waters, Manchester, Velika Britanija)

XSelect CSH C18, duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm, veliCine Cestica 5

um, veli¢ine pora 130 A (Waters, Manchester, Velika Britanija)

Kromatografska kolona koristena za analizu uzoraka iz pokusa za odredivanje lipofilnosti

metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

Luna Omega Polar C18, duljine 30 mm, unutarnjeg promjera 2,1 mm, veli¢ine
Cestica 1,6 pm, veli¢éine pora 100 A (Phenomenex, Torrance, CA, Sjedinjene

AmeriCke Drzave)

4.3.4. Programi koristeni za upravljanje RP-HPLC-DAD-MS i UPLC-

MS/MS sustavima te za obradu podataka

MassLynx 4.1 (Waters, Manchester, Velika Britanija)
Applied Biosystems Analyst 1.6.3 (AB Sciex Instruments, Toronto, Kanada)
DiscoveryQuant 3.0.1 (AB Sciex Instruments, Toronto, Kanada)

Microsoft Excel 2013 and 2016 (Microsoft, Redmond, WA, Sjedinjene Americke

Drzave)

ACD/Labs Percepta 14.2.0 (ACD/Labs, Toronto, Kanada)
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4.4. Metode

4.4.1. Odredivanje log D vrijednosti metodom izmuckivanja
upotrebom CAMDIS metode

Makrociklickim spojevima pocetne i prosirene skupine odredena je log D vrijednost

metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode (73).

4.4.1.1. Provedba pokusa za odredivanje lipofilnosti metodom

izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

CAMDIS metoda se rutinski provodi u nasem laboratoriju na nacin opisan u literaturi (73),
ali uz primjenu jo$ jednog koraka (neobjavljeni rezultati). Kako bi se metoda dodatno
ubrzala, spojevi se prije eksperimenta slazu u grupe od tri ¢lana, vodeci racuna o kriteriju
da se njihove molekulske mase moraju razlikovati za najmanje 5 Da kako bi se izbjegle
eventualne interferencije prilikom UPLC-MS/MS analiza uzoraka. Time se u svakom stupcu,
umjesto za jedan spoj, odreduje lipofilnost za tri spoja, ¢ime se smanjio broj plocCica
koristenih u eksperimentu, Sto je znacajno olakSalo provedbu samog eksperimenta.
Vrijeme trajanja analiza uzoraka smanjilo se za 60 %. Osim u vremenu trajanja analize,
znacajan je pomak i u potrosnji pokretnih faza te je produljen vijek trajanja kromatografske
kolone ako se uzme u obzir broj spojeva koji se profiliraju njezinom upotrebom. Ovakvo
grupiranje spojeva ne utjeCe na log D vrijednost odredenu upotrebom CAMDIS metode

(neobjavljeni rezultati).

Iz radnih otopina makrociklickih spojeva pocetne i prosirene skupine koncentracije 10 mM
u DMSO-u grupiranjem su pripravljene smjese spojeva koje su sadrzavale po tri spoja
koncentracije 3,33 mM, na nacin da se pomijeSalo 15 pl radne otopine svakog clana
smjese. Uz istrazivane spojeve pokus je sadrzavao i vanjski standard imipramin te
kontrolne spojeve primidon i testosteron. Volumen od 12 pjl svake smjese spojeva je
razrijeden u 1,188 ml fosfatnog pufera, nakon ¢ega je dobivena otopina profiltrirana te je
dodano jo$ 200 ml fosfatnog pufera u svrhu sprje¢avanja eventualnog taloZzenja spoja za
one spojeve koji imaju grani¢nu topljivost pri ovoj koncentraciji. Tako pripravljena otopina
koncentracije 28,5 mM koristena je kao vodeni dio distribucijskog sustava za odredivanje
log D vrijednosti. Log D vrijednost svakog spoja mjerena je u 6 replika (tri CAMDISMd j tri
CAMDIS'#° replike) te su pripravljena dva referentna uzorka, jedan koji predstavlja pocetnu
koncentraciju istrazivanog spoja te jedan koji je razrijeden fosfatnim puferom na nacin da
se 30 pl otopine smjese spojeva u puferu dodatno razrijedilo s 120 ul pufera. Po 150 pl
otopine je preneseno u stupac teflonske CAMDIS plocice s 96 jaZica te prekriveno DIFI

plo¢icom koja je napunjena n-oktanolom za tri CAMDIS"dr replike, odnosno tri CAMDIS!'iPo
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replike te dvije prazne jazice za referentne uzorke, kako je opisano u poglavlju 2.3.3.
Plocice su zatvorene adhezivhom folijom za zatvaranje te je tako sastavljena aparatura
mijeSana 18 sati na 21 °C pri 400 rpm. Nakon postizanja ravnoteZe izmedu slojeva,
aparatura je rastavljena odvajanjem DIFI plocice te je vodeni dio razrijeden otopinom za
razrjedivanje za UPLC-MS/MS analize koja je sadrzavala unutarnji standard. Razrjedenje
uzoraka je provedeno na nacin da se 5 yl CAMDIS"d uzoraka razrijedilo s 245 pul otopine
za razrjedivanje (1:49, V/V), dok se 5 ul CAMDIS'"?° i referentnih Rp i Ra uzoraka razrijedilo
s 445 ul otopine za razrjedivanje (1:89, V/V).

4.4.1.2. UPLC-MS/MS analize uzoraka iz pokusa za odredivanje lipofilnosti

metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode

Umjesto RP-HPLC-DAD-MS metode za analizu uzoraka kako je opisano u literaturi (73),
koriStena je UPLC-MS/MS metoda. Konfiguracija instrumenta koristenog u tu svrhu
navedena je u poglavlju 4.3.2. Kao vodeni dio pokretne faze koriStena je otopina mravlje
kiseline u vodi (0,1:100, V / V), dok je kao organski dio pokretne faze koristena otopina
mravlje kiseline u acetonitrilu i vodi (0,1:90:10, V / V / V). Kao nepokretna faza, odnosno
kromatografska kolona koristena je Luna Omega Polar C18. Protok pokretne faze iznosio
je 700 upl mint, dok je volumen injektiranja iznosio 2 pl. Kromatografska kolona je
termostatirana na 50 °C, a uzorci za analizu ¢uvani u automatskom uzorkivacu na 8 °C.
Koristeni gradijent pokretne faze prikazan je u Tablica 4.2.

Tablica 4.2 Gradijent pokretne faze za analizu istraZivanih i kontrolnih spojeva te vanjskog
standarda iz CAMDIS pokusa

t / min Vodeni dio pokretne | Organski dio pokretne
faze ¢ / % faze ¢ / %
0,00 - 0,15 98 2
0,15-10,70 98 -5 2 -»95
0,70 - 1,10 5 95
1,10 -1,11 5-98 95 -2
1,11 - 1,50 98 2

Za snimanje kromatograma ukupne struje koriStena je ionizacija elektrorasprSenjem uz
primjenu pozitivnog ili negativnog izvora napona te tehnike snimanja visestrukih reakcija
(eng. multiple reaction monitoring, MRM). Zajedno sa svakim analitom, praéen je i prijelaz
unutarnjeg standarda zbog postizanja bolje preciznosti mjerenja, kao i za provjeru
ispravnosti rada UPLC-MS/MS sustava. Parametri rada MS detektora prilagodeni su
posebno za svaki istrazivani uzorak u svrhu postizanja najviSe osjetljivosti. Fragmentacije
te parametri MS detektora koristeni za detekciju (ion prekursora — ion produkta)
unutarnjeg i vanjskog standarda, kontrolnih uzoraka, kao i svakog istrazivanog spoja
nalaze se u dodatku 8.7. Kvantifikacija je provedena racunanjem omjera povrsine pika

analita i pika unutarnjeg standarda.
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4.4.1.3. Racunanje log D vrijednosti upotrebom CAMDIS metode

Odredivanje log D vrijednosti upotrebom CAMDIS metode provedeno je na 6 replika te je
vrijednost istrazivanih spojeva izracunata kao njihova srednja vrijednost. Log D vrijednost

svake replike izraCunata je prema Jednadzba 4.1.

X —

R-S Vv)
s "V,

logD = log(

Jednadzba 4.1 Racunanje log D vrijednosti upotrebom CAMDIS metode.

gdje je:
e R - omjer povrsina kromatografskih pikova referentnog uzorka (Ra ili Rp) i
unutarnjeg standarda;
e S - omjer povrSina kromatografskih pikova istrazivanog uzorka i unutarnjeg
standarda;
e Vv - volumen fosfatnog pufera;

e Vo - volumen n-oktanola.

Kako bi se napravila korekcija volumena n-oktanola uslijed isparavanja, koriSten je
imipramin kao vanjski standard. Volumen n-oktanola za CAMDISMdre j CAMDIS'P° replike
korigirao se kako bi log D vrijednost za imipramin iznosila 2,40. Kao kontrolni uzorci
koristeni su testosteron i primidon. Na temelju korigiranih vrijednosti n-oktanola te
dobivenih log D vrijednosti za kontrolne spojeve ocijenjena je uspjeSnost CAMDIS pokusa.
Pokus se prihvacao za daljnju obradu podataka ako su vrijednosti n-oktanola bile 10,5 pl
+ 1,0 pl za CAMDIShd replike, odnosno 1,25 pl £ 0,12 pl za CAMDIS'P° replike. Takoder,
log D vrijednost trebala je biti 0,80 £ 0,07 za primidon, odnosno 3,37 * 0,05 za
testosteron. U slucaju kada jedan od kriterija uspjeSnosti pokusa nije zadovoljen, pokus se

ponovio.

Za svaki istrazivani spoj procijenjen je i eventualni afinitet spoja za plastiku koja se koristi

u pokusu prema Jednadzba 4.2.

R
% razlike = R_a X 100
b

Jednadzba 4.2 Racunanje afiniteta spoja za plastiku upotrebom CAMDIS metode.

gdje je:
e Ra - omjer povrSina kromatografskih pikova uzorka i unutarnjeg standarda za
referentni uzorak razrijeden fosfatnim puferom (1:5, V / V);
e Ry - omjer povrSina kromatografskih pikova uzorka i unutarnjeg standarda za

referentni uzorak koji predstavlja poCetnu koncentraciju spoja.
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Ukoliko je Ra < 25 % od Rb, Rb je koriSten u jednadZzbi za racunanje log D vrijednosti.
Ukoliko je Ra = 25 % od Rp, kao referentni uzorak uzeta je vrijednost u iznosu 5xR,. U
slucaju kad je Ra = 80 % od Ry, smatralo se da je tijekom pokusa doslo do talozenja spoja

u fosfatnom puferu.

4.4.2. Kromatografsko odredivanje lipofilnosti upotrebom CHI

metode

Kromatografske analize spojeva u svrhu odredivanja lipofilnosti upotrebom CHI metode
(22,77) provedene su pomoc¢u RP-HPLC-DAD-MS sustava. Konfiguracija instrumenta

koristenog u tu svrhu navedena je u poglavlju 4.3.2.

4.4.2.1. RP-HPLC-DAD-MS uvjeti za odredivanje lipofilnosti upotrebom
CHI metode

Za odredivanje lipofilnosti spojeva CHI metodom kao vodeni dio pokretne faze koristena je
otopina amonijevog acetata koncentracije 50 mM pri pH vrijednosti 7,40, dok je kao
organski dio pokretne faze koristen acetonitril. Nepokretna faza, odnosno kromatografska
kolona bila je Luna C18(2), duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm, veliCine Cestica 5
um te veli¢ine pora 100 A. Protok pokretne faze bio je 1 ml min-t tijekom cijelog mjerenja,
dok je injektirani volumen uzorka iznosio 2 pl. Kromatografska kolona je termostatirana
na 25 °C, a uzorci za analizu ¢uvani u automatskom uzorkivacu na 15 °C. Gradijentna
analiza provodila se za svaki spoj dva puta. Gradijent pokretne faze koriSten za analize

prikazan je u Tablica 4.3.

Tablica 4.3 Gradijent pokretne faze za kromatografsko odredivanje lipofilnosti upotrebom
CHI metode.

t / min Vodeni dio pokretne Organski dio pokretne
faze ¢ / % faze ¢ / %
0,00 - 3,00 100 - 0 0 — 100
3,00 - 3,50 0 100
3,50 - 3,70 0 — 100 100 - 0
3,70 - 5,00 100 0

Kromatogrami su dobiveni snimanjem pomoc¢u DAD-a s koriStenim rasponom valnih duljina
od 190 do 600 nm. S obzirom da vecina istrazivanih makrociklickih spojeva ne apsorbira u
UV/VIS podrucju mjerljivom DAD-om, za njihovu detekciju koristen je MS detektor. Za
snimanje kromatograma ukupne ionske struje (engl. total-ion current, TIC) i spektara
masa koristena je ionizacija elektrorasprSenjem uz izmjenu pozitivnih i negativnih

potencijala pri rasponu omjera mase i naboja (engl. mass-to-charge ratio, m/z) koja
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odgovara ionu protoniranog spoja [M-H]* od 300 do 1300. Kapilarni napon je bio oko 2500
V, ekstrakcijske elektrode u obliku stoSca oko 3 V, a elektrode u obliku stosca u koji ulazi
ionizirani uzorak oko 30 V. Temperatura desolvatacije bila je oko 350 °C, a temperatura
izvora oko 150 °C. Protok dusika koriStenog za desolvataciju je bio oko 700 | h-!, a protok
plina pri elektrodi u obliku stosSca oko 80 | h-. Omjer rezolucije masa tezih i laksih iona bio

je podesSen na 15/15.

4.4.2.2. Racunanje kromatografskog indeksa hidrofobnosti (CHI) i Chrom

log D vrijednosti istrazivanih spojeva upotrebom CHI metode

Pri kromatografskom odredivanju lipofilnosti upotrebom CHI metode kromatografski sustav
je prije svakog mjerenja kalibriran pomocu 10 spojeva koji pripadaju klasi malih molekula
koje se upotrebljavaju kao kalibracijski standardi upotrebom CHI metode (77) (Tablica
4.4). Prikazane CHI vrijednosti standarda odnose se na pH vrijednost puferske otopine
koriStene kao vodeni dio pokretne faze od 7,40. U dodatku 8.5 dane su molekulske

strukture, formule i mase svih kalibracijskih standarda.

Tablica 4.4 Kalibracijski standardi i njihovi kromatografski indeksi hidrofobnosti CHI pri pH
7,40 koji se koriste za kalibraciju RP-HPLC sustava upotrebom CHI metode za odredivanje
lipofilnosti.

Oznaka spoja Naziv spoja CHI
STD_1 Teofilin 18,4
STD_2 5-Feniltetrazol 23,6
STD_3 Benzimidazol 34,3
STD_4 Kolhicin 43,9
STD_5 8-Fenilteofilin 51,7
STD_6 Acetofenon 64,1
STD_7 Indol 72,1
STD_8 Propiofenon 77,4
STD_9 Butirofenon 87,3

STD_10 Valerofenon 96,4

Vremena zadrzavanja kalibracijskih standarda dobivena upotrebom CHI metode linearnom
regresijom dovedena su u ovisnost s njihovim literaturnim CHI vrijednostima c¢ime je
dobivena Jednadzba 2.7. Dobivena kalibracijska jednadzba, odnosno nagib dobivenog
kalibracijskog pravca A te njegov odsjeCak B koristeni su za odredivanje CHI vrijednosti
istrazivanih makrociklickih spojeva. Tako dobivene CHI vrijednosti upotrebom Jednadzba

2.8 preracunate su u Chrom log D vrijednosti (38).
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4.4.3. Istrazivanje utjecaja eksperimentalnih kromatografskih
uvjeta na vremena zadrzavanja spojeva te na oblik i

simetriju kromatografskih pikova istrazivanih spojeva

Kromatografske analize pri kojima su se mijenjali kromatografski uvjeti provedene su u
svrhu istrazivanja eksperimentalnih promjena na vremena zadrzavanja spojeva, ali i na
oblik i simetriju kromatografskih pikova. Ove promjene istrazivane su na kalibracijskim
standardima koji pripadaju malim molekulama, kao i na spojevima koji pripadaju pocetnoj
skupini makrocikala. Sva mjerenja provedena su na RP-HPLC-DAD-MS instrumentu
(poglavlje 4.3.2). Uvjeti DAD-a, kao i MS detektora su bili jednaki onima primijenjenim za

odredivanje lipofilnosti upotrebom CHI metode.

Istrazivanje utjecaja eksperimentalnih uvjeta na vremena zadrzavanja odabranih spojeva
te na oblik i simetriju kromatografskih pikova provedeno je mijenjanjem vise

kromatografskih parametara. Eksperimentalni uvjeti koji su proucavani su:
e temperatura kromatografske kolone;
e brzina primijenjenog gradijenta;
e protok pokretne faze;
e upotreba vrste nepokretne faze, odnosno kromatografske kolone;
e koncentracija i vrsta puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze;

e vrsta organskog otapala u pokretnoj fazi.

4.4.3.1. Utjecaj temperature kromatografske kolone

Temperatura kromatografske kolone koja se koristi upotrebom CHI metode je 25 °C.
Istrazen je utjecaj povecdanja temperature kromatografske kolone na 40 °C, 50 °C te 60

°C. Svi ostali parametri bili su jednakim onima u CHI metodi.

4.4.3.2. Utjecaj brzine gradijenta

CHI metoda za odredivanje lipofilnosti koristi linearno gradijentno ispiranje od 0 do 100 %
(V / V) organskog dijela pokretne faze, odnosno acetonitrila, kroz 3 minute. Istrazen je
utjecaj brzine primijenjenog gradijenta na nacin da je primijenjen linearni gradijent kroz

2, 51 7 minuta. Svi ostali parametri bili su jednakim onima u CHI metodi.

4.4.3.3. Utjecaj protoka pokretne faze

Protok pokretne faze koji se koristi upotrebom CHI metode je 1 ml min! tijekom cijelog

mjerenja. Istrazen je utjecaj promjene protoka pokretne faze te su primijenjeni protoci od
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0,5 mlmin-t, 1,5 ml min-! te 2 ml min~'. Za ovo istrazivanje primijenjen je linearni gradijent

kroz 5 minuta. Svi ostali parametri bili su jednakim onima u CHI metodi.

4.4.3.4. Utjecaj vrste kromatografske kolone

U svrhu istrazivanja utjecaja nepokretne faze, odnosno kromatografske kolone koristeno
je pet alternativnih kromatografskih kolona. S obzirom na ograni¢enje maksimalnog tlaka
sustava na 400 bar-a, kao i na razlike u duljini istrazenih kolona, prema potrebi prilagoden
je i gradijentni nacin ispiranja za svaku primijenjenu kromatografsku kolonu (Tablica 4.5).
Svi ostali parametri bili su jednakim onima u CHI metodi.

Tablica 4.5 Gradijenti pokretne faze za istraZivanje utjecaja odabrane kromatografske
kolona na vrijeme zadrZavanja istrazivanih spojeva.

Kromatografska t / min Vodeni dio pokretne Organski dio pokretne
kolona faze ¢ / % faze ¢ / %
_ 0,00 - 3,00 100 - 0 0 — 100
Atlantis dC18 3,00 - 3,50 0 100
XBridge BEH
XTerra RP18 3,50 - 3,70 0 — 100 100 -0
3,70 - 5,00 100 0
0,00 - 3,80 100 - 0 0 — 100
3,80 - 4,40 0 100
Luna HST
4,40 - 4,60 0 — 100 100 - 0
4,60 - 6,20 100 0
0,00 - 3,00 95 -0 5 - 100
3,00 - 3,50 0 100
XSelect CSH
3,50 - 3,70 0— 95 100 — 5
3,70 - 5,00 95 5

4.4.3.5. Utjecaj koncentracije i vrste puferske otopine koristene kao

vodeni dio pokretne faze

Za istrazivanje utjecaja koncentracije puferske otopine koja se koristi kao vodeni dio
pokretne faze koristen je amonijev acetat u koncentracijama od 5 mM, 10 mM, 30 mM, 50
mM i 70 mM. Takoder, istrazen je i utjecaj zamjene amonijevog acetata s amonijevim
hidrogenkarbonatom kao puferskom otopinom koriStenom kao vodeni dio pokretne faze, i
to u koncentracijama od 10 mM i 50 mM. Svi ostali parametri bili su jednakim onima u CHI

metodi.

4.4.3.6. Utjecaj vrste organskog otapala u pokretnoj fazi

IstraZzen je utjecaj vrste organskog otapala u pokretnoj fazi tako da je acetonitril kao
organsko otapalo u pokretnoj fazi zamijenjen metanolom. Pritom je kao vodeni dio
pokretne faze upotrijebljen amonijev acetat koncentracije 50 mM. Takoder, istrazen je i

utjecaj upotrebe amonijevog hidrogenkarbonata u koncentracijama od 50 mM i 10 mM kao
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puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze i metanola kao organskog otapala
u pokretnoj fazi. U ovom istrazivanju primijenjeni su linearni gradijenti kroz 5 minuta. Svi

ostali parametri bili su jednakim onima u CHI metodi.
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5. REZULTATI I RASPRAVA






Poglavlje Rezultati i rasprava podijeljeno je u nekoliko cjelina. Prvi dio opisuje profiliranje
poCete skupine makrociklickin spojeva upotrebom poznatih metoda. Makrociklickim
spojevima pocetne skupine izmjerene su log D vrijednosti pomoc¢u metode izmuckivanja
upotrebom CAMDIS metode. Ista skupina spojeva je zatim profilirana upotrebom CHI

metode za kromatografsko odredivanje lipofilnosti.

U drugom dijelu poglavlja prikazani su rezultati vezani uz istrazivanje utjecaja
eksperimentalnih kromatografskih uvjeta na vremena zadrzavanja spojeva te na oblik i
simetriju kromatografskih pikova. Pritom su se za navedena istraZzivanja koristile male
molekule koje se upotrebljavaju kao standardi za kalibraciju CHI metode te pocetna

skupina makrocikli¢kih spojeva.

Odabir kombinacije najboljih eksperimentalnih uvjeta za kromatografsko lipofilno
profiliranje makrociklickih spojeva napravljen je u tre¢éem dijelu poglavlja. Zatim je
metodom razvijenom u ovom radu profilirana proSirena skupina makrociklickih spojeva
koja se sastojala od 236 novih makrociklickih spojeva iz FideltaMacro™ platforme u svrhu
provjere kromatografske metode za odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva
razvijene unutar ovog doktorskog rada. Pritom je predloZzena jednadzba za prevodenje
vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva u log D vrijednosti. Takoder, prikazani su i
rezultati istrazivanja gdje se proucavala mogucnost grupiranja spojeva za kromatografsku

analizu u svrhu ubrzanja procesa kromatografskog odredivanja lipofilnosti.

Na kraju, u cetvrtom dijelu napravljena je usporedba rezultata dobivenih razlic¢itim
metodama odredivanja log D vrijednosti prosirene skupine makrociklickih spojeva pri c¢emu
su log D vrijednosti dobivene metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode
usporedene s in silico log D vrijednostima, kako i s eksperimentalnim log D vrijednostima

dobivenima upotrebom CHI metodom te metode razvijene u ovom radu.

5.1. Odredivanje lipofilnosti pocetne skupine makrociklickih
spojeva metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS

metode

Upotrebom CAMDIS metode opisane u poglavilju 4.4.1 (73) odredene su log D vrijednosti

za 20 makrocikli¢kih spojeva pocetne skupine. Rezultati su prikazani u Tablica 5.1.
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Tablica 5.1 CAMDIS log D vrijednosti poCetne skupine makrociklickih spojeva.

osz;;_';a CAMDIS log D S;:C:;Z:‘i'j';a reB;I‘i’IJ(a Komentar
MAC_1 <-0,2 / 5 Izvan granica metode
MAC_2 1,12 0,09 6 /
MAC_3 <-0,2 / 3 Izvan granica metode
MAC_4 2,61 0,29 5 /
MAC_5 3,92 0,07 5 /
Neuspjesna optimizacija
MAC_6 / / / parametera radapMS deteJktora
MAC_7 / / / Neprecizni rezultati
Neuspjesna optimizacija
MAC_8 / / / parametzjra radapMS deteJktora
MAC_9 / / / Neprikladna analiticka metoda
MAC_10 0,75 0,34 6 /
MAC_11 0,77 0,26 5 /
MAC_12 0,82 0,23 4 /
MAC_13 0,37 0,42 4 /
MAC_14 1,51 0,07 3 /
MAC_15 1,72 0,06 4 /
MAC_16 3,25 0,07 5 /
MAC_17 0,53 0,07 2 /
MAC_18 0,86 0,20 5 /
MAC_19 2,61 0,07 4 /
MAC_20 / / / Talozenje u puferu

Kako bi se dobili Sto precizniji podaci o lipofilnosti, CAMDIS pokus se za pocetnu skupinu
makrocikli¢kih spojeva proveo ukupno 6 puta te je log D vrijednost izracunata kao srednja
vrijednost svih mjerenja (Tablica 5.1). Razlog veceg broja mjerenja je potreba za Sto
preciznijim odredivanjem log D vrijednosti pocetne skupine makrociklickih spojeva jer je
CAMDIS log D vrijednost uzeta kao referentna vrijednost s kojim su usporedivani
pokazatelji lipofilnosti dobiveni drugim metodama u ovom radu. MoZe se primijetiti kako
za 7 spojeva nije bilo moguée odrediti CAMDIS log D vrijednost iz nekoliko razloga.
Spojevima MAC_1 - karbetocinu i MAC_3 - oktreotidu nije bilo moguce odrediti konkretnu
vrijednost lipofilnosti jer nije dobivena dovoljna razlika izmedu omjera analita i unutarnjeg
standarda izmedu istrazivanih uzoraka i referentnog uzorka, Sto ukazuje da je rije¢ o
izrazito hidrofilnim spojevima kod kojih gotovo i da ne dolazi do raspodjele u n-oktanol. Za
ove spojeve log D vrijednost nije iskazana konkretnim brojem, vec je izrazena kao < -0,2
jer je log D vrijednost izvan granica metode. Za spojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_8
- takrolimus UPLC-MS/MS analiza uzoraka nije bila uspjesna zbog nemoguénosti
pronalaska prikladnih parametara rada MS detektora, odnosno u slucaju spoja MAC_9 -
pimekrolimusa zbog neprikladnosti analiticke metode. Prilikom dodavanja spoja MAC_20 -

ciklosporina u fosfatni pufer doslo je do taloZenja, Sto upucuje na nedovoljnu topljivost
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spoja u mediju za provedbu pokusa. U slucaju spoja MAC_7 - telitromicina u ponovljenim
pokusima dobiveni su znacajno razliCiti rezultati, odnosno primijecen je prevelik rasap
dobivenih log D vrijednosti pa je naznaceno da su dobiveni neprecizni rezultati. Za ostalih

13 od 20 spojeva pocetne skupine uspjesno je odredena CAMDIS log D vrijednost.

Proucavanjem raspona CAMDIS log D vrijednosti pocetne skupine makrociklickih spojeva,
moze se primijetiti da je raspon prilicno Sirok i krece se od < -0,2 do 3,92. Spojeve Cije su
CAMDIS log D vrijednosti manje od 0 smatramo hidrofilnima, dok one s log D vrijednostima
iznad 3 smatramo lipofilnima. Stoga spojeve MAC_5 - rifabutin i MAC_16 - josamicin
svrstavamo u lipofilnu, dok spojevi MAC_1 - karbetocin i MAC_3 - oktreotid spadaju u
hidrofilnu kategoriju. Ostali spojevi imaju log D vrijednosti koje smatramo optimalnima za

razvoj oralno bioraspolozZivog lijeka (23).

Analiziramo |i dobivene standardne devijacije mjerenja (Tablica 5.1), moze se primijetiti
da je za neke spojeve dobivena vrlo niska standardna devijacija Sto upucuje na dobru
ponovljivost mjerenja i pouzdanost dobivenog rezultata. Medutim, za nekolicinu spojeva
to nije slucaj, sto upucuje na visoku osjetljivost metode pa tako i male promjene u provedbi
pokusa mogu znacajno promijeniti konacni rezultat mjerenja lipofilnosti ovih spojeva
upotrebom CAMDIS metode.

CAMDIS metoda je minijaturizirna direktna metoda izmuckivanja (73), a lipofilnost spojeva
dobivena izmuckivanjem u sustavu n-oktanola i vode joS uvijek se smatra zlatnim
standardnom za odredivanje lipofilnosti (55). Iz tog razloga CAMDIS log D vrijednosti
makrociklickih spojeva pocetne skupine dobivene u ovom pokusu definirane su kao
referentne vrijednosti te su koriStene za usporedbu s kromatografskim pokazateljima
lipofilnosti dobivenim upotrebom razli¢itih kromatografskih metoda za odredivanje

lipofilnosti.

5.2. Kromatografsko odredivanje lipofilnosti pocetne

skupine makrociklickih spojeva upotrebom CHI metode

Kromatografska lipofilnost odredena je za pocetnu skupinu makrociklickih spojeva
upotrebom CHI metode opisane u poglavlju 4.4.2. Dobivene Chrom log D vrijednosti

prikazane su u Tablica 5.2.
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Tablica 5.2 Vremena zadrZavanja, CHI te Chrom log D vrijednosti poCetne skupine
makrocikli¢kih spojeva dobivene upotrebom CHI metode.

Osz:;_I;a tr / min CHI Chrom log D
MAC_1 2,52 49,3 2,23
MAC_2 2,84 64,8 3,55
MAC_3 2,53 49,8 2,27
MAC_4 3,20 82,2 5,05
MAC_5 3,82 112 7,62
MAC_6 3,21 82,7 5,09
MAC_7 2,71 58,5 3,01
MAC_8 3,93 118 8,07
MAC_9 4,33 137 9,73
MAC_10 2,53 49,8 2,27
MAC_11 2,64 55,1 2,72
MAC_12 2,31 39,2 1,36
MAC_13 2,38 42,5 1,65
MAC_14 2,86 65,8 3,64
MAC_15 2,93 69,2 3,93
MAC_16 3,48 95,8 6,21
MAC_17 2,45 45,9 1,94
MAC_18 2,77 61,4 3,26
MAC_19 3,30 84,2 5,46
MAC_20 3,96 119 8,20

Odredivanje lipofilnosti upotrebom CHI metode za pocetnu skupinu makrociklickih spojeva
dobiven je raspon Chrom log D vrijednosti od 1,36 do 9,73. Pritom najnizu lipofilnosti imaju
spojevi koji se pri pH uvjetima kromatografske analize, odnosno fizioloSkom pH od 7,40,
nalaze u ioniziranom obliku (MAC_12 - dekladinozil azitromicin, MAC_13 -
azahomoeritromicin i MAC_17 - N’-demetil azitromicin), oni koji su u neutralnom obliku,
ali jako hidrofilni (MAC_1 - karbetocin) ili kombinacija oba navedena razloga (MAC_3 -
oktreotid). S druge strane, najvisu lipofilnost su pokazali spojevi koji imaju veliku
molekulsku masu ili ne ioniziraju pri pH vrijednosti od 7,40 (MAC_8 - takrolimus, MAC_9

- pimekrolimus i MAC_20 - ciklosporin).

Poznato je da je Chrom log D skala za otprilike dvije logaritamske jedinice visa od log D
vrijednosti dobivenih metodom izmuckivanja (97). Ovo opazanje je primije¢eno i na
pocetnoj skupini makrocikli¢ckih spojeva (Slika 5.1). Uz to se moze uociti da se razlika u
apsolutnim log D vrijednostima upotrebom CAMDIS odnosno CHI metode povecava s
povecanjem lipofilnosti spoja, odnosno Sto je lipofilnost veca, to je veca i razlika izmedu
dvije log D vrijednosti. Jedina iznimka ovog pravila je MAC_12 - dekladinozil azitromicin

za koji je izmjerena Chom log D vrijednost nesto niZza od oCekivane.
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Slika 5.1 Usporedba CAMDIS log D (plavi stupci) i Chrom log D (crveni stupci) vrijednosti
za pocetnu skupinu makrociklickih spojeva.

Kada usporedimo Chrom log D rezultate za pocetnu skupinu spojeva s CAMDIS log D
vrijednostima (Slika 5.2), moze se primijetiti snazna korelacija izmedu ta dva pokazatelja
lipofilnosti s R2 = 0,9436, Cak i s MAC_12 - dekladinozil azitromicinom kao ocitim
izuzetkom iz grupe (prikazan crvenom bojom na grafu). Iz ovih rezultata moze se zakljuciti
da kromatografsko odredivanje lipofilnosti upotrebom CHI metode daje rezultate
usporedive onima dobivenima metodom izmuckivanja za pocetnu skupinu makrocikli¢kih
spojeva.
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Slika 5.2 Korelacija izmedu CAMDIS log D i Chrom log D vrijednosti za poletnu skupinu
makrocikli¢kih spojeva.

Dakle, CHI metoda se pokazala pouzdanom u predvidanju log D vrijednosti makrociklickih
spojeva, a pokazuje jos jednu prednost u odnosu na metodu izmuckivanja. Za nekoliko

makrociklickih spojeva pocetne skupine nije bilo moguce odrediti log D vrijednost
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upotrebom CAMDIS metode. Medutim, tim spojevima je lipofilnost uspjesno odredena CHI
metodom. Takoder, CHI metoda donosi i sve prednosti koje svaka kromatografska metoda
nosi, u smislu jednostavnosti priprave uzorka, provedbe samog eksperimenta, vremenske

ucinkovitosti i male koli¢ine spoja potrebne za kromatografske analize.

S druge strane, primijecen je jedan znacajan nedostatak kad je rije¢ o kromatografskim
analizama makrociklickih spojeva. Tijekom analiza makrociklickih spojeva Luna C18
kromatografska kolona koja se koristi za odredivanje lipofilnosti upotrebom CHI metode
postize nizu ucinkovitost nego kad je rijeC o kalibracijskim standardima koji pripadaju klasi
malih molekula. Pritom je ucinkovitost procijenjena na temelju izgleda kromatografskog
pika. Sirina kromatografskih pikova makrociklickih molekula znac¢ajno je veca u usporedbi
sa sSirinom pikova kalibracijskih standarda, sto mozZe dovesti do oteZzanog jednoznacnog

oCitavanja vremena zadrzavanja spoja.

Slika 5.3 prikazuje kromatograme dobivene iz TIC kromatograma odabirom odgovarajuce
m/z vrijednosti. Rije¢ je o kalibracijskim standardima STD_4 - kolhicinu i STD_5 - 8-
fenilteofilinu koji pripadaju klasi malih molekula te MAC_10 - azitromicinu i MAC_20 -
ciklosporinu kao predstavnicima makrociklickih spojeva. Moze se primijetiti kako je
kromatografski pik azitromicina Siri od kromatografskih pikova malih molekula, dok je u
slucaju ciklosporina doslo do dodatnog Sirenja i znacajnije asimetrije pika te se njegovo
vrijeme zadrzavanja ne moze jednoznacno odrediti. Slicno je primije¢eno i za spojeve
MAC_8 - takrolimusa i MAC_9 - pimekrolimusa za koje su vremena zadrzavanja ocitana iz
maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki kromatografski pikovi. U
slucaju ostalih makrociklickih spojeva vremena zadrzavanja su jednoznacno odredena, ali
je ipak uocena asimetrija kromatografskih pikova. Na temelju ovih zapazanja moze se
zakljuciti kako Luna C18 kromatografska kolona ima nizu ucinkovitost u slu¢aju analiza
makrociklickih spojeva u usporedbi s analizama malih molekula. Prvi razlog tome je spora
kinetika vezanja makrociklickih spojeva na nepokretnu fazu [97]. Drugi, vjerojatno
jednako znacajan, razlog Sirokih kromatografskih pikova je Sto su makrocikli¢ki spojevi
ve¢inom slabe baze koje se pri pH vrijednosti od 7,40 nalaze u potpuno ili djelomicni
ioniziranom obliku. Postotak spoja koji se nalazi u ioniziranom obliku ovisi 0 nhjegovoj pKa
vrijednosti i pH vrijednosti pokretne faze. S druge strane, povrsina punila kromatografske
kolone sadrzi odredeni broj slobodnih silanolnih skupina, koje su u vecoj ili manjoj mjeri
prisutne na svim C18 kromatografskim kolonama (16). One imaju kisela svojstva pa se pri
pH vrijednosti pokretne faze od 7,40 nalaze se u ioniziranom obliku odnosno negativno su
nabijene (167). Ionizirana forma bazi¢nih analita kakvi su makrociklicki spojevi imaju
mogucnost sekundarnih interakcija sa slobodnim silanolnim skupinama prisutnim na
povrsini punila kromatografske kolone te s njima ostvaruju vodikove veze i elektrostatske
interakcije (168). Osim silanolnih skupina, analit moze ostvarivati sekundarne interakcije

s metalima i drugim aktivnim skupinama na povrsini nepokretne faze. Svi navedeni razlozi
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dovode do jaCe interakcije ovakvih analita s nepokretnom fazom i znacajnije asimetrije

kromatografskih pikova, a Cesto i povecanja vremena zadrzavanja (15,63).
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Slika 5.3 Kromatogrami malih molekula A) STD_4 - kolhicina i B) STD_5 - 8-fenilteofilina
te makrociklickih spojeva C) MAC_10 - azitromicina i D) MAC_20 - ciklosporina dobiveni
upotrebom CHI metode.

Na temelju ovih ispitivanja moze se zakljuciti da se CHI kromatografska metoda za

odredivanje lipofilnosti u slu¢aju makrociklickih spojeva pokazala obecavaju¢om u smislu
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dobre korelacije s CAMDIS log D vrijednostima, ali neSto manje ucinkovitom za odredivanje
lipofilnosti makrociklickih spojeva nego Sto je to slucaj s malih molekulama. Kako je cilj
ovog rada dobiti pouzdanije kromatografsko odredivanje lipofilnosti makrociklickih
molekula i kako bi se dobila veca preciznost i ponovljivost mjerenja vremena zadrzavanja,

bilo je potrebno prilagoditi eksperimentalne kromatografske uvjete.

5.3. Istrazivanje utjecaja eksperimentalnih
kromatografskih uvjeta na odredivanje lipofilnosti
malih molekula i pocetne skupine makrociklickih

spojeva

Cilj drugog dijela ovog rada je bio istraziti kako promjene u eksperimentalnim
kromatografskim uvjetima utjeCu na vremena zadrzavanja kalibracijskih standarda kao
predstavnika malih molekula te na pocetnu skupinu makrociklickih spojeva. Obuhvacéene
su obje skupine spojeva jer je upotrebom CHI metode primijecena asimetrija
kromatografskih pikova makrociklickih spojeva, dok za kalibracijske standarde isto nije
uoceno. Istrazeni su kromatografski parametri za koje se pretpostavljalo kako bi najvise
mogli utjecati na vremena zadrzavanja spojeva. Tako je istrazen utjecaj temperature
kromatografske kolone, brzine primijenjenog gradijenta, brzine protoka pokretne faze,
vrste nepokretne faze odnosno kromatografske kolone, koncentracije i vrste upotrijebljene
puferske otopine koriStene za pripravu vodenog dijela pokretne faze te vrste organskog
otapala u pokretnoj fazi. Utjecaj svakog eksperimentalnog parametra istrazen je na nacin
da su se vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva izmjerena pri promijenjenim
eksperimentalnim uvjetima usporedivala s vremenima zadrzavanja dobivenim upotrebom
CHI metode, pri ¢emu se uvijek mijenjao samo jedan parametar. Vremena zadrzavanja
dobivena CHI metodom koja su koriStena za usporedbu su se iznova odredivale neposredno
prije istrazivanja svake promjene pojedinog parametra. Razlog tome je Sto je iskustvo
pokazalo da starenjem kromatografske kolone dolazi do pomaka vremena zadrZavanja
prema vecim vrijednostima, odnosno interakcija nepokretne faze i analita je znacajnije
izrazena. Prilikom ocitavanja vremena zadrzavanja iz TIC kromatograma provedena je
korekcija. Naime, s obzirom da koristeni RP-HPLC-DAD-MS sustav ima detektore spojene
u seriju, dolazi do razlike u detektiranim vremenima zadrzavanja ovisno o detektoru na
kojem se ocitavaju vrijednosti. Iz toga razloga su vremena zadrzavanja dobivena
ocitavanjem s MS detektora korigirana da budu usporediva s vremenima zadrzavanja
ocCitanima na DAD-u. Spojevi kojima vremena zadrzavanja iz bilo kojeg objektivnog razloga

nije bilo moguce oditati iz kromatograma (oblik kromatografskog pika koji onemogucava
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jednoznacno ocitavanje vremena zadrzavanja ili pojava viSe pikova iste oCekivane m/z

vrijednosti) su izostavljeni iz usporedbe s CHI vrijednostima.

5.3.1. Utjecaj temperature kromatografske kolone na vremena

zadrzavanja istrazivanih spojeva

Kako bi se istrazio utjecaj temperature pri kojoj se provode kromatografska mjerenja na
vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva, osim uobicajeno primjenjivane temperature od
25 °C, provedene su analize i pri temperaturama kromatografske kolone od 40 °C, 50 °C
i 60 °C. Vremena zadrzavanja dobivena pri ovim mjerenjima prikazana su u dodatku 8.8.1,
dok su na Slika 5.4 prikazane promjene vremena zadrzavanja pri temperaturi od 25 °C i
ostalih istrazenih temperatura kromatografske kolone za male molekule i makrociklicke
spojeve. Zanimljivo je primijetiti kako u slu¢aju malih molekula povecanjem temperature

dolazi do neznatnih pomaka u vremenima zadrzavanja prema nizim vrijednostima.
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Slika 5.4 Usporedba vremena zadrzavanja A) malih molekula i B) makrociklickih spojeva s
pri temperaturama kromatografske kolone od 40 °C (crveni stupci), 50 °C (zeleni stupci)
i 60 °C (ljubidasti stupci) s vrijednostima pri temperaturi od 25 °C (plavi stupci).

S druge strane, makrocikli¢ki spojevi pokazuju manje ujednacen trend. Za spojeve MAC_8
- takrolimus i MAC_9 - pimekrolimus povecanjem temperature primije¢eno je smanjenje
vremena zadrzavanja, dok je viSse makrociklickin spojeva pokazalo upravo suprotno
ponasanje. Za vecinu spojeva povecanje temperature pri kojoj se provode analize dovodi
do pojacavanja interakcije s nepokretnom fazom, a posljedicno do povecanja vremena
zadrzavanja spojeva. Najizrazeniji predstavnici ovog trenda su MAC_15 - roksitromicin i
MAC_18 - spiramicin. Ipak, ti pomaci su neznatni te se moze zakljuciti da temperatura
kromatografske kolone nema znacajan utjecaj na vremena zadrzavanja istrazivanih

spojeva kako iz skupine malih molekula tako i iz skupine makrociklickih spojeva.

Iako je pokazano da temperatura kromatografske kolone ne utjece znacajno na vremena
zadrzavanja malih molekula i makrociklickin spojeva, poznato je da se povecanjem
temperature moze ocekivati povecanje ucinkovitosti kromatografske kolone, osobito kad
je rije¢ o analitima veée konformacijske slobode (169). Razlog tome je Sto povecanjem
temperature dolazi do manje restrikcija u kretanju velikih molekula niz kromatografsku
kolonu (170). Ovo opazanje primijeceno je i u slucaju makrociklickih spojeva, osobito u
slucaju spojeva MAC_8 - takrolimusa, MAC_9 - pimekrolimusa i MAC_20 - ciklosporina
koji su i pokazali Siroke kromatografske pikove pri odredivanju lipofilnosti upotrebom CHI
metode. Povecanjem temperature kromatografske kolone doSlo je do povedanja u
ucinkovitosti analize i u slucaju ostalih makrociklickih spojeva. Pritom su dobiveni uzi
kromatografski pikovi bolje simetrije Sto omogucava preciznije odredivanje vremena
zadrZavanja za spojeve za koje je uCinkovitost kromatografske kolone nesto losija pri nizim
temperaturama. Dakle, primjena poviSene temperature za kromatografsko odredivanje
lipofilnosti makrociklickih spojeva ne utjeCe znacajno na njihova vremena zadrzavanja te
njihov relativni odnos ostaje isti, ali pospjesuje dobivanje uzih kromatografskih pikova
bolje simetrije Sto omogucava jednoznacno odredivanje vremena zadrZavanja
makrociklickih spojeva. Moze se zakljuciti da je primjena temperature kromatografske
kolone od 25 °C koja se koristi pri upotrebi CHI metode ucinkovita u slu¢aju analiza malih
molekula, ali za kromatografsko odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva bolji

rezultati se dobiju upotrebom vise temperature.

5.3.2. Utjecaj brzine gradijenta na vremena zadrzavanja

istrazivanih spojeva

Brzina gradijentnog programa je sljedeci parametar iji je utjecaj na vremena zadrzavanja

istrazen. Vremena zadrZavanja istrazivanih spojeva dobivena trominutnim gradijentom koji
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se koristi upotrebom CHI metode usporedena su s onima dobivenima primjenom linearnog
gradijenta od 2 minute, 5 minuta te 7 minuta. Rezultati ovih mjerenja prikazana su u
dodatku 8.8.2, dok Slika 5.5 prikazuje korelaciju vremena zadrzavanja malih molekula i

makrocikli¢kih spojeva pri gradijentu od 3 minute i ostalih istrazenih linearnih gradijenata.
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Slika 5.5 Usporedba vremena zadrZavanja A) malih molekula i B) makrociklickih spojeva
primjenom dvominutnog (plavo), petominutnog (crveno) i sedmominutnog (zeleno)
gradijenta s vrijednostima pri trominutnim gradijentom.

Povecanjem vremena trajanja gradijentnog programa od najkrac¢eg dvominutnog pa sve
do najduzeg sedmominutnog dolazi do povecanja apsolutnih vrijednosti vremena
zadrzavanja svih istrazivanih spojeva. Medutim, iako povecanjem vremena trajanja
gradijenta dolazi do blagog smanjenja koeficijenta determinacije i za male molekule i za
makrociklicke spojeve, vazno je naglasiti da njihovi relativni odnosi ostaju nepromijenjeni,
Sto dovodi do zakljucka da duZina gradijenta ne utjece na kromatografsko odredivanje

lipofilnosti te da se proizvoljno moZe odabrati duZina trajanja gradijentnog programa.
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5.3.3. Utjecaj protoka pokretne faze na vremena zadrzavanja

istrazivanih spojeva

Kako bi se istrazio utjecaj protoka pokretne faze na vremena zadrzavanja, spojevi su
testirani primjenom tri razli¢ita protoka pokretne faze od 0,5 ml mint, 1,5 ml minti 2 ml
min-t. Dobivena vremena zadrzZavanja pri ovim mjerenjima prikazana su u dodatku 8.8.3.
Na Slika 5.6 prikazana je korelacija vremena zadrzavanja malih molekula i makrocikli¢kih

spojeva pri protoku od 1 ml min~! i ostalih istraZzenih protoka pokretne faze.
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Slika 5.6 Usporedba vremena zadrZavanja A) malih molekula i B) makrociklickih spojeva
pri protocima pokretne faze od 0,5 ml min~! (plavo), 1,5 ml min (crveno) te 2 ml min!
(zeleno) s vrijednostima pri protoku od 1 ml min-1.

Iz vrijednosti vremena zadrzavanja spojeva moze se primijetiti da povecanjem protoka
pokretne faze dolazi do povecanja njihovih apsolutnih vrijednosti. Dobra korelacija

vremena zadrzavanja malih molekula i makrociklickih spojeva pri sva tri istrazena protoka
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pokretne faze s vremenima zadrzavanja pri protoku od 1 ml min pokazuje da se te
vrijednosti kre¢u zajednickim trendom, Sto znaci da su njihovi relativni odnosi neovisni o
protoku. Iz navedenog se moze zakljuciti da protok pokretne faze nema utjecaja na
relativhe odnosne vremena zadrzavanja te da samim time odabir protoka pokretne faze ne
utjece na kromatografsko lipofilno profiliranje kako malih molekula, tako ni makrociklickih

spojeva.

5.3.4. Utjecaj vrste kromatografske kolone na vremena

zadrzavanja istrazivanih spojeva

Upotrebom CHI metode za kromatografsko odredivanje lipofilnosti koristi se Luna C18
kromatografska kolona. Ovdje je rijeC o nepolarnoj nepokretnoj fazi u kojoj su oktadecil
(C18) skupine kovalentno vezane na porozne sfericne Ccestice silikagela. Ova
kromatografska kolona se ubraja u L1 skupinu po klasifikaciji Farmakopeje Sjedinjenih
Drzava (eng. United States Pharmacopeia, USP). Prednosti Lune C18 kao kromatografske
kolone su u njezinoj visokoj izdrzljivosti, robusnosti i moguénosti dobre rezolucije (171).
Medutim, u poglavlju 5.2 pokazano je da upotreba Luna C18 kromatografske kolone za
analize makrociklickih spojeva nije najbolji izbor. Zato je istrazena moguénost upotrebe
prikladnije kromatografske kolone za ovu klasu spojeva. Kako se kromatografsko
odredivanje lipofilnosti temelji na raspodjeli istrazivanog spoja izmedu nepolarne
nepokretne faze i polarne pokretne faze, odabrane su kromatografske kolone koje
pripadaju istoj USP klasifikaciji kao i Luna C18. Dakle, zadrzana je primjena nepolarne
nepokretne faze koja sadrzi C18 alkilne skupine, ali se istrazila moguc¢nost zamjene Luna
C18 kromatografske kolone drugom kolonom novije generacije koja bi pruzila bolju
ucinkovitost pri analizama makrociklickih spojeva. U tu svrhu istrazene su Luna HST,
XTerra RP18, Atlantis dC18, XBridge BEH i XSelect CSH kromatografske kolone. Detaljne
specifikacije za svaku navedenu kromatografsku kolonu nalaze se u poglavlju 4.3.3

eksperimentalnog dijela.

Istrazivanje utjecaja kromatografske kolone na oblik i simetriju kromatografskih pikova

Za testiranje primjenjivosti alternativne kromatografske kolone za analizu makrociklickih
spojeva odabrana su dva spoja za koje je upotrebom CHI metode za odredivanje lipofilnosti
primijecena najznacajnija asimetricnost kromatografskog pika, MAC_10 - azitromicin
(Slika 5.7) te najsiri kromatografski pik za koji je otezano jednoznacno odredivanje

vremena zadrzavanja, MAC_20 - ciklosporin (Slika 5.8).
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Slika 5.7 Prikaz kromatografskih pikova MAC_10 - azitromicina primjenom A) Luna C18,
B) Luna HST, C) XTerra RP18, D) Atlantis dC18, E) XBridge BEH i F) XSelect CSH
kromatografskih kolona.

Slika 5.7 prikazuje kromatografske pikove makrociklickog spoja MAC_10 - azitromicina
analiziranog na Luna C18 kromatografskoj koloni te na pet alternativnih kolona. S obzirom
na dobiveni uZi kromatografski pik bolje simetrije, moze se zakljuciti da je svaka od

istrazenih kromatografskih kolona bolji izbor od Lune C18 za analizu azitromicina. Medutim,
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tesko je uociti znacajnu razliku izmedu njih. Zato je vazno pogledati Slika 5.8 koja prikazuje

rezultate istih analiza za MAC_20 - ciklosporin.
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Slika 5.8 Prikaz kromatografskih pikova MAC_20 - ciklosporina primjenom A) Luna C18,
B) Luna HST, C) XTerra RP18, D) Atlantis dC18, E) XBridge BEH i F) XSelect CSH
kromatografskih kolona.

Iz kromatografskih pikova ciklosporina na Slika 5.8 dobivenih na alternativhim kolonama

vidljivo je da Luna HST, XBridge BEH i Atlantis dC18 nisu pokazale nikakve prednosti u
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usporedbi s Lunom C18 kolonom, dok u slucaju upotrebe kromatografskih kolona s veé¢im
porama, XTerra RP18 s veli¢inom pora od 125 A te XSelect CSH s veli¢inom pora od 130
A, dolazi do znacajnog smanjenja &irine kromatografskog pika. Razlog ove promjene
vjerojatno je to Sto upotrebom kolone s ve¢im porama dolazi do ucinkovitije raspodjele
vecih molekula izmedu pokretne i nepokretne faze. Nadalje, nepokretna faza XSelect CSH
kromatografske kolone je hibridna cestica koja se temelji na novoj tehnologiji hibridne
nabijene povrsine (eng. charged surface hybrid, CSH) koja na svojoj povrsini, osim C18
alkilnih lanaca, ima vezane i aminske skupine (168,172). Glavna prednost ove tehnologije
je Sto CSH cCestica pri niskim pH vrijednostima pokretne faze posjeduje pozitivho nabijene
aminske skupine. Zbog toga su sekundarne interakcije izmedu pozitivno nabijenih analita
i nepokretne faze manje izrazene zbog elektrostatskog odbijanja, Sto dovodi do smanjenja
Sirine kromatografskih pikova bazi¢nih analita. Medutim, pri viSim pH vrijednostima
pokretne faze pa tako i pri pH vrijednosti od 7,40 koja se primjenjuje u svim mjerenjima
u ovom radu, ovaj mehanizam gubi na vaznosti jer aminske skupine na povrsini Cestice
kolone prelaze u neutralni oblik te viSe nemaju mogucnost elektrostatskog odbijanja
pozitivno nabijenih analita. Ipak, na primjerima MAC_10 - azitromicina i MAC_20 -
ciklosporina Ciji su kromatografski pikovi na XSelect CSH koloni znacajno uzi u usporedbi
s pikovima na Lunom C18 koloni, moze se zakljuditi kako su slobodne silanolne skupine na
XSelect CSH koloni u usporedbi s Luna C18 kolonom manje dostupne za interakciju s

analitom zbog bolje tehnologije zasti¢ivanja silanola tijekom procesa proizvodnje kolone.

Iz ovih opazanja moze se zakljuciti da su primjenom XSelect CSH kromatografske kolone
dobiveni uzi kromatografski pikovi s boljom simetrijom za dva makrociklicka spoja koja su
imala Siroke i asimetricne kromatografske pikove upotrebom Luna C18 kromatografske
kolone. Primjena XSelect CSH kolone za analizu makrociklickih spojeva time omogucava
lakSe jednoznacno odredivanje vremena zadrzavanja makrocikli¢kih, odnosno ova kolona

je efikasnija za analizu makrociklickih spojeva u usporedbi s Luna C18 kolonom.

Istrazivanje utjecaja kromatografske kolone na relativhe odnose vremena zadrzavania

Uz poboljSanje ucinkovitosti kromatografskih analiza primjenom XSelect CSH
kromatografske kolone, bilo je potrebno provjeriti dolazi li do promjena u relativhim
odnosima vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva uslijed promjene kolone. Stoga su
usporedena vremena zadrZzavanja upotrebom Luna C18 i XSelect CSH kromatografskih
kolona (Dodatak 8.8.4 i Slika 5.9), dok su drugi eksperimentalni uvjeti odrzani jednaki

onima koji se koriste upotrebom CHI metode.
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Slika 5.9 Usporedba vremena zadrZavanja malih molekula (crveno) i makrociklickih
spojeva (plavo) dobivenih upotrebom XSelect CSH kromatografske kolone s vremenima
zadrZavanja dobivenim upotrebom Luna C18 kromatografske kolone.

Iz visokih koeficijenata determinacije dobivenih ovom korelacijom kako za male molekule
tako i za makrociklicke spojeve, moze se moze zakljuciti da ne dolazi do znacajnijih
promjena u relativnim odnosima vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva kad se kao
nepokretna faza koristi XSelect CSH umjesto Luna C18 kromatografske kolone. Kako je
rijeC o kromatografskim kolonama iste skupine prema USP klasifikaciji, ovakav rezultat se
mogao ocekivati s obzirom na to da dolazi do istog tipa interakcija analita s nepokretnom
fazom. Medutim, detaljnijim proucavanjem vremena zadrzavanja na Luna C18 i XSelect
CSH kromatografskim kolonama (Dodatak 8.8.4) moZe se primijetiti da su vremena
zadrzavanja spojeva na XSelect CSH kromatografskoj koloni sustavno nesto nizih
vrijednosti nego na Luna C18 koloni. Ovo se opazanje moze objasniti nizim udjelom ugljika
vezanog na silika ¢estice kod Luna C18 kromatografske kolone gdje on iznosi 17,5 % (171),
dok je u slucaju XSelect CSH kromatografske kolone taj udio 15 % (173). Nizi udio ugljika
ukazuje na nesto nizu hidrofobnost XSelect CSH kromatografske kolone usporedbi s Luna
C18 kolonom sto dovodi do kradeg zadrzavanja analita. Medutim, kako su vremena
zadrzavanja u sli¢nim relativnim odnosima, moze se smatrati da je XSelect CSH prikladna

zamjena za Lunu C18.

5.3.5. Utjecaj koncentracije puferske otopine amonijevog acetata

na vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva

Poznato je da makrociklicki spojevi naj¢eS¢e nemaju kromofore koje bi apsorbirale zracenje
u UV/VIS dijelu elektromagnetskog spektra, sto onemogucava detekciju DAD-om. Iz tog

razloga je neophodno koriStenje MS detektora kao nacina detekcije. Maksimalna
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preporucena koncentracija pufera za kromatografske analize uz primjenu MS detektora
iznosi 10 mM. Upotreba visih koncentracija moze dovesti do talozenja puferske soli u
ionizacijskom izvoru Sto povecava opasnost od zaCepljenja detektora. Takoder, dugorocno
koristenje visokih koncentracija pufera moze dovesti i do smanjenja osjetljivosti MS
detektora, sto iziskuje CeSce provjere i CiS¢enje sustava. Vodeni dio pokretne faze koji se
koristi upotrebom CHI metode je amonijev acetat koncentracije 50 mM, Sto znacajno
premasuje preporucenu koncentraciju pufera kad se kao nacin detekcije koristi MS
detektor. Zbog toga je istrazena mogucnost upotrebe puferske otopine pri nizim
koncentracijama. Istrazivanje je provedeno upotrebom Luna C18 i XSelect CSH

kromatografskih kolona kako bi se uocile eventualne razlike.

5.3.5.1. Utjecaj koncentracije puferske otopine amonijevog acetata

upotrebom Luna C18 kromatografske kolone

Usporedbom vremena zadrzavanja malih molekula dobivenih upotrebom amonijevog
acetata u koncentracijama od 5 mM, 10 mM, 30 mM, 50 mM te 70 mM kao puferske otopine
koristene kao vodeni dio pokretne faze (Dodatak 8.8.5) moze se zakljuciti kako
koncentracija pufera nema utjecaja na vrijeme zadrzavanja malih molekula te da su
dobivene vrijednosti pri svim istrazenim koncentracijama usporedive. S druge strane, u
slu¢aju makrociklickih spojeva ipak su primijeceni znacajniji pomaci u vremenima

zadrzavanja.
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Slika 5.10 Usporedba vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 5 mM (plavi stupci), 10 mM (crveni stupci), 30 mM
(zeleni stupci), 50 mM (ljubiasti stupci) i 70 mM (zuti stupci) kao puferske otopine
koristene kao vodeni dio pokretne faze na Luna C18 kromatografskoj koloni.

Proucavanjem Slika 5.10, moze se primijetiti nekoliko zanimljivih opazanja. Najprije, moze

se re¢i da smanjenjem koncentracije amonijevog acetata dolazi do povecanja vrijednosti
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vremena zadrzavanja za vecinu makrociklickih spojeva. Ovaj trend je posebno naglasen
kod makrociklickih spojeva s najkra¢im vremenima zadrzavanja. Tako se za spojeve
MAC_12 - dekladinozil azitromicin, MAC_17 - N’-demetil azitromicin i MAC_10 -
azitromicin pri koncentraciji amonijevog acetata od 5 mM vrijeme zadrzavanja nije moglo
ocitati jer se ti spojevi nisu uopce isprali s kromatografske kolone tijekom analize, ve¢ su
njihovi kromatografski pikovi primijeceni tek u sljede¢oj analizi. Nadalje, u slu¢aju MAC_13
- azahomoeritromicina i MAC_18 - spiramicina, uz pomicanje vremena zadrzavanja prema
viSim vrijednostima, doSlo je i do znacajnog Sirenja kromatografskog pika pri koncentraciji
amonijevog acetata od 5 mM. Stoga je bilo nemoguée jednoznacno ocitati njihove
maksimume. Iako su i kod lipofilnijih makrociklickih spojeva s nesto viSim vrijednostima
vremena zadrZzavanja smanjenjem koncentracije amonijevog acetata primije¢eni pomaci u
vremenima zadrzavanja prema visSim vrijednostima te promjene nisu bile toliko znacajne
kao u slucaju hidrofilnijih spojeva. Ovo opazanje je u skladu s poznatom c¢injenicom da se
pri kromatografskim analizama preporucuje odrzavati dovoljnu ionsku jakost puferske
otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze, najcesce iznad 10 mM, kako bi se smanjili
nezeljeni efekti solvatacije analita koji dovode do asimetricnosti kromatografskih pikova
(174). Takoder, zanimljivo je primijetiti kako dva spoja pokazuju obrnut trend, a to su
ansamicini MAC_2 - rifampicin i MAC_4 - rifapentin, kod kojih je smanjenje koncentracije
amonijevog acetata dovelo je do nesto nizih vrijednosti vremena zadrzavanja. Osim ova
dva spoja, i MAC_5 - rifabutin pripada klasi ansamicina, ali pomaci u njegovom vremenu
zadrZavanja prate trend ostalih makrocikli¢kih spojeva te se njegova vremena zadrzavanja

smanjenjem koncentracije amonijevog acetata blago pomicu prema visim vrijednostima.

Ako bi se proucilo koja promjena u koncentraciji amonijevog acetata uzrokuje najvece
promjene u vremenima zadrzavanja, moze se primijetiti da do najveéih pomaka dolazi pri
prelasku s amonijevog acetata koncentracije 5 mM na 10 mM. NeSto manji skok je prisutan
prelaskom s koncentracije od 10 mM na koncentraciju od 30 mM, dok su vremena
zadrzavanja dobivena upotrebom amonijevog acetata u koncentracijama od 30 mM, 50

mM i 70 mM gotovo jednaka.

Kako je ve¢ opisano u poglavlju 5.2, CHI metoda za odredivanje lipofilnosti pokazala se
manje ucinkovitom za analize makrociklickih spojeva u usporedbi s malim molekulama
zbog Sirine i asimetrije kromatografskih pikova Sto dovodi do otezanog jednoznacnog
oCitavanja vremena zadrzavanja. Pri istrazivanju utjecaja smanjenja koncentracije
amonijevog acetata kao puferske otopine koriStene kao vodeni dio pokretne faze zanimljivo
je uoditi kako se Sirina kromatografskih pikova mijenja promjenom koncentracije. Vec¢ je
spomenuto kako u slu¢aju MAC_10 - azitromicina smanjenjem koncentracije pufera dolazi
do pomaka vremena zadrzavanja prema vec¢im vrijednostima, ali osim toga dolazi i do

znacajnije asimetri¢nosti kromatografskog pika, kako je prikazano na Slika 5.11.
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Slika 5.11 Kromatografski pikovi MAC_10 - azitromicina dobiveni upotrebom amonijevog
acetata koncentracije A) 10 mM, B) 30 mM, C) 50 mM i D) 70 mM kao puferske otopine
koristene kao vodeni dio pokretne faze na Luna C18 kromatografskoj koloni.

I drugi spojevi iz klase makrolida pokazali su Sirenje kromatografskog pika s nizim
koncentracijama amonijevog acetata. Tako se u slucaju MAC_13 - azahomoeritromicina
pri koncentraciji amonijevog acetata od 70 mM jasno razlucuju dva kromatografska pika
iste m/z vrijednosti. Medutim, u slucaju povecanja koncentracije pufera na 10 mM, osim
pomaka vremena zadrzavanja prema vecoj vrijednosti, vise ne dolazi do razdvajanja
kromatografskih pikova (Slika 5.12).
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Slika 5.12 Kromatografski pikovi MAC_13 - azahomoeritromicina dobiveni upotrebom
amonijevog acetata koncentracije A) 10 mM i B) 70 mM kao puferske otopine koristene
kao vodeni dio pokretne faze na Luna C18 kromatografskoj koloni.

Osim vec¢ spomenutog efekta solvatacije, pomaci u vremenima zadrzavanja spojeva prema
visSim vrijednostima te smanjenje ucinkovitosti odnosno Sirenje i asimetri¢nost
kromatografskih pikova do kojih dolazi smanjenjem koncentracije amonijevog acetata,
mogu se objasniti jos jednim mehanizmom. Pri nizim koncentracijama pufera dolazi do
jacih sekundarnih interakcijama bazi¢nog analita sa silanolnim skupinama nepokretne faze,
dok pri visim koncentracijama amonijevog acetata dolazi do slabljenja istih zbog
kompeticije analita s amonijevim kationom iz pokretne faze za adsorpciju na nepokretnu
fazu (175). Tako mozemo redi da visa koncentracija amonijevog kationa uspjesnije maskira

silanolne skupine koje onda viSe nisu slobodne za interakciju s analitom.

Zaklju¢no se moze reci da smanjenje koncentracije amonijevog acetata utjeCe na vremena
zadrZzavanja spojeva, ali i na pouzdano odredivanje maksimuma kromatografskog pika.
Takoder, utjeCe i na Sirinu kromatografskog pika, Sto moze otezati ili ¢ak onemoguditi
jednoznacno odredivanje vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva. Ovi negativni efekti
su dominantni pri koncentraciji amonijevog acetata od 5 mM pa ova koncentracija nije
pogodna za upotrebu za analize spojeva iz klase makrocikala. Primijeceni su i pri
koncentraciji od 10 mM, ali su manje izrazeni. Primjenom otopina amonijevog acetata u
koncentracijama od 30 mM, 50 mM i 70 mM kao vodenog dijela pokretne faze dobivaju se

usporediva vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva.
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5.3.5.2. Utjecaj koncentracije puferske otopine amonijevog acetata

upotrebom XSelect CSH kromatografske kolone

Isti eksperiment kao u prethodnom poglavlju proveden je na XSelect CSH kromatografskoj
koloni kako bi se istrazilo pokazuju li makrocikli¢ki spojevi slicno ponasanje upotrebom ove
kolone. Rezultati prikazani u dodatku 8.8.6 pokazuju da su vremena zadrzavanja nesto
krac¢a na XSelect CSH kromatografskoj koloni kad se usporede s vremenima zadrzavanja
na Luna C18 koloni, kako za male molekule tako i za makrociklicke spojeve pri svim
istrazenim uvjetima. Kao i pri upotrebi Luna C18 kromatografske kolone, nisu primijecene
znacajne promjene u vremenima zadrzavanja malih molekula pri razlic¢itim
koncentracijama amonijevog acetata. S druge strane, pri analizama makrociklickih spojeva
uoceni su pomaci u vremenima zadrzavanja ovisno o koncentraciji amonijevog acetata

(Slika 5.13), i trendovi su usporedivi s onima primije¢enima na Luna C18 kromatografskoj
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Slika 5.13 Usporedba vremena zadrZavanja makrociklickih spojeva dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 5 mM (plavi stupci), 10 mM (crveni stupci), 30 mM
(zeleni stupci), 50 mM (ljubiasti stupci) i 70 mM (Zuti stupci) kao puferske otopine
koristene kao vodeni dio pokretne faze na XSelect CSH kromatografskoj koloni.

Kao i pri istovjetnim analizama na Luna C18 koloni, i u ovim analizama su najveci pomaci
primije¢eni u slu¢aju makrolidnih spojeva nize lipofilnosti, odnosno kracih vremena
zadrzavanja. Medutim, vazno je napomenuti da za razliku od Luna C18 kolone, XSelect
CSH kolona omogucava primjenu nizih koncentracija amonijevog acetata, ¢ak do
koncentracije 5 mM, Sto je vidljivo na Slika 5.14 koja prikazuje kromatograme za MAC_10
- azitromicin dobivene primjenom ispitivanih koncentracija otopine amonijevog acetata.
Na Luna C18 koloni pri koncentraciji amonijevog acetata od 5 mM azitromicin se nije isprao
s kolone zbog jakih interakcija s nepokretnom fazom. U slu¢aju analize na XSelect CSH

koloni vrijeme zadrzavanja pri istim uvjetima moguce je jednoznacno odrediti. Takoder, u
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usporedbi s analizama na Luna C18 koloni, kromatografski pikovi na XSelect CSH koloni su

uzi i bolje simetrije pri svim primijenjenim koncentracijama amonijevog acetata.
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Slika 5.14 Kromatografski pikovi MAC_10 - azitromicina dobiveni upotrebom amonijevog
acetata koncentracije A) 5 mM, B) 10 mM, C) 30 mM, D) 50 mM i E) 70 mM amonijevog
acetata kao puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze na XSelect CSH
kromatografskoj koloni.

Kod spoja MAC_13 - azahomoeritromicina kod kojeg je smanjenje koncentracije
amonijevog acetata upotrebom Luna C18 kolone uzrokovalo nemogucnost razdvajanja dva
kromatografska pika iste m/z wvrijednosti (Slika 5.12), pri upotrebi XSelect CSH
kromatografske kolone (Slika 5.15) pikovi su ¢ak i pri koncentraciji amonijevog acetata od

5 mM djelomicno razdvojeni.
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Slika 5.15 Kromatografski pikovi MAC 13 - azahomoeritromicin dobiveni upotrebom A) 5
mM i B) 70 mM amonijevog acetata kao puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne
faze na XSelect kromatografskoj koloni.

Ova opazanja dokazuju da XSelect CSH kolona zaista pruza uze kromatografske pikove
bazi¢nih spojeva, Cak i pri koncentraciji amonijevog acetata od 5 mM te se i pri toj
koncentraciji mogu provoditi analize makrociklickih spojeva upotrebom XSelect CSH
kromatografske kolone. Ovo opaZanje dokazuje da je mehanizam maskiranja slobodnih
silanolnih skupina na povrsini nepokretne faze uspjeSan i pri niskim koncentracijama
amonijevog acetata u slucaju XSelect CSH kolone, odnosno da je udio silanolnih skupina
kod ove kolone znacajno nizi u usporedbi s Luna C18 kolonom. To je u skladu i s
primijec¢enim uzim kromatografskim pikovima bolje simetrije za makrociklicke spojeve kad

se analize provode na XSelect koloni.

5.3.6. Utjecaj vrste puferske otopine na vremena zadrzavanja

istrazivanih spojeva

Amonijev acetat se Cesto koristi za analize pri neutralnim pH vrijednostima, osobito kad se
u sprezi s RP-HPLC sustavom koristi MS detektor. Glavni razlog tome je njegova dobra
hlapljivost, a time i kompatibilnost s MS detektorom. Medutim, njegova upotreba kao
pufera je upitna pri pH vrijednosti od 7,40 iz razloga Sto pKa vrijednost acetata koji bi
trebao odigrati pufersku ulogu iznosi 4,75 (176) iz Cega proizlazi da amonijev acetat pri
pH 7,40 uopce nema puferski kapacitet. Stoga je upotreba izraza acetatni pufer, kad

govorimo o neutralnim pH vrijednostima, potpuno neopravdana (177). Ova cinjenica nije
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znacajna za spojeve koji imaju konstantu ionizacije znac¢ajno razli¢itu od pH vrijednosti pri
kojoj se provode analize. Medutim, makrociklicki spojevi su najcesce slabe baze koje imaju
najmanje jednu ionizabilnu skupinu s pKa vrijednosti blizu fizioloSke pH vrijednosti. Pri
fizioloSkoj pH vrijednosti od 7,40 pri kojoj su provedene sve analize u ovom radu, vecina
istrazivanih makrociklickih spojeva imaju bar jednu ionizabinu skupinu te se nalaze
djelomicno u ioniziranom, a djelomi¢no u neutralnom obliku (Dodatak 8.6). 1z tog razloga
vazno je odrzavati konstantnu pH vrijednost tijekom analiza kako bi se dobila pouzdana i
ponovljiva vremena zadrzavanja. Takoder, nedovoljno ucinkovita kontrola pH vrijednosti
puferske otopine korisStene kao vodeni dio pokretne faze moze uzrokovati pojavu Sirih
kromatografskih pikova (174) pa time i znacajno utjecati na pouzdanost kromatografskog

odredivanja lipofilnosti.

Iz gore navedenih razloga istrazila se moguc¢nost zamjene amonijevog acetata, koji se
koristi upotrebom CHI metode, s drugim puferom. Pri odabiru prikladnog pufera,
postavljeno je nekoliko uvjeta. Prvi uvjet je bio da pKa vrijednost puferskog sustava bude
unutar jedne pH jedinice od 7,40, koja je pH vrijednost pri kojoj su se provodile
kromatografske analize. Naj¢escéi pufer koji se upotrebljava u kromatografskim analizama,
a zadovoljava takav zahtjev je fosfatni pufer, odnosno puferski sustav
dihidrogenfosfat/hidrogenfosfat s pKa vrijednosti od 7,20 (176). Medutim, fosfatni pufer ne
zadovoljava uvjet hlapljivosti te ne daje moguénost sprege RP-HPLC sustava s MS
detektorom, sto je neophodno za analize makrociklickih spojeva. Niska hlapljivost fosfata
dovodi do talozenja soli unutar ionizacijskog izvora i smanjenja osjetljivosti MS detektora.
Takoder, fosfati Cesto formiraju adukte s analitima te uzrokuju supresiju signala MS
detektora (178). Nadalje, u obzir se uzeo i 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol (engl.
trisChydroxymethyl)aminomethane, TRIS) pufer s pKa vrijednosc¢u od 8,00 (176), ali je ipak
izuzet iz daljnjeg razmatranja zbog visokog rizika kontaminacije MS detektora i supresije
signala analita (179). Amonijev hidrogenkarbonat, odnosno puferski sustav ugljicna
kiselina/hidrogenkarbonat s pKa vrijednosti od 6,35 (176) bio je jedini mogudi izbor za ovu
primjenu. Iako je rije¢ o puferskom sustavu koji je na gornjoj granici svog kapaciteta pri
pH 7,40, zadovoljava klju¢an uvjet hlapljivosti. Stoga je istrazena mogucénost zamjene
amonijevog acetata koncentracije 50 mM s amonijevim hidrogenkarbonatom iste
koncentracije te je proucavan utjecaj takve promjene na vremena zadrzavanja malih
molekula i makrociklickih spojeva. Takoder, istrazen je i utjecaj smanjenja koncentracije

amonijevog hidrogenkarbonata s 50 mM na 10 mM.

5.3.6.1. Provjera stabilnosti otopine amonijevog hidrogenkarbonata

Prije samog istrazivanja utjecaja zamjene amonijevog acetata s amonijevim
hidrogenkarbonatom kao vodenim dijelom pokretne faze, istrazena je stabilnost otopine

amonijevog hidrogenkarbonata. Naime, nije uobiajena praksa koristiti amonijev
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hidrogenkarbonat kao pufer pri neutralnim pH vrijednostima i u literaturi je nadeno tek
nekoliko ovakvih primjera (180,181). Razlog tome lezi u moguénosti raspada amonijevog
hidrogenkarbonata na hlapljivu uglji¢nu kiselinu i amonijak, Sto moze dovesti do smanjenja
koncentracije puferske otopine, kao i do porasta njezine pH vrijednosti (182). Ovakve
promjene bi potencijalno mogle utjecati na vremena zadrzavanja spojeva, Sto bi narusilo
ponovljivost metode za kromatografsko odredivanje lipofilnosti. Kako bi se provjerila ova
pretpostavka, istrazena je ponovljivost vremena zadrzavanja za dva makrociklicka spoja
koji imaju pKa vrijednost blizu pH 7,40 jer se pretpostavlja kako bi promjena u pH
vrijednosti puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze najveci utjecaj imala
upravo na takve spojeve. Stoga su za ovo istrazivanje odabrani spojevi MAC_16 -
josamicin i MAC_19 - midekamicin, oba s izracunatim pKa vrijednostima bliskima fizioloskoj
pH vrijednosti (Dodatak 8.6). Spojevi su analizirani upotrebom CHI metode za odredivanje
lipofilnosti uz zamjenu amonijevog acetata s amonijevim hidrogenkarbonatom kao
vodenim dijelom pokretne faze. Slika 5.16 prikazuje kromatografske pikove odabranih
spojeva mjerenih upotrebom otopine amonijevog hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM

pri pH 7,40 kao vodenog dijela pokretne faze u rasponu od 35 sati.
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Slika 5.16 Vremena zadrZavanja spojeva A) MAC_16 - josamicina i B) MAC_19 -
midekamicina upotrebom amonijevog hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM kao
puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze u rasponu od 35 sati.

Iz Slika 5.16 moze se primijetiti kako protokom vremenskog razdoblja od 35 sati
upotrebom amonijevog hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM kao vodenog dijela
pokretne faze ne dolazi do znacajnih promjena vremena zadrZavanja za dva istrazena
makrociklicka spoja. 1z tog razloga pretpostavilo se da je zamjena amonijevog acetata s
amonijevim hidrogenkarbonatom mogucéa u smislu ponovljivosti rezultata. Kako bi se
osigurali maksimalno pouzdani i ponovljivi rezultati, otopina amonijevog
hidrogenkarbonata za kromatografske analize svaki put je pripravljena neposredno prije

koristenja.
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5.3.6.2. Zamjena amonijevog acetata koncentracije 50 mM s amonijevim
hidrogenkarbonatom koncentracije 50 mM odnosno 10 mM

upotrebom Luna C18 kromatografske kolone

Kako bi se istrazila moguénost zamjene amonijevog acetata s amonijevim
hidrogenkarbonatom kao vodenim dijelom pokretne faze, provedena su mjerenja pri
kojima je umjesto amonijevog acetata koncentracije 50 mM upotrijebljen amonijev
hidrogenkarbonat iste koncentracije kao vodeni dio pokretne faze. Takoder, istrazen je
utjecaj smanjenja koncentracije amonijevog hidrogenkarbonata na 10 mM. U sluc¢aju malih
molekula nije primije¢ena razlika u vremenima zadrzavanja ovisno o upotrijebljenoj vrsti
puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze (Dodatak 8.8.7). Usporedba

vremena zadrzavanja makrocikli¢kih spojeva prikazana je u istom dodatku, kao i na Slika
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Slika 5.17 Usporedba vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 50 mM (plavi stupci) te amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 50 mM (crveni stupci) odnosno 10 mM (zeleni stupci) kao puferske otopine
koristene kao vodeni dio pokretne faze upotrebom Luna C18 kromatografske kolone (AA -
amonijev acetat, AH — amonijev hidrogenkarbonat).

Iz prikazanih rezultata moze se primijetiti da zamjena amonijevog acetata s amonijevim
hidrogenkarbonatom koncentracije 50 mM ne utjece jednako na vremena zadrzavanja svih
spojeva iz klase makrocikala. Najvece promjene u vremenima zadrZzavanja uocCene su u
slu¢aju makrolidnih spojeva gdje je za spojeve s nizim vremenima zadrzavanja doslo do
pomaka prema visim vrijednostima. S druge strane, cikli¢ki peptidi, ansamicini i makrolidni
spojevi koji se duze zadrzavaju na kromatografskoj koloni ne pokazuju znacajne promjene
u vremenima zadrzavanja promjenom vrste puferske otopine koristene kao vodeni dio

pokretne faze.
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U poglavlju 5.3.5.1 pokazano je da smanjenje koncentracije puferske otopine amonijevog
acetata koristene kao vodeni dio pokretne faze dovodi do povecanja vremena zadrzavanja
kod vecine makrociklickih spojeva. Zato je cilj bio istraziti moze li se isto opazanje
primijetiti i smanjenjem koncentracije amonijevog hidrogenkarbonata s 50 mM na 10 mM.
Na Slika 5.17 moze se primijetiti kako smanjenjem koncentracije amonijevog
hidrogenkarbonata dolazi do pomaka vremena zadrzavanja prema visim vrijednostima, ali
su ti pomaci minimalni. Dakle, znacajniji pomaci vremena zadrzavanja su dobiveni
promjenom vrste puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze iz amonijevog

acetata u amonijev hidrogenkarbonat, nego smanjenjem njegove koncentracije.

Nadalje, zanimljivo je primijetiti kako dva ansamicina, MAC_2 - rifampicin i MAC_4 -
rifapentin, koja su pokazala trend promjene vremena zadrZzavanja ka nizim vrijednostima
smanjenjem koncentracije amonijevog acetata (poglavlje 5.3.5.1), pokazuju isto

ponasanje kad se koncentracija amonijevog hidrogenkarbonata smanji s 50 mM na 10 mM.

U poglavlju 5.3.5.1 je opisano kako su vremena zadrzavanja spojeva niza te su
kromatografski pikovi uzi kad se kao vodeni dio pokretne faze koriste viSe koncentracije
amonijevog acetata. Ova opazanja objasnjena su ucinkovitijim maskiranjem silanolnih
skupina viSom koncentracijom amonijevog kationa iz pokretne faze, ¢ime dolazi do
smanjenjem broja slobodnih silanolnih grupa za interakciju s analitom (175). Medutim, iz
rezultata prikazanih u ovom poglavlju moze se uoditi da i vrsta aniona prisutnog u
pokretnoj fazi ima vaznu ulogu u interakciji analita i nepokretne faze. Zamjena amonijevog
acetata s amonijevim hidrogenkarbonatom pri istoj koncentraciji od 50 mM je dovela do
znacajnih pomaka u vremenima zadrzavanja makrociklickin spojeva prema visim
vrijednostima. To vodi do zakljuCka da acetatni i hidrogenkarbonatni ioni vjerojatno
ostvaruju interakciju s analitom i time smanjuju njegovu mogucnost sekundarnih
interakcija sa silanolnim skupinama. Pritom je mogucnost sprjeCavanja sekundarnih
interakcija sa silanolnim grupama nesto veca u slu¢aju acetatnog iona, jer se njegovom
upotrebom postizu nize vrijednosti vremena zadrzavanja za veéinu makrocikli¢kih spojeva.
Nadalje, povecanje vrijednosti vremena =zadrzavanja primije¢eno je smanjenjem
koncentracije amonijevog hidrogenkarbonata s 50 mM na 10 mM, Sto se moze pripisati

utjecaju smanjenja broja amonijevih kationa u pokretnoj fazi.

5.3.6.3. Zamjena amonijevog acetata koncentracije 50 mM s amonijevim
hidrogenkarbonatom koncentracije 50 mM odnosno 10 mM

upotrebom XSelect CSH kromatografske kolone

Isti eksperiment kao u prethodnom poglavlju proveden je na XSelect CSH kromatografskoj
koloni kako bi se istrazilo hoce li se isto opazanje uocCavati i upotrebom ove kromatografske

kolone. Rezultati dobiveni ovim analizama nalaze se u dodatku 8.8.8. Moze se primijetiti
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da je utjecaj ove promjene na vremena zadrzavanja malih molekula neznacajan, dok su u
sluc¢aju makrociklickih spojeva opet primije¢ene znacajnije razlike. Slika 5.18 prikazuje
usporedbu vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva upotrebom puferske otopine
amonijevog acetata i amonijevog hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM koristene kao

vodeni dio pokretne faze, ovaj put na XSelect CSH kromatografskoj koloni.

ty / min
w

10 MM AH ®50 mMAH ®m50 mM AA

Slika 5.18 Usporedba vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 50 mM (plavi stupci) te amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 50 mM (crveni stupci) i 10 mM (zeleni stupci) kao puferske otopine koristene
kao vodeni dio pokretne faze na XSelect CSH kromatografskoj koloni (AA - amonijev
acetat, AH — amonijev hidrogenkarbonat).

Vrlo sli¢éna opazanja kao na Luna C18 koloni uocena su i na XSelect CSH kromatografskoj
koloni. I u ovom slucaju je najjaci utjecaj na pomake u vremenima zadrzavanja primijecen
za spojeve s kraéim vremenima zadrzavanja, odnosno za spojeve s nizom lipofilnoScéu.
Smanjenjem koncentracije amonijevog hidrogenkarbonata ponovno dolazi do manjih
pomaka prema visim vrijednostima vremena zadrZzavanja za iste spojeve. Takoder, isti
spojevi koji su se pokazali neosjetljivi na promjene pokretne faze pri upotrebi Luna C18
kolone, to su pokazali i pri upotrebi XSelect CSH kromatografske kolone. Ovime se moze
potvrditi da vrsta puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne faze utjeCe na

vremena zadrzavanja pri analizama na obje kromatografske kolone.

5.3.7. Utjecaj vrste organskog otapala u pokretnoj fazi na vremena

zadrzavanja istrazivanih spojeva

Upotrebom CHI metode koristi se acetonitril kao organsko otapalo u pokretnoj fazi. Najveca
prednost acetonitrila lezi u njegovoj jacoj snazi ispiranja u usporedbi s metanolom (183)
Sto omogucava primjenu brzih gradijentnih metoda. Takoder, pri istom gradijentu i

protoku, smjesa vodenog dijela pokretne faze i acetonitrila generira nizi tlak na
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kromatografskoj koloni. Medutim, i metanol ima odredene prednosti. U prvom redu,
minimalno narusava postojec¢e vodikove veze vode, odnosno njezinu trodimenzionalnu
strukturu, jer je i sam u mogucnosti sudjelovati u istoj (76,184). Po tome je sli¢niji n-
oktanolu od acetonitrila pa bi lipofilnost dobivena kromatografskim metodama upotrebom
metanola kao organskog otapala u pokretnoj fazi mogla imati bolju podudarnost s onom
dobivenom u sustavu n-oktanol-voda. Zbog navedenih razloga istrazen je utjecaj zamjene
acetonitrila metanolom kao organskog otapala u pokretnoj fazi. S obzirom da je u poglavlju
5.3.6 zakljuceno da promjena vrste puferske otopine koristene kao vodeni dio pokretne
faze utjeCe na vremena zadrzavanja makrocikli¢kih spojeva, istraZzeni su eventualni utjecaji
zamjene acetonitrila metanolom pri istim proucavanim promjenama. Dakle, uz zamjenu
acetonitrila metanolom, promatrane su promjene vrste puferske otopine koristene kao
vodeni dio pokretne faze upotrebom amonijevog hidrogenkarbonata umjesto amonijevog
acetata pri ¢emu je prouCen i utjecaj smanjenja koncentracije amonijevog
hidrogenkarbonata na vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva. Tako su na obje
kromatografske kolone, Luna C18 i XSelect CSH, provedena po cCetiri eksperimenta s

varijacijama pokretne faze:

e amonijev acetat koncentracije 50 mM i acetonitril — eksperimentalni uvjeti CHI
metode;

¢ amonijev acetat koncentracije 50 mM i metanol;

¢ amonijev hidrogenkarbonat koncentracije 50 mM i metanol;

e amonijev hidrogenkarbonat koncentracije 10 mM i metanol.

5.3.7.1. Zamjena acetonitrila metanolom upotrebom Luna C18

kromatografske kolone

Najprije je istrazeno do kakvih promjena u vremenima zadrzavanja dolazi zamjenom
acetonitrila, koji se koristi kao organsko otapalo u pokretnoj fazi upotrebom CHI metode,
metanolom. Takoder, mijenjala se vrsta, ali i koncentracija puferske otopine koristene kao
vodeni dio pokretne faze. Rezultati dobiveni ovim analizama nalaze se u dodatku 8.8.9.

Slika 5.19 pokazuje utjecaj istrazenih promjena na vremena zadrzavanja malih molekula.
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®50 mM AA_ACN m50 mM AA_MeOH m50 mM AH_MeOH m10 mM AH_MeOH

Slika 5.19 Usporedba vremena zadrZzavanja malih molekula dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 50 mM i acetonitrila (plavi stupci), amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i metanola (crveni stupci), amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 50 mM | metanola (zeleni stupci) te amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 10 mM i metanola (ljubicasti stupci) na Luna C18 kromatografskoj koloni (AA
- amonijev acetat, AH — amonijev hidrogenkarbonat, ACN — acetonitril, MeOH - metanol).
Na grafu se uofava da zamjenom acetonitrila metanolom dolazi do sustavno visih
vrijednosti vremena zadrzavanja malih molekula. Ovakvo opazanje je i oCekivano zbog
slabije snage ispiranja metanola u usporedbi s acetonitrilom. Takoder, relativni odnos
vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva za vecinu spojeva ostaje nepromijenjen, dok za
STD_4 - kolhicin i STD_5 - 8-fenilteofilin upotrebom metanola dolazi do veceg povecanja
u vremenima zadrzavanja od ocekivanog. Sto se tice promjene vrste i koncentracije
puferske otopine koriStene kao vodeni dio pokretne faze uz upotrebu metanola kao
organskog otapala u pokretnoj fazi, moze se primijetiti da ne dolazi do znacajnijih pomaka
u vremenima zadrZzavanja bilo da se amonijev acetat zamjeni s amonijevim
hidrogenkarbonatom, bilo da se smanji koncentracija amonijevog hidrogenkarbonata, sve
uz upotrebu metanola kao organskog otapala u pokretnoj fazi. Ova opazanja upucuju na
zakljuCak da je vrsta organskog otapala u pokretnoj fazi dominantan c¢imbenik koji

odreduje jacinu interakcije malih molekula s nepokretnom fazom.

Isto istrazivanje provelo se i na makrociklickim spojevima te su rezultati prikazani u
dodatku 8.8.9 i na Slika 5.20.
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Slika 5.20 Usporedba vremena zadrZavanja makrociklickih spojeva pocetne skupine
dobivenih upotrebom amonijevog acetata koncentracije 50 mM i acetonitrila (plavi stupci),
amonijevog acetata koncentracije 50 mM i metanola (crveni stupci), amonijevog
hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM | metanola (zeleni stupci) te amonijevog
hidrogenkarbonata koncentracije 10 mM | metanola (ljubiasti stupci) na Luna C18
kromatografskoj koloni (AA — amonijev acetat, AH — amonijev hidrogenkarbonat, ACN -
acetonitril, MeOH - metanol).

Kao i u sluc¢aju malih molekula, slabija snaga ispiranja metanola uzrokuje pomake vremena
zadrzavanja prema veéim vrijednostima za sve makrociklicke spojeve. Sto se ti¢e promjena
u relativnim odnosima vremena zadrzZavanja istrazivanih spojeva, ovdje se ne uocava neki
specifican trend, odnosno tesko je razaznati za koje spojeve dolazi do znacajnije promjene.
Ali se zato moze primijetiti kako, za razliku od malih molekula kod kojih promjena vrste i
koncentracije puferske otopine koriStene kao vodeni dio pokretne faze nije pokazala
znacajan utjecaj na vremena zadrzavanja, u slucaju makrociklickih spojeva ipak dolazi do
pomaka prema visim vrijednostima. Pritom najjaci utjecaj na vremena zadrzavanja ima
zamjena amonijevog acetata s amonijevim hidrogenkarbonatom u sluc¢aju manje lipofilnih
makrolidnih spojeva, dok za ciklicke peptide, ansamicine kao i makrolide veéih vremena
zadrZavanja gotovo da nema utjecaja. Nadalje, isti trend povecanja vremena zadrzavanja,
iako puno manje izrazen, moze se primijetiti smanjenjem koncentracije amonijevog
hidrogenkarbonata na s 50 mM na 10 mM. Ova opaZzanja su u skladu s opazanjima
primije¢enima u poglavlju 5.3.5.1 gdje su se isti eksperimenti promjene vrste i
koncentracije puferske otopine provedeni upotrebom acetonitrila kao organskog otapala u

pokretnoj fazi.

Jos jedno vazno opaZzanje proizaslo je iz ovog istrazivanja. Upotrebom metanola kao
organskog otapala u pokretnoj fazi primijeceno je znacajno poboljSanje ucinkovitosti
kromatografske kolone za spojeve koji su upotrebom acetonitrila imali Siroke
kromatografske pikove. Tako se na Slika 5.21 moZe uociti znacajno suzavanje

kromatografskog pika za spojeve MAC_8 - takrolimus i MAC_20 - ciklosporin. Ovakav
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izgled pika olaksava jednoznacno oclitavanje vremena zadrzavanja spoja, Sto dovodi do

tocCnijeg odredivanja kromatografske lipofilnosti.
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Slika 5.21 Kromatografski pikovi A) MAC_8 - takrolimusa i B) MAC_20 - ciklosporina
dobiveni upotrebom acetonitrila te C) MAC_8 - takrolimusa i D) MAC_20 - ciklosporina
dobiveni upotrebom metanola kao organskog otapala u pokretnoj fazi na Luna C18
kromatografskoj koloni.
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Razlog smanjenja Sirine kromatografskih pikova lezi u ¢injenici da metanol, za razliku od
acetonitrila, zbog svojih proton-donorskih odnosno proton-akceptorskih svojstava moze
sudjelovati u elektrostatskim interakcijama sa slobodnim silanolnim skupinama nepokretne

faze te time onemogucava ostvarivanje sekundarnih interakcija s bazi¢nim analitima (185).
5.3.7.2. Zamjena acetonitrila metanolom upotrebom XSelect CSH
kromatografske kolone

Kako bi se istrazilo kakav utjecaj ima zamjena acetonitrila metanolom ako se analize
provedu na XSelect CSH kromatografskoj koloni, provedeni su isti eksperimenti kao u
prethodnom poglavlju. Rezultati ovog istrazivanja dani su u dodatku 8.8.10. Slika 5.22

prikazuje usporedbu vremena zadrzavanja malih molekula dobivenu ovim istrazivanjem.
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Slika 5.22 Usporedba vremena zadrZavanja malih molekula dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 50 mM i acetonitrila (plavi stupci), amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i metanola (crveni stupci), amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 50 mM | metanola (zeleni stupci) te amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 10 mM i metanola (ljubiasti stupci) na XSelect CSH kromatografskoj koloni
(AA - amonijev acetat, AH - amonijev hidrogenkarbonat, ACN - acetonitril, MeOH -
metanol).

Isto kao Sto je primije¢eno kod Luna C18 kromatografske kolone, zamjenom acetonitrila
metanolom pri upotrebi XSelect CSH kromatografske kolone dolazi do znacajnog povecanja
vremena zadrZavanja za spojeve STD_4 - kolhicin i STD_5 - 8-fenilteofilin uz sustavno
povecanje vremena zadrzavanja svih spojeva. Naknadnom zamjenom amonijevog acetata
s amonijevim hidrogenkarbonatom te smanjenjem koncentracije amonijevog
hidrogenkarbonata male molekule nisu pokazale znacdajne promjene u zadrzavanju na

nepokretnoj fazi.

Rezultati ovog ispitivanja provedeni su i na makrociklickim spojevima te su rezultati
prikazani na Slika 5.23.
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Slika 5.23 Usporedba vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva dobivenih upotrebom
amonijevog acetata koncentracije 50 mM i acetonitrila (plavi stupci), amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i metanola (crveni stupci), amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 50 mM i metanola (zeleni stupci) te amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 10 mM i metanola (ljubicasti stupci) na XSelect CSH kromatografskoj koloni
(AA - amonijev acetat, AH - amonijev hidrogenkarbonat, ACN - acetonitril, MeOH -
metanol).

U slucaju makrociklickih spojeva primjecuje se slabija snaga ispiranja metanola u
usporedbi s acetonitrilom. Rezultati su vrlo sli¢ni onima dobivenima na Luna C18 koloni pa
se tako opet najvedi utjecaj na pomake vremena zadrzavanje primjecuje za makrolidne

spojevi nizih vremena zadrzavanja.

Kromatografske analize makrociklickih spojeva pri upotrebi metanola kao organskog
otapala u pokretnoj fazi na Luna C18 koloni pokazale su povecéanu ucinkovitosti pri upotrebi
metanola u usporedbi s acetonitrilom (Slika 5.21). Uz to, XSelect CSH kolona je pokazala
bolju ucinkovitost pri analizama makrociklickih spojeva od Luna C18 kolone upotrebom CHI
metode (poglavlje 5.3.4) pa je ispitano kako kombinacija ove dvije promjene utjece na
Sirinu kromatografskih pikova makrociklickih spojeva. Na Slika 5.24 moze se uociti
suzavanje kromatografskih pikova za spojeve MAC_8 - takrolimus i MAC_20 - ciklosporin
upotrebom metanola u usporedbi s upotrebom acetonitrila kao organskog otapala u
pokretnoj fazi.
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Slika 5.24 Kromatografski pikovi A) MAC_8 - takrolimusa i B) MAC_20 - ciklosporina
dobiveni upotrebom acetonitrila te C) MAC_8 - takrolimusa i D) MAC_20 - ciklosporina
dobiveni upotrebom metanola kao organskog otapala u pokretnoj fazi na XSelect CSH
kromatografskoj koloni.

Ovo opazanje ukazuje da je upotreba XSelect CSH kolone u kombinaciji s metanolom kao
organskim otapalom u pokretnoj fazi najpogodnija za analize makrociklickih spojeva ako

se u obzir uzme Sirina i simetrija kromatografskih pikova.
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5.3.8. Usporedba kromatografskih uvjeta za odredivanje
lipofilnosti makrociklickih spojeva za predvidanje log D

vrijednosti

Istrazivanjima prikazanim unutar poglavlja 5.3 proucavao se utjecaj promjena u
kromatografskim uvjetima na vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva te su dobivene vrijednosti usporedivane vrijednostima dobivenima
upotrebom CHI metode. Osim toga promatrane su i promjene u izgledu kromatografskih
pikova za makrociklicke spojeve koji su pri uvjetima CHI metode imali znacajniju
asimetri¢nost. U prethodnim poglavljima je pokazano da promjene nekih istrazenih
kromatografskih uvjeta dovode do promjena u apsolutnim vrijednostima vremena
zadrzavanja pocetne skupine makrociklickih spojeva, ali i u relativnim odnosima istih. Zato
je bilo potrebno usporediti gradijentna vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva
pocetne skupine dobivena primjenom istrazivanih kromatografskih uvjeta s log D
vrijednostima dobivenima metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode. Na ovaj
nacin je istrazeno kojom kombinacijom kromatografskih uvjeta se dobiju pokazatelji
lipofilnosti najblizi log D vrijednostima. Kako bi se utvrdilo koja kombinacija od gore
istrazivanje eksperimentalnih kromatografskih uvjeta daje najbolje predvidanje log D
vrijednosti makrociklickih spojeva, provedena je regresijska analiza, gdje su kao neovisna
varijabla uzete CAMDIS log D vrijednosti pocetne skupine makrociklickih spojeva, dok su
kao ovisne varijable uzeta vremena zadrzavanja dobivena pri istrazenim eksperimentalnim
kromatografskim uvjetima prikazanima u poglavlju 5.3. Treba naglasiti da je ovakva
analiza provedena iskljucivo za eksperimentalne uvjete za koje je utvrdeno da njihovom
primjenom dolazi do znacajnih pomaka u vremenima zadrzavanja ili u relativnim odnosima
vremena zadrzavanja istrazivanih spojeva. Linearnom regresijom dobiveni su koeficijenti
determinacije linearne regresije, R?, koji su koristeni kao mjera korisnosti modela za
predvidanje log D vrijednosti primijenjenom kromatografskom metodom. Vrijednosti R?
prikazane su u Tablica 5.3. Cilj ovog istrazivanja je bio odabrati kromatografske uvjete koji
daju najbolje mogucée kromatografske pikove za makrociklicke spojeve, uz uvjet da

koeficijent determinacije i dalje ostane zadovoljavajuce visok.
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Tablica 5.3 Koeficijenti determinacije linearne regresije, R?, dobiveni korelacijom CAMDIS
log D vrijednosti pocCetne skupine makrociklickih spojeva i njihovih vremena zadrzavanja
dobivenih primjenom razlicitih kombinacija nepokretnih i pokretnih faza.

Kromatografska kolona Primijenjeni eksperimentalni uvjeti R?
70 mM AA? + ACNP 0,9410
50 mM AA2+ ACNP 0,9368
30 mM AA2+ ACNP 0,9353
10 mM AA2+ ACNP 0,9333
5 mM AA2+ ACNP 0,7375
Luna C18
50 mM AHS+ ACNP 0,8397
10 mM AHc+ ACNP 0,7868
50 mM AA2_MeOH¢ 0,7737
50 mM AHc_MeOH¢ 0,6230
10 mM AHc_MeOH¢ 0,5597
70 mM AA2+ ACN®P 0,9350
50 mM AA2+ ACNP 0,9302
30 mM AA2+ ACNP 0,9313
10 mM AA2+ ACNP 0,9183
5 mM AA2+ ACNP 0,8638
XSelect CSH C18

50 mM AHc+ ACN®P 0,8375

10 mM AHc ACNP 0,7696
50 mM AA?_MeOH¢ 0,7439
50 mM AH<_MeOH¢ 0,7572
10 mM AH¢_MeOH¢ 0,7501

@ AA - amonijev acetat
b ACN - acetonitril
¢ AH - amonijev hidrogenkarbonat

d MeOH - metanol

Koeficijenti determinacije provedenih regresijskih analiza ukazuju na visoku povezanost
izmedu CAMDIS log D vrijednosti i vremena zadrzavanja gotovo svih ispitanih
eksperimentalnih kromatografskih uvjeta te se kre¢u u rasponu od 0,5597 do 0,9410.
Najvise vrijednosti koeficijenata determinacije ukazuju na kromatografske uvjete koji
najbolje predvidaju log D vrijednosti. MoZe se uociti kako su najviSe R? vrijednosti dobivene
primjenom acetonitrilnog gradijenta uz amonijev acetat kao vodeni dio pokretne faze u
rasponu koncentracija od 10 mM do 70 mM, bilo da je rijeC o Luna ili XSelect CSH
kromatografskoj koloni. Kad se koncentracija amonijevog acetata smanji na 5 mM, dolazi
do znacajnijeg snizenja koeficijenta determinacije. Sve ostale promjene u
eksperimentalnim uvjetima, bilo da je rijeC o upotrebi metanola kao organskog otapala u
pokretnoj fazi ili zamjene amonijevog acetata s amonijevim hidrogenkarbonatom,
rezultirale su nizim R? vrijednostima, odnosno njihova mogucénost predvidanja log D

vrijednosti je loSija. Ovakvo opazanje nije u skladu s oCekivanjima jer metanol kao i n-
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oktanol, ima mogucnost stvaranja vodikovih veza te bi trebao biti sli¢niji n-oktanolu od
acetonitrila. Medutim, ovime je pokazano da koriStenje acetonitrila kao organskog otapala
u pokretnoj fazi prikladnije za lipofilno profiliranje makrociklickih spojeva. Moze se
zakljuciti kako acetonitrilni gradijent uz upotrebu amonijevog acetata kao puferske otopine
koriStene kao vodeni dio pokretne faze daje najbolje slaganje izmedu eksperimentalno
odredene CAMDIS log D vrijednosti i vremena zadrzavanja istrazivanih makrociklickih

spojeva te su ovi kromatografski uvjeti najbolji za njihovo lipofilno profiliranje.

Vezano uz koncentraciju amonijevog acetata u vodenom dijelu pokretne faze, smanjenje
koncentracije je istrazeno kako bi se uklonila mogucnost talozenja puferske soli u
ionizacijskom izvoru MS detektora te sprije¢ilo moguée smanjene osjetljivosti i zaCepljenje
MS detektora. U sklopu ovog rada analize su se provodile tijekom duzeg vremenskog
razdoblja s kontinuiranom upotrebom relativno visokih koncentracija amonijevog acetata
kao pokretne faze, medutim, nisu primije¢eni znacajniji problemi smanjenja osjetljivosti
MS detektora, kao ni zaCepljenja samog ionizacijskog izvora. Razlog tome je vjerojatno i
upotreba razdjeljivaca pokretne faze nakon kromatografske kolone, a prije MS detektora,
koji tek manji dio ukupnog protoka propusta u detektor, dok veci dio odlazi u otpad. Ovakva
postavka je moguca zbog dovoljno visoke osjetljivosti MS detektora koja dopusta detekciju
nizih koli¢ina analita. Takoder, nakon zavrsetka svake kromatografske analize provodile su
se mjere opreza tako Sto su se provodila ispiranja puferske soli s kromatografske kolone i
ionizacijskog izvora vodom, nakon Cega se provodilo ispiranje kromatografske kolone
acetonitrilom do sljedec¢e analize. Kako je ustanovljeno da relativno visoka koncentracije
amonijevog acetata ipak ne uzrokuje probleme s kromatografskim sustavom ako se
provode potrebne mjere predostroznosti, ostaje mogucnost da se odabere koja
koncentracija ¢e se koristiti za lipofilno profiliranje makrociklickih spojeva. Koeficijenti
determinacije u ovom slucaju ne daju jasnu sliku o najboljem odabiru koncentracije
puferske otopine koja se koristi kao pokretni dio vodene faze, jer su vrlo sli¢cni kad je rijec
o koncentracija pufera izmedu 10 mM i 70 mM. Medutim, kako je primije¢eno da do
najve¢ih promjena u vremenima zadrzavanja nekoliko makrociklickih spojeva dolazi pri
koncentracijama amonijevog acetata nizim od 30 mM te da se ucinkovitost kromatografske
kolone znacajno smanjuje pri nizim koncentracijama, zakljuceno je da se koncentracija

amonijevog acetata zadrzi na 50 mM, koja se koristi i upotrebom CHI metode.

Kromatografska kolona se pokazala kao vazan cimbenik u analizama makrociklickih
spojeva. Pri analizama na Luna C18 i XSelect CSH kolonama dobiju se vrlo sli¢ni koeficijenti
determinacije primjenom istih ostalih kromatografskih uvjeta, medutim XSelect CSH
kromatografska kolona je bila efikasnija pri analizama makrociklickih spojeva (poglavlje
5.3.4). Pokazano je da se za MAC_20 - ciklosporin, kao spoj s najsirim kromatografskim
pikom na Luna C18 koloni, upotrebom XSelect CSH kolone dobije prihvatljiva Sirina

kromatografskog pika, Sto omogucuje jednoznacno ocitavanje vremena zadrzavanja. Pri
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istrazivanju promjena u relativnim odnosima vremena zadrzavanja, pokazano je da ne
dolazi do znacajnih pomaka pri analizama makrociklickih spojeva. Moze se zakljuciti da je
XSelect CSH kromatografska kolona pogodnija za analize makrociklickih spojeva od Luna
C18 kolone.

Ostali istrazeni kromatografski uvjeti, a to su temperatura kromatografske kolone, protok
pokretne faze te brzina primijenjenog gradijenta, nisu pokazali znacajan utjecaj na
relativne odnose vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva te se moze zakljuciti da

odabir tih parametara moze biti proizvoljan.

5.4. Odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva

upotrebom optimizirane kromatografske metode

U tre¢em dijelu ovog doktorskog rada predlozena je nova optimizirana kromatografska
metoda za odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva. Odabrani su makrociklicki
spojevi koji sluze za kalibraciju kromatografskog sustava te je na kraju odredena
jednadzba kojom bi se vremena zadrzavanja novih makrociklickih spojeva mogla
preracunati na log D skalu. Takoder, prou¢ena je mogucnost ubrzanja kromatografskog
odredivanja lipofilnosti grupiranjem spojeva za analize. Na kraju, usporedeni su pokazatelji

lipofilnosti dobiveni razli¢itim metodama koriStenima u ovom radu.

5.4.1. Optimizirani kromatografski uvjeti za odredivanje

lipofilnosti makrociklickih spojeva

Novi kromatografski uvjeti odabrani su na temelju istrazivanja u prethodnim poglavljima,
tako da na najbolji mogudéi nacin pruzaju predvidanje log D vrijednosti makrociklickih
spojeva bez upotrebe klasicne metode izmuckivanja. Optimalni kromatografski uvijeti za
lipofilno profiliranje makrociklickih spojeva prikazani u Tablica 5.4. Kromatografska metoda

je nazvana Macro log D te se taj naziv koristi u daljnjem tekstu.

Kromatografski uvjeti su odabrani na temelju kriterija opisanih u poglavlju 5.3.8. Ukratko,
XSelect CSH C18 kolona je odabrana zbog boljeg izgleda kromatografskih pikova
makrociklickih spojeva u usporedbi s Luna C18 kromatografskom kolonom, pri ¢emu su
koeficijenti determinacije na obje kolone bili usporedivi. Otopina amonijevog acetata je
odabrana kao vodeni dio pokretne faze jer je pokazano da je predvidanje log D vrijednosti
upotrebom amonijevog acetata bolje nego kad se koristi amonijev hidrogenkarbonat.
Takoder, koncentracija amonijevog acetata je zadrZzana na 50 mM jer je korelacija loSija
upotrebom nize koncentracije, a dolazi i do znacajnije asimetri¢nosti kromatografskih

pikova. Acetonitril je odabran kao organsko otapalo u pokretnoj fazi jer daje znacajnije
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bolju korelaciju s log D vrijednostima iako su kromatografski pikovi upotrebom metanola
znacajno uzi i bolje simetrije. Kod gradijentnog programa uveden je udio organskog
otapala od 5 % (V / V) u pokretnoj fazi pri poCetnim uvjetima. Razlog tome je oCuvanje
svojstava kromatografske kolone jer poznato da pri udjelima vodene faze viSim od 98 %
(V / V) postoji mogucnost kolapsa nepokretne faze (14,186). Od ostalih kromatografskih
uvjeta vazno je navesti da je odabrana temperatura kromatografske kolone od 60 °C jer
viSa temperatura pospjesuje dobivanje uzih kromatografskih pikova, sto se pokazalo vazno

za analize makrociklickih spojeva.

Tablica 5.4 Optimalni kromatografski uvjeti za lipofilno profiliranje makrociklickih spojeva
— Macro log D kromatografska metoda.

XSelect CSH C18, duljine 50 mm, unutarnjeg promjera 3 mm,
Kromatografska kolona v v v
veliCine Cestica 5 ym, veliCine pora 130 A
Vodeni dio pokretne faze 50 mM amonijev acetat u vodi pri pH 7,40
:)arzgeanskl dio pokretne Acetonitril
t / min 00 (3035|3765
Gradijentni program Vodeni dio pokretne faze ¢/ % 95 0 0 95 | 95
Organski dio pokretne faze ¢/ % 5 100 | 100 | 5 5
Protok 1 ml min-!
Volumen injektiranja 1 pl
Temperatura 60 °C
kromatografske kolone

Metoda izmuckivanja je zlatni standard za odredivanje lipofilnosti te je u ovom radu jedan
od ciljeva bio pronaci kromatografsku metodu koja ¢ée omoguditi dobivanje podataka o
lipofilnosti spojeva koji bi bili usporedivi s log D vrijednostima dobivenima upotrebom
metode izmuckivanja. Stoga je bilo potrebno provijeriti u kojoj mjeri vremena zadrzavanja
makrociklickih spojeva dobivena Macro log D metodom koreliraju s CAMDIS log D
vrijednostima. Slika 5.25 prikazuje korelaciju izmedu CAMDIS log D vrijednosti i vremena

zadrzavanja dobivenih Macro log D metodom za pocetnu skupinu makrocikli¢kih spojeva.
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Slika 5.25 Korelacija izmedu CAMDIS log D vrijednosti i vremena zadrZzavanja dobivenih
upotrebom Macro log D metode za pocetnu skupinu makrociklickih spojeva.

Vrlo dobra korelacija s visokim koeficijentom determinacije (R? = 0,9079) ukazuje da
Macro log D kromatografska metoda dobro predvida log D vrijednosti za pocetnu skupinu
makrociklickih spojeva. Iako je upotrebom CHI metode dobivena nesto bolja korelacija s
R? = 0,9436 (Slika 5.2), upotrebom Macro log D metode dobiju se uzi kromatografski pikovi
bolje simetrije s moguc¢noséu jednoznacnog ocitanja vremena zadrzavanja makrociklickih

spojeva.

5.4.2. Provjera primjene Macro log D kromatografske metode na

prosirenu skupinu makrociklickih spojeva

Primjenjivost optimizirane Macro log D kromatografske metode za odredivanje log D
vrijednosti makrociklickih spojeva testirana je na proSirenoj skupini koja se sastojala od
236 strukturno raznolikih makrociklickih spojeva iz Fidelta Macro™ platforme. Prvi korak
bio je odredivanje log D vrijednosti svih spojeva upotrebom CAMDIS metode. Od 236
testiranih makrociklickih spojeva, 50 ih je bilo izuzetno hidrofilno pa se to¢na broj¢ana log
D vrijednost nije mogla odrediti jer je njihova log D vrijednost izvan granice odredivanja
CAMDIS metodom. Ovim spojevima je pridruzena log D vrijednost < -0,2. Nadalje, za 10
spojeva analiza uzoraka nije bila moguéa zbog neuspjeSne optimizacije parametara rada
MS detektora. Za 21 spoj je primijecen prevelik rasap dobivenih log D vrijednosti pa je
naznaceno da su dobiveni neprecizni rezultati. Jedan spoj je istalozio prilikom dodatka u
otopinu fosfatnog pufera koji se koristi u CAMDIS pokusu. Nakon Sto su navedeni spojevi
iskljuCeni iz daljnjeg razmatranja, konacni broj spojeva prosirene skupine kojima je

uspjesno odredena CAMDIS log D vrijednost bio je 154.
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Sljededi korak je bio odredivanje vremena zadrZzavanja prosirene skupine makrociklickih
spojeva upotrebom Macro log D kromatografske metode. Analizirano je svih 236 spojeva
proSirene skupine, kako bi se provjerila sposobnost Macro log D metode za dobivanje
pokazatelja lipofilnosti makrociklickih spojeva. Vremena zadrzavanja uspjesno su odredena
za cijelu prosirenu skupinu makrociklickin spojeva Sto pokazuje veliku prednost koju
kromatografska metoda ima u usporedbi s metodom izmuckivanja u lipofilnom profiliranju
spojeva makrociklicke klase. CAMDIS log D vrijednosti i vremena zadrzavanja prosirene

skupine makrociklickih spojeva prikazana su u dodatku 8.9.

U prethodnom poglavlju pokazano je kako za pocletnu skupinu makrociklickih spojeva
Macro log D kromatografska metoda dobro korelira s CAMDIS log D vrijednostima pa su
ove dvije metode usporedene i za prosirenu skupinu spojeva iz klase makrocikala.
Dobivene CAMDIS log D vrijednosti korelirane su s vremenima zadrzavanja kako je
prikazano na Slika 5.26.
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Slika 5.26 Korelacija izmedu CAMDIS log D vrijednosti i vremena zadrzavanja dobivenih
upotrebom Macro log D metode za prosirenu skupinu makrociklickih spojeva.

Koeficijent determinacije od R? = 0,7389 je nesto nizi nego u slucaju pocetne skupine
makrociklickih spojeva, ali i dalje pokazuje vrlo dobru povezanost ova dva pokazatelja
lipofilnosti, Sto ukazuje na to da se lipofilnost, odnosno log D vrijednost makrociklickih
spojeva moze dobro predvidjeti upotrebom Macro log D kromatografske metode
uspostavljenom u ovom radu.
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5.4.3. Odabir makrociklickih spojeva kao kalibracijskih standarda
i prijedlog jednadzbe za odredivanje lipofilnosti

makrociklickih spojeva upotrebom Macro log D metode

Kako bi se kromatografska metoda za odredivanje lipofilnosti mogla prenijeti na bilo koji
kromatografski sustav, potrebno je provesti kalibraciju sustava. S obzirom da vremena
zadrzavanja spoja ovise o mnogim parametrima kromatografskog sustava, nije ih ispravno
koristiti kao jedinstvenu usporedivu vrijednost za odredivanje lipofilnosti spojeva. 1z tog
razloga se prije svakog kromatografskog odredivanja lipofilnosti CHI metodom provodi
kalibracija sustava tako Sto se vremena zadrzavanja standarda prevedu u CHI vrijednosti,

iz kojih se zatim moze izrac¢unati Chrom log D vrijednost istrazivanog spoja.

Kalibracijski standardi koji se koriste upotrebom CHI metode su male molekule i, kako je
pokazano u istrazivanjima u poglavlju 5.3, njihova vremena zadrzavanja su relativno
robusna te promjene u kromatografskim uvjetima najcesée ne utjecu na njihova vremena
zadrzavanja. S druge strane, utvrdeno je da je analiticko ponasanje makrociklickih spojeva
drugacije. Njihova vremena zadrzavanja, ali i oblici kromatografskih pikova, puno su
osjetljiviji na promjene u eksperimentalnim kromatografskim uvjetima. Nadalje, nekoliko
kalibracijskih standarda koje koristi CHI metoda nemaju sposobnost ionizacije te se ne
mogu detektirati MS detektorom. Iz navedenih razloga u ovom doktorskom radu uvedeni

su makrociklicki kalibracijski standardi za kalibraciju Macro log D metode.

Kalibracijski standardi odabrani su iz poletne skupine makrociklickih spojeva, vodeci

racuna o sljedeéim kriterijima:
e Sto Siri raspon vremena zadrzavanja kako bi se osigurala pouzdanost metode u
Sirokom rasponu lipofilnosti;
e dobra ionizacija i odziv upotrebom MS detektora;
e strukturna raznolikost;
o dobar oblik kromatografskog pika zbog mogucnosti jednoznacnog ocitanja
maksimuma kromatografskog pika;

e komercijalna dostupnost.

Osim navedenih parametara, pri odabiru makrociklickih standarda istrazio se utjecaj malih
promjena u pH vrijednosti acetatnog pufera kao puferske otopine koristene kao vodeni dio
pokretne faze. Naime, makrocikli¢ki spojevi, a osobito oni iz makrolidne skupine, Cesto
imaju pKa vrijednosti izmedu 6 i 9 (Dodatak 8.6) te bi male promjene u pH vrijednosti
puferske otopine koriStene kao vodeni dio pokretne faze mogle znacajno utjecati na
vremena zadrZavanja takvih spojeva. Zato je provedeno istraZzivanje u kojima je

primijenjena Macro log D kromatografska metoda, a pH vrijednost puferske otopine
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koristene kao vodeni dio pokretne faze je podesena na 7,30, 7,40 i 7,50 te je promatran
utjecaj promjene na vremena zadrzavanja makrociklickih spojeva (Dodatak 8.10).
Promjene u vremenima zadrzavanja primije¢ene su kod dva makrociklicka spoja, MAC_10
- azitromicina i MAC_12 - dekladinozil azitromicina, dok su vremena zadrzavanja ostalih
spojeva ostala nepromijenjena. Ovi spojevi su zato odabrani za clanove kalibracijske

skupine kako bi osigurali kontrolu pH vrijednosti pokretne faze.

Nakon analize svih navedenih Cimbenika, odabrano je 6 makrociklickih spojeva koji su
pogodni za koriStenje kao standardi za kalibraciju kromatografskog sustava upotrebom
Macro log D metode, a to su MAC_12 - dekladinozil azitromicin, MAC_17 - N'-demetil
azitromicin, MAC_10 - azitromicin, MAC_2 - rifampicin, MAC_4 - rifapentin i MAC_5 -
rifabutin. Slika 5.27 prikazuje tipican kromatogram dobiven analizom smjese odabranih
makrociklickih kalibracijskih standarda upotrebom Macro log D metode, dok su na Slika
5.28 pokazani kromatogrami dobiveni iz TIC kromatograma odabirom odgovaraju¢e m/z
vrijednosti koja odgovara ionu odabranog standarda. Vremena zadrzavanja su ocitana na
MS detektoru cija upotreba je neophodna pri analizama makrociklickih spojeva. Na ovaj
nacin se uvelo koristenje isklju¢ivo MS detektora za detekciju kromatografskih pikova
spojeva iz klase makrocikala, tako da se pri upotrebi Macro log D kromatografske metode
za odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva koristi tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti u sprezi sa spektrometrom masa (engl. high-performance liquid

chromatography coupled with mass spectrometer, HPLC-MS).
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Slika 5.27 Tipi¢an kromatogram kalibracijske smjese dobiven upotrebom Macro log D
kromatografske metode.
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Slika 5.28 Kromatogrami dobiveni iz TIC kromatograma odabirom odgovaraju¢e m/z
vrijednosti koja odgovara ionu odabranog standarda.

Sljedeci korak bio je odredivanje Macro log D vrijednosti za makrociklicke standarde koje
Ce se koristiti pri svakom novom mjerenju kao referentne vrijednosti za kalibraciju sustava.
U tu svrhu su se iz jednadzbe korelacije CAMDIS log D vrijednosti i vremena zadrZzavanja
za prosirenu skupinu makrociklickih spojeva (Slika 5.26) izracunale teoretske log D

vrijednosti nazvane Macro log D, koje su prikazane u Tablica 5.5.

Tablica 5.5 Odabrani makrociklicki standardi za kalibraciju kromatografskog sustava za
odredivanje lipofilnosti upotrebom Macro log D metode, njihova tipicna vremena
zadrzavanja i Macro log D vrijednosti.

Oznaka spoja Naziv spoja tr / min Macro log D
MAC_12 Dekladinozil azitromicin 2,06 -0,17
MAC_17 N'-Demetil azitromicin 2,28 0,43
MAC_10 Azitromicin 2,35 0,62
MAC_2 Rifampicin 2,57 1,22
MAC_4 Rifapentin 2,94 2,23
MAC_5 Rifabutin 3,54 3,87

Kako bi se dobila jednadzba za izracunavanje Macro log D vrijednosti novih makrocikli¢kih
spojeva, napravljena je korelacija vremena zadrzavanja makrociklickih standarda i njihovih
Macro log D vrijednosti (Slika 5.29).
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y = 2,730x - 5,794
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Slika 5.29 Tipican kalibracijski pravac s jednadZzbom za kromatografsko odredivanje
lipofilnosti makrociklickih spojeva dobiven upotrebom Macro log D metode.
Na ovaj nacdin je dobivena jednadzba za izracunavanje pokazatelja lipofilnosti

makrocikli¢kih spojeva Macro log D bilo kojeg novog makrociklickog spoja (Jednadzba 5.1).
MacrologD = 2,730 X tg — 5,794

Jednadzba 5.1 Racunanje Macro log D vrijednosti.
gdje je:
e Macro log D - pokazatelj lipofilnosti novog makrociklickog spoja;

e tr — vrijeme zadrzavanja analita.

5.4.4. Odredivanje lipofilnosti makrociklickih spojeva upotrebom
Macro log D kromatografske metode grupiranjem spojeva u

skupine od tri ¢lana

Tekucinska kromatografija koristi relativho veliku koli¢inu pokretnih faza, a i vrijeme
trajanja analiza moze biti ogranicavajuéi ¢imbenik kad su u pitanju analize velikog broja
spojeva. Stoga se tezi tome da sve metode u ranijim fazama istrazivanja lijekova budu
visokoprotocne i ucinkovite. Kako bi se istrazila mogué¢nost smanjenja utroska pokretne
faze te skracivanja trajanja kromatografskih analiza za lipofilno profiliranje makrociklickih
spojeva, provedeno je istrazivanje gdje su se spojevi proSirene skupine analizirali
pojedinacno te u skupinama od po tri ¢lana. Cilj je bio usporediti dobivene rezultate te
provjeriti mozZe li se u jednoj analizi profilirati viSe spojeva istovremeno. Clanovi skupina
su odabrani tako da je jedini uvjet za grupiranje bio da se molekulske mase ¢lanova grupe

razlikuju za najmanje 5 Da kako bi se izbjegle potencijalne interferencije pri ocitavanju
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vremena zadrzavanja pomocu MS detektora. Vremena zadrzavanja su dana u dodatku 8.11
te je na Slika 5.30 prikazana korelacija vremena zadrzavanja pojedinac¢nih i grupiranih

analiza.

2 R2 = 0,9969

tR skupina od 3 ¢lana / min

tR pojedinaéno / min

Slika 5.30 Korelacija izmedu vremena zadrZavanja prosirene skupine makrociklickih
spojeva dobivenih upotrebom Macro log D metode analiziranih samostalno i u skupinama
od tri ¢lana.

Vrlo visoki koeficijent determinacije (R? = 0,9969) ukazuje da su vremena zadrzZavanja
proSirene skupine makrociklickih spojeva dobivena pri pojedina¢nim analizama te u
skupinama od tri ¢lana gotovo identi¢na te da je ovim pristupom moguce znacajno skratiti
vrijeme analize za kromatografsko odredivanje lipofilnosti. Ovo je vazno osobito kad se
analiziraju velike skupine spojeva. U ovom radu je za prosirenu skupinu makrocikli¢kih
spojeva koja se sastoji od 236 ¢lanova vrijeme analize skraceno s 43 sata na 14,5 sati, Sto
je smanjenje od 66 %. USteda nije postignuta samo u vremenu analiza, vec i u potrebnom
volumenu pokretne faze, volumenu otpadnog otapala koje se generira, upotrijebljenim
posudicama i plastici za pripremu uzoraka te smanjenju vremena rada kromatografske

kolone.

5.5. Usporedba pokazatelja lipofilnosti dobivenih razlicitim

metodama

U literaturi je opisano da programi za in silico racunanje fizikalno-kemijskih svojstava pa
tako i log D vrijednosti, imaju nizu mogucnost predvidanja kad je rije¢ o strukturno
kompleksnim spojevima (63). Za prosirenu skupinu je izracunata clog D vrijednost pri pH
od 7,40 upotrebom ACD/Labs Percepta racunalnog programa (Dodatak 8.12), kako bi se

proucila mogucnost in silico predvidanja log D vrijednosti za makrociklicke spojeve. U ovom
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radu CAMDIS log D vrijednosti odabrane su kao referentne vrijednosti lipofilnosti pa se
zato pouzdanost in silico predvidanja provjerila korelacijom izmedu CAMDIS log D

vrijednosti i clog D740 (Slika 5.31).
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Slika 5.31 Korelacija izmedu CAMDIS log D i clog Dy,40 vrijednosti za proSirenu skupinu
makrociklickih spojeva.

Koeficijent determinacije R? = 0,5902 ukazuje da povezanost izmedu ovih pokazatelja
lipofilnosti postoji, ali da njihova veza nije osobito jaka. Ovime je pokazano da je
mogucnost predvidanja log D vrijednosti upotrebom racunalnog programa, u ovom slucaju

ACD/Labs Percepte, vrlo ograni¢ena za makrociklicke spojeve.

Budu¢i da in silico racunanje log D vrijednosti nije pokazao visoku povezanost s
eksperimentalnim CAMDIS log D vrijednostima, potrebno je ipak za lipofilno profiliranje
makrociklickih spojeva provesti eksperimentalno mjerenje. Najprije je istrazeno kakvu
mogucnost predvidanja lipofilnosti makrociklickih spojeva daje CHI metoda pa su cijeloj
proSirenoj skupini makrociklickih spojeva odredene Chrom log D vrijednosti. Zatim je
prosirena skupina profilirana i upotrebom Macro log D metode razvijene u ovom radu kako
bi se provjerila primjenjivost nove kromatografske metode za profiliranje makrociklickih
spojeva. Rezultati ovih mjerenja su dani u dodatku 8.12. Korelacija Chrom log D i Macro

log D s CAMDIS log D vrijednostima prikazana je na Slika 5.32.
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Slika 5.32 Korelacija izmedu CAMDIS log D vrijednosti s Chrom log D vrijednostima
dobivenima upotrebom CHI metode (plavo) te s Macro log D vrijednostima dobivenima
upotrebom metode razvijene u ovom radu (crveno) za proSirenu skupinu makrociklickih
spojeva.

Iz koeficijenata determinacije dobivenih korelacijom CAMDIS log D i Chrom log D
vrijednosti (R? = 0,6426), odnosno Macro log D vrijednosti (R? = 0,7367) moze se zakljuciti
da je bolja korelacija primije¢ena upotrebom Macro log D metode razvijena u ovom radu.
Takoder, moze se primijetiti da upotrebom CHI metode, Chrom log D vrijednosti pokazuju
viSe apsolutne vrijednosti od CAMDIS log D vrijednosti i to u prosjeku za dvije logaritamske
jedinice, Sto je ve¢ opisano u literaturi (38). Medutim, u slucaju Macro log D metode,
pomak ne postoji jer je ovaj pokazatelj lipofilnosti sveden na istu skalu na kojoj je i log D

dobiven metodom izmuckivanja.

Macro log D metoda ima velike prednosti u usporedbi s CHI metodom. Ona daje bolju
korelaciju s referentnim CAMDIS log D vrijednostima i ima moguc¢nost profiliranja
makrociklickih spojeva velike strukturne raznolikosti Sto je primije¢eno pri analizama
prosirene skupine makrociklickih spojeva. Upotrebom Macro log D metode dobiju se uZi
kromatografski pikovi bolje simetrije, ¢ime je olakSsano jednoznacno i precizno odredivanje

maksimuma kromatografskog pika.

Kako bi se procijenilo slaganje Chrom log D i Macro log D vrijednosti za proSirenu skupinu
makrociklickih spojeva, moze se promotriti korelacija ovih dvaju parametara lipofilnosti
(Slika 5.33).
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Slika 5.33 Korelacija izmedu Chrom log D vrijednosti dobivenih upotrebom CHI metode s
Macro log D vrijednostima dobivenima upotrebom metode razvijene u ovom radu za
prosirenu skupinu makrociklickih spojeva.

Regresijska analiza ovih parametara pokazala je jako dobru korelaciju s R2 = 0,8990. Pri
tom je uocljiva skupina spojeva cije tocke leze ispod regresijskog pravca (prikazana
crvenom i zelenom bojom na grafu). Osim jedne iznimke (prikazan crvenom bojom na
grafu), svi ostali spojevi koji odstupaju od regresijskog pravca (zeleno) su hidrofilnog
karaktera. Za te spojeve je Macro log D vrijednost neocekivano niza od one koja bi se
ocekivala na temelju njihove Chrom log D vrijednosti. Ova pojava potjeCe najvjerojatnije
od upotrjebljene kromatografske kolone, jer je u poglavlju 5.3.4 opisano kako XSelect CSH
kromatografska kolona pokazuje bolju ucinkovitost pri analizama makrocikli¢kih spojeva u
usporedbi s Luna C18 kolonom. Iz ovih opazanja konacno se moze zakljuciti da je Macro
log D metoda razvijena u ovom radu prikladnija za lipofilno profilirane makrocikli¢kih
spojeva od CHI metode.
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6. ZAKLIJUCAK






Istrazivanje odredivanja lipofilnosti makrociklickih spojeva provedeno je u ovom radu
proucavanjem vise metoda za odredivanje lipofilnosti. Pritom je ispitana primjenjivost
literaturne kromatografske CHI metode kao i metode izmuckivanja upotrebom CAMDIS
metode za lipofilno profiliranje spojeva iz klase makrocikala. Takoder, proucen je utjecaj
promjena u eksperimentalnim kromatografskim uvjetima na vremena zadrzavanja te na
oblik i simetriju kromatografskih pikova makrociklickin spojeva. Razvijena je nova
kromatografska metoda, nazvana Macro log D metoda, primjenjiva specifi¢cno za lipofilno

profiliranje spojeva iz klase makrocikala.

Odredivanje lipofilnosti metodom izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode provedeno je
na 20 makrocikli¢kih spojeva pocetne skupine kako bi se dobile referentne log D vrijednosti
za usporedbu s kromatografskim pokazateljima lipofilnosti. Za 15 spojeva pocetne skupine
log D vrijednost je uspjeSno odredena, dok se za njih pet nije mogla odrediti zbog
ograni¢enja metode. Ista skupina spojeva je profilirana upotrebom literaturne CHI metode
za kromatografsko odredivanje lipofilnosti kako bi se provjerila primjenjivost metode za
makrociklicke spojeve pri ¢emu su dobivene Chrom log D vrijednosti koje su pokazale
dobru korelaciju s CAMDIS log D vrijednostima (R? = 0,9436). Medutim, pokazano je da
primjena kromatografskih uvjeta pri upotrebi CHI metode za odredivanje lipofilnosti nije u
potpunosti primjenjiva za makrociklicke spojeve zbog znacajne Sirine i asimetri¢nosti
kromatografskih pikova, u nekim slu¢ajevima do te mjere da je otezano ocitavanje
vremena zadrzavanja. Stoga su se provela istrazivanja za optimizaciju kromatografske

metode za odredivanje lipofilnosti prikladne za profiliranje makrociklickih spojeva.

Istrazivanjem utjecaja eksperimentalnih kromatografskih uvjeta na vremena zadrzavanja

pocetne skupine makrociklickih spojeva doneseni su sljededi zakljucci:

I. Temperatura kromatografske kolone ne utjece znacajno na vremena zadrzavanja
makrociklickih spojeva, odnosno povecanjem temperature njihovi relativni odnosi
ostaju nepromijenjeni. Medutim, poviSena temperatura omogucdava povecanje
ucinkovitosti kromatografske analize makrociklickih spojeva, Sto je znacajno za
makrociklicke spojeve koji imaju Siroke pikove prilikom profiliranja CHI metodom.
Pritom se pri viSoj temperaturi dobiju uzi kromatografski pikovi bolje simetrije, Sto
omogucava jednoznacno ocitanje vremena zadrzavanja.

II. Brzina gradijenta nema utjecaja na relativhe odnose vremena zadrzavanja, ali se
apsolutne vrijednosti vremena zadrzavanja svih spojeva povecavanju s povecanjem

trajanja gradijentnog programa.

III. Proucavanjem utjecaja protoka pokretne faze na vremena zadrzavanja istrazivanih
spojeva nisu primije¢ene promjene u relativnim odnosima, medutim apsolutne

vrijednosti su se povecanjem protoka pomaknule ka nizim vrijednostima.
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V.

VI.

VII.

Primjenom pet alternativnih kromatografskih kolona uoceno je kako upotreba
kromatografskih kolona s ve¢im porama (XTerra RP18 i XSelect CSH) dovodi do
znacajnog poboljSanja u simetriji kromatografskih pikova. Pritom je najbolji oblik
kromatografskih pikova azitromicina i ciklosporina dobiven upotrebom XSelect CSH
kromatografske kolone pa je ova kolona odabrana za daljnja istrazivanja. Pokazano
je i kako se upotrebom XSelect CSH kromatografske kolone dobiju nesto nize

zadrzavanje makrociklickih spojeva uz nepromijenjene relativne odnose.

Smanjenjem koncentracije otopine amonijevog acetata kao vodenog dijela pokretne
faze dolazi do povecanja vrijednosti vremena zadrzavanja za vec¢inu makrociklickih
spojeva, dok ova promjena ne utje¢e na tek nekolicinu njih. Razlog tome je Sto
smanjenje koncentracije amonijevog acetata dovodi do solvatacije analita, Sto je
posebno izrazeno za polarne spojeve s najkra¢im vremenima zadrzavanja, te one koji
pripadaju klasi makrolida. Za iste spojeve je primijeceno da smanjenjem
koncentracije dolazi i do znacajnije asimetricnosti kromatografskih pikova, sto je,
osim navedenog efekta solvatacije, posljedica i jacCih interakcija sa slobodnim
silanolnim skupinama na povrsini punila kolone. Pritom je isti trend primije¢en i na
Luna C18 i na XSelect CSH kromatografskoj koloni, samo Sto je na drugoj znacajno

slabije izrazen.

Zamjena amonijevog acetata s amonijevim hidrogenkarbonatom koji se upotrebljava
za pripravu vodenog dijela pokretne faze uzrokovala je jacanje interakcija analita s
nepokretnom fazom zbog ¢ega su se vremena zadrzavanja pomaknula prema visim
vrijednostima za vedéinu spojeva. Uslijed smanjenja koncentracije amonijevog
hidrogenkarbonata sa 50 mM na 10 mM dolazi do dodatnog povecanja u vremenima

zadrZavanja vecine spojeva.

Zamjena acetonitrila metanolom kao organskog otapala koje se koristi u pokretnoj
fazi uzorkovalo je znacajne promjene u vremenima zadrzavanja istrazivanih spojeva.
Upotrebom metanola dobile su se sustavno viSe vrijednosti vremena zadrzavanja, a
dolazi i do promjena u relativhim odnosima istih. Prilikom analiza upotrebom
metanola kao organskog otapala u pokretnoj fazi, dobiveni su uzi pikovi bolje
simetrije u usporedbi s upotrebom acetonitrila. Vrlo sli¢ni zakljucci su izvedeni bilo

da se koristi Luna C18 ili na XSelect CSH kromatografska kolona.

Na temelju koeficijenata determinacije dobivenih korelacijom CAMDIS log D vrijednosti

poCetne skupine makrociklickih spojeva i njihovih vremena zadrZzavanja dobivenih

primjenom razli¢itih kombinacija nepokretnih i pokretnih faza zaklju¢eno je da acetonitrilni

gradijent uz amonijev acetat kao vodeni dio pokretne faze ima najjacu sposobnost

predvidanja log D vrijednosti. Pritom je na temelju bolje Sirine i simetrije kromatografskih

pikova zaklju¢eno da je XSelect CSH pogodnija za analizu makrocikli¢kih spojeva od Luna
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C18 kromatografske kolone. Sto se ti¢e ostalih eksperimentalnih kromatografskih
parametara, temperatura kromatografske kolone od 60 °C je odabrana kao optimalna jer
pospjesuje dobivanje uzih kromatografskih pikova. Nadalje, gradijentni program u trajanju
od 5 minuta, s tim da je poCetak programa podesen tako da se u pocetnim uvjetima koristi
5 % (V / V) udio organskog otapala u pokretnoj fazi, odabran je zbog produzenja vijeka
trajanja kromatografske kolone. Protok pokretne faze od 1 ml min! je ostao isti kao kod
CHI metode.

Koeficijent determinacije dobiven korelacijom izmedu CAMDIS log D vrijednosti i vremena
zadrzavanja dobivenih upotrebom Macro log D metode za pocetnu skupinu makrociklickih
spojeva od R? = 0,9079 pokazuje vrlo dobru korelaciju izmedu ova dva pokazatelja
lipofilnosti. Uz to, upotrebom optimizirane metode dobiveni su uZi pikovi bolje simetrije u

usporedbi s pikovima dobivenima upotrebom CHI metode.

Kromatografska metoda razvijena u ovom radu primijenjena je za odredivanje vremena
zadrzavanja prosirene skupine makrociklickih spojeva te su istoj skupini odredene log D
vrijednosti upotrebom CAMDIS metode. Korelacijom ova dva pokazatelja lipofilnosti
pokazana je vrlo dobra povezanost (R? = 0,7389) Sto ukazuje na mogucnost pouzdanog

odredivanja lipofilnosti makrociklickih spojeva upotrebom optimizirane metode.

Odabrano je 6 molekula iz poCetne skupine makrocikli¢kih spojeva koje se mogu koristiti
kao kalibracijski standardi Macro log D metode. Macro log D vrijednosti kalibracijskih
standarda mogu se koristiti kao referentne vrijednosti za kalibraciju Macro log D metode
prije svakog mjerenja lipofilnosti novih makrociklickih spojeva. Upotrebom jednadzbe
predlozene u ovom radu za racunanje Macro log D vrijednosti moguce je odrediti lipofilnost

bilo kojeg novog makrociklickog spoja.

Ubrzanje kromatografskog odredivanja lipofilnosti makrociklickih spojeva, ali i znacajna
uSteda upotrijebljenih materijala, postignuto je grupiranjem spojeva u skupine od tri ¢lana.
Pokazano je kako su vremena zadrzavanja dobivena pri samostalnim analizama i analizama

u skupinama od tri ¢lana gotovo identic¢na.

In silico clog D vrijednosti pokazale su se manje pouzdanima za predvidanje log D
vrijednosti makrociklickih spojeva (R? = 0,5902). Usporedba predvidanja log D vrijednosti
upotrebom CHI metode i Macro log D metode pokazala je da je Macro log D metoda
pouzdanija pri predvidanju log D vrijednosti makrocikala. Za kraj, korelacijom Chrom log
D i Macro log D vrijednosti za prosirenu skupinu makrociklickih spojeva pokazano je da su
metode vrlo usporedive Sto se tiCe predvidanja log D vrijednosti makrociklickih spojeva, ali
velika prednost Macro log D metode je Sto daje mogucénost provodenja efikasnijih analiza

makrociklickih spojeva.
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Jednadzba 2.2 Logaritamska vrijednost koeficijenta distribucije. .......cocvcviiiiiiiiiiiiii 9
Jednadzba 2.3 Racunanje faktora zadrzavanja, K. .uooooiiiiiiiiiiii s e 18
Jednadzba 2.4 Ovisnost logaritamske vrijednosti izokratnog indeksa lipofilnosti log k o volumnom
udjelu organskog otapala u pokretnoj fazi. ......coveieiiiiii 20
Jednadzba 2.5 Ovisnost logaritamske vrijednosti koeficijenta raspodjele log P o nagibu S i
polikratnom indeksu lipOfilNOSti 10G K. vuvuvineieiiii e 20
Jednadzba 2.6 Racunanje izokratnog indeksa hidrofobnosti @o. .....ocovvviveiiiiiiiiiiiia 21
Jednadzba 2.7 Kalibracijska jednadzba za racunanje CHI vrijednosti. .....cccouviviiiiiiiiiiiiiiiinenennns 22
Jednadzba 2.8 Racunanje Chrom 10g D VFiJEANOSi. vuuiuiuiiiiiiitiiiiiiiiie e anee e 23
Jednadzba 4.1 Racunanje log D vrijednosti upotrebom CAMDIS metode. ........ccovevvviviieveininnnnnnne. 67
Jednadzba 4.2 Racunanje afiniteta spoja za plastiku upotrebom CAMDIS metode. ............c.euunee. 67
Jednadzba 5.1 Racunanje Macro 10g D VrijednOSti.......ouveieiiiiiiiiiiii i 121

8.4. Popis oznaka, simbola i kratica

AA amonijev acetat
ACN acetonitril
ADME apsorpcija, distribucija, metabolizam i izluCivanje (engl. absorption, distribution,

metabolism, and excretion)

AGP a-1-kiseli glikoprotein (engl. a-1-acid glycoprotein)
AH amonijev hidrogenkarbonat
BEH hibrid s etilenskim premostenjima (engl. ethylene bridged hybrid)
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bRo5

CAMDIS

CAMDIS log D
CE

CHI

Chrom log D
CPD

CSH

Da

DAD

DIFI

DMSO

DP

FDA

GPCR

HPLC

HPLC-MS

HSA
HST
IAM

log D
log D7,40
log k

log kw

log P

m/z

izvan Lipinskijevih pet pravila (engl. beyond rule-of-5)

distribucijski sustav uz pomo¢ nosaca (engl. carrier mediated distribution
system)

log D vrijednost dobivena upotrebom CAMDIS metode
kolizijska energija (engl. collision energy)

kromatografski indeks hidrofobnosti (engl. chromatographic hydrophobicity
index)

kromaotografski pokazatelj lipofilnosti dobiven upotrebom CHI metode
spoj (engl. compound)

hibridna nabijena povrsina (eng. charged surface hybrid)

Dalton

detektor s nizom dioda (engl. diode array detector)

difuzija i filtracija (engl. diffusion-filtration)

dimetilsulfoksid

potencijal deklasteriranja (engl. declustering potential)

Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)
receptor spregnut s G-proteinom (engl. G protein-coupled receptor)

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid
chromatography)

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti u sprezi sa spektrometrom
masa (engl. high-performance liquid chromatography coupled with mass
specrtrometer)

ljudski serumski albumin (engl. human serum albumin)

tehnologija visoke brzine (engl. high speed technology)

imobilizirana umjetna membrana (engl. immobilized artificial membrane)
logaritamska vrijednost koeficijenta distribucije (engl. distribution coefficient)
logaritamska vrijednost koeficijenta distribucije pri pH vrijednosti od 7,40

logaritamska vrijednost faktora zadrzavanja, izokratni indeks lipofilnosti

faktor zadrzavanja pri 100 % vodene otopine u pokretnoj fazi, polikratni indeks
lipofilnosti

logaritamska vrijednost koeficijenta raspodjele (engl. partition coefficient)
mol I

omjera mase i naboja (engl. mass-to-charge ratio)

153



MAC
MeOH
mM

MRM

MS
Mw

OECD

P-gp

PAMPA

pPKa
PSA
PTFE
PVDF

QSAR

QSPR

RZ
Ro5

RP-HPLC

RP-HPLC-DAD-MS

rpm
STD
to

tr
TIC

TRIS

makrocikli¢ki spoj

metanol

103 mol I

tehnika snimanja visestrukih reakcija (engl. multiple reaction
monitoring)

spektrometrija masa (engl. mass spectrometry)

molekulska masa (engl. molecular weight)

Organizacija za ekonomsku suradnju i razvoj (engl. Organisation for Economic
Cooperation and Development)

P-glikoprotein (engl. P-glycoprotein)

test permeabilnosti upotrebom paralelne umjetne membrane (engl. parallel
artificial membrane permeability assay)

negativni bazni logaritam 10 konstante disocijacije kiseline (Ka) otopine
polarna povrsina molekule (engl. polar surface area)
politetrafluoretilen

poliviniliden fluorid

kvantitativni odnos strukture i aktivnosti spoja (engl. quantitative structure-
activity relationship)

kvantitativni odnos strukture i svojstva spoja (engl. quantitative structure-
property relationship)

koeficijent determinacije
Lipinskijevih pet pravila (engl. rule of five)

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti u sustavu obrnutih faza (engl.
reversed-phase high-performance liquid chromatography)

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti u sustavu obrnutih faza s
detektorom s nizom dioda u sprezi sa spektrometrom masa (engl. reversed-
phase high-performance liquid chromatography with diode-array detector
coupled with mass spectrometer)

okretaji po minuti (engl. revolutions per minute)

standard

vrijeme zadrzavanja nezadrzanog spoja (engl. dead retention time)

vrijeme zadrzavanja analita

ukupna ionska struja (engl. total-ion current)

2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol (engl.
tris(hydroxymethyl)aminomethane)
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UPLC tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. ultra-performance
liquid chromatography)

UPLC-MS/MS tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti u sprezi sa spektrometrom
masa s trostrukim kvadrupolom (engl. ultra-performance liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry)

USP Farmakopeja Sjedinjenih Drzava (eng. United States Pharmacopeia)

UV/Vis ultraljubicasti / vidljivi dio spektra (engl. ultraviolet / visible light)

V/V volumna koncentracija

& relativna dielektri¢na permitivnost

] volumni udio organskog otapala u pokretnoj fazi

™ izokratni indeks hidrofobnosti

8.5. Kalibracijski standardi koji se koriste za kalibraciju RP-
HPLC sustava za odredivanje lipofilnosti upotrebom
CHI metode
Donori Akceptori
Oznaka | . zivspoja | Molekulska struktura | Molekulska | Mw/ |y yikovih | vodikovih
spoja formula g mol? a a
veza veza
7\
o) NN \ N
AN
STD_1 C7HgN4O2 180,16 1 6
Y
0
/
N
8
STD_2 | 5-Feniltetrazol N C7HsNa4 146,15 1 4
N
STD_3 Benzimidazol < C7HeN2 118,14 1 2
N
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Donori Akceptori
Ozna_ka Naziv spoja Molekulska struktura Molekulska M /_1 vodikovih vodikovih
spoja formula g mol a a
veza veza
STD_4 Kolhicin C22H25NOe 399,44 1 7
N—-—;
STD_5 8-Fenilteofilin WN C13H12N4O2 256,26 1 6
O \
e
o]
STD_6 Acetofenon Q‘/ CsHsO 120,15 0 1
0]
N
STD_7 Indol \ CsHsN 117,15 1 1
STD_8 Propiofenon ©\io CsH100 134,18 0 1
0]
STD_9 Butirofenon C10H120 148,20 0 1
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Donori Akceptori

Ozna_ka Naziv spoja Molekulska struktura Molekulska Mw /_1 vodikovih vodikovih
spoja formula g mol a a
veza veza
(0]
STD_10 Valerofenon C11H140 162,23 0 1

a ACD/Labs Percepta in silico izracun

8.6. Makrociklicki spojevi pocetne skupine koristenih za
istrazivanje utjecaja eksperimentalnih
kromatografskih uvjeta na vremena zadrzavanja te

oblik i simetriju kromatografskih pikova
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Donori Akceptori

Oznaka Molekulska Molekulska masa L

i Naziv spoja i vodikovih vodikovih clog D7, 40° Naboj pri pK2?
spoja formula / g mol! ¢ pH 7,40°

vezal vezal

MAC_1 Karbetocin CasHeoN11012S 988,16 13 23 -3,11 0 -0,6
MAC_2 Rifampicin Ca3HssN4012 822,94 6 16 -0,19 +1 7,3
MAC_3 Oktreotid Ca9HesN10010S2 1019,24 15 20 -2,47 +1 6,8
MAC_4 Rifapentin Ca7H64N4012 877,03 6 16 0,95 +1 7,7
MAC_5 Rifabutin Ca6Hs2N4011 847,00 5 15 / +1 /
MAC_6 Anidulafungin CssH73N7017 1140,24 14 24 -2,32 0 -1,6
MAC_7 Telitromicin Ca3Hes5Ns5010 812,00 1 15 3,68 +1 8,1
MAC_8 Takrolimus Ca4HeoNO12 804,02 3 13 4,08 0 -2,4
MAC_9 Pimekrolimus C43He6sCINO11 810,45 2 12 5,09 0 -2,4
MAC_10 Azitromicin C3sH72N201> 748,98 5 14 1,36 +2 8,6/8,2
MAC_11 Eritromicin C37Hs7NO13 733,93 5 14 1,69 +1 8,2
MAC_12 Dekladinozt CoHssN20s 590,79 5 11 0,11 +2 8,6 /8,2
MAC_13 Azahomoeritromicin C36HesN2013 734,91 5 15 1,39 +1 8,2
MAC_14 Klaritromicin C3sHgoNO13 747,95 4 14 2,37 +1 8,2
MAC_15 Roksitromicin C41H76N2015 837,05 5 17 2,80 +1 8,2
MAC_16 Josamicin Ca2HsoNO15 828,00 3 16 2,81 (+1) 7,4
MAC_17 | N’-Demetil azitromicin C37H70N201> 734,96 6 14 0,11 +2 9,8/8,2
MAC_18 Spiramicin C43H7aN2014 843,05 4 16 0,46 +1(+2) 8,6/7,4
MAC_19 Midekamicin C41He7NO15 813,97 3 16 2,58 (+1) 7,4
MAC_20 Ciklosporin Cs2H111N11012 1202,61 5 23 1,81 0 -0,8

a ACD/Labs Percepta in silico izracun
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8.7. MRM prijelazi unutarnjeg i vanjskog standarda,
kontrolnih spojeva i spojeva testiranih u pokusu od
odredivanja lipofilnosti metodom izmuckivanja
upotrebom CAMDIS metode

Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
) 314,2 — 295,9 31/31
/ / Unutarnji standard
311,9 - 242,0 (-)® | -70/-20
S\t/::gjzkr'd / Imipramin 281,1 — 193,2 10/ 55
K°2;:J’_'”' / Primidon 219,0 — 162,1 59/ 16
Kontrolni
spoj / Testosteron 289,3 - 97,1 63/ 32
MAC_1 Karbetocin 988,6 — 704,3 70/ 35
MAC_2 Rifampicin 823,4 —» 791,4 50/ 25
MAC_3 Oktreotid 510,4 — 120,1 50 / 45
MAC_4 Rifapentin 877,5 — 845,5 60/ 25
MAC_5 Rifabutin 847,4 — 815,4 70/ 35
MAC_7 Anidulafungin /P /P
MAC_8 Telitromicin 802,3 — 560,2 (-)° -50/ -35
_g MAC_9 Takrolimus /P /P
§ MAC_10 Pimekrolimus 749,5 — 591,5 90/ 45
. MAC_11 Azitromicin 734,5 — 576,4 60 / 25
= MAC_12 Eritromicin 591,4 — 158,1 70 / 45
ZOJ_ MAC_13 Dekladinozin azitromicin 735,6 - 577,4 70/ 35
MAC_14 Azahomoeritromicin 748,5 — 158,1 60/ 35
MAC_15 Klaritromicin 837,5 - 679,4 70/ 35
MAC_16 Roksitromicin 828,4 — 109,1 70/ 75
MAC_17 Josamicin 735,5 - 577,4 70 / 45
MAC_18 N’-Demetil azitromicin 843,5 - 174,2 70/ 45
MAC_19 Spiramicin 814,5 — 109,1 70/ 75
MAC_20 Midekamicin 1202,8 — 425,3 40/ 75
MAC_CPD_1 / 942,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_2 / 829,3 — 98,0 90/ 55
© MAC_CPD_3 / 660,3 — 502,3 70/ 25
= MAC_CPD_4 / 528,3 — 158,1 90/ 35
& MAC_CPD_5 / 688,3 — 530,2 70/ 25
e MAC_CPD_6 / 437,4 - 83,0 50 / 45
3@' MAC_CPD_7 / 946,2 — 341,1 110/ 45
a MAC_CPD_8 / 914,6 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_9 / 789,3 — 98,0 90/ 75
MAC_CPD_10 / 893,3 — 98,0 100/ 75
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Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
MAC_CPD_11 / /P /P
MAC_CPD_12 / 756,4 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_13 / 941,3 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_14 / 542,2 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_15 / 787,3 — 98,0 90/ 75
MAC_CPD_16 / 604,3 — 446,2 50/ 25
MAC_CPD_17 / 488,2 — 158,1 60/ 25
MAC_CPD_18 / 775,3 — 617,2 90/ 35
MAC_CPD_19 / 617,3 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_20 / 702,3 — 544,2 70/ 25
MAC_CPD_21 / 516,1 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_22 / 556,3 — 158,1 70 / 45
MAC_CPD_23 / 573,3 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_24 / 528,3 — 158,1 90/ 35
MAC_CPD_25 / 696,2 — 158,1 90/ 35
MAC_CPD_26 / 675,3 — 517,2 100/ 35
MAC_CPD_27 / 784,3 — 626,2 70/ 25
MAC_CPD_28 / 992,3 — 98,1 110/ 75
MAC_CPD_29 / 927,3 — 98,1 110/ 75

o MAC_CPD_30 / 934,2 — 98,0 100/ 75
5 MAC_CPD_31 / 808,3 — 98,0 90/ 75
@ MAC_CPD_32 / 770,3 — 98,1 90/ 75
c MAC_CPD_33 / 844,2 — 98,0 100/ 75
i MAC_CPD_34 / 913,4 — 98,0 110/ 75
a MAC_CPD_35 / 1060,1 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_36 / 661,4 — 503,2 80/ 35
MAC_CPD_37 / 844,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_38 / 913,5 — 98,2 100/ 75
MAC_CPD_39 / 1039,3 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_40 / 800,4 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_41 / 901,4 — 98,0 90/ 75
MAC_CPD_42 / 798,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_43 / 949,5 — 98,0 100/ 55
MAC_CPD_44 / 914,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_45 / 888,5 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_46 / 1054,2 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_47 / 787,3 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_48 / 955,2 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_49 / 990,3 — 171,0 90/ 75
MAC_CPD_50 / 1041,3 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_51 / 972,4 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_52 / 786,3 — 339,1 90/ 35
MAC_CPD_53 / 931,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_54 / 874,3 — 98,0 100/ 75

160




Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
MAC_CPD_55 / 992,4 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_56 / 873,3 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_57 / 931,3 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_58 / 899,4 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_59 / 945,5 — 98,1 110/ 75
MAC_CPD_60 / 956,4 — 98,0 110/ 75
MAC_CPD_61 / 747,3 — 98,0 90/ 75
MAC_CPD_62 / 718,3 — 98,0 90/ 75
MAC_CPD_63 / 959,4 — 98,1 110/ 75
MAC_CPD_64 / 748,4 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_65 / 987,4 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_66 / 801,4 — 98,1 100/ 75
MAC_CPD_67 / 787,4 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_68 / 931,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_69 / 1044,4 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_70 / 915,4 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_71 / 837,4 — 116,1 100/ 75
MAC_CPD_72 / 928,3 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_73 / 947,4 — 98,0 90/ 75

o MAC_CPD_74 / 930,4 — 98,1 90/ 75

5 MAC_CPD_75 / 803,4 — 98,1 90/ 75

& MAC_CPD_76 / 802,4 — 98,0 90/ 75

c MAC_CPD_77 / 932,4 — 98,0 110/ 75

3@? MAC_CPD_78 / /b /b

& MAC_CPD_79 / 742,3 — 98,0 80/ 75
MAC_CPD_80 / 918,4 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_81 / /b /b
MAC_CPD_82 / 876,5 — 98,0 100/ 75
MAC_CPD_83 / 532,2 — 158,1 60/ 35
MAC_CPD_84 / 716,3 — 558,2 80/ 25
MAC_CPD_85 / 716,3 — 158,1 80/ 35
MAC_CPD_86 / 434,2 — 300,2 90/ 45
MAC_CPD_87 / 748,3 — 158,1 80/ 35
MAC_CPD_88 / /b /b
MAC_CPD_89 / 749,3 — 591,3 110/ 45
MAC_CPD_90 / 690,2 — 158,1 90/ 35
MAC_CPD_91 / 928,3 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_92 / 498,1 — 158,1 70 / 25
MAC_CPD_93 / 750,2 — 550,2 70/ 35
MAC_CPD_94 / 646,4 — 446,2 50/ 15
MAC_CPD_95 / 702,4 — 200,0 50/ 25
MAC_CPD_96 / 646,2 — 488,3 70 / 25
MAC_CPD_97 / 503,3 — 158,1 60/ 25
MAC_CPD_98 / 503,2 — 158,1 60/ 25
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Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
MAC_CPD_99 / 675,3 — 158,1 90/ 35
MAC_CPD_100 / 754,4 — 554,3 70/ 25
MAC_CPD_101 / 415,1 — 119,3 40 / 45
MAC_CPD_102 / 474,4 — 158,1 60/ 35
MAC_CPD_103 / 674,2 — 516,3 60/ 25
MAC_CPD_104 / 634,0 — 158,0 80/ 35
MAC_CPD_105 / /P /P
MAC_CPD_106 / 802,5 — 602,4 60/ 25
MAC_CPD_107 / 704,4 — 546,3 60/ 25
MAC_CPD_108 / 794,5 — 636,4 70/ 25
MAC_CPD_109 / 767,2 — 609,4 100 / 45
MAC_CPD_110 / 832,6 — 674,4 80/ 35
MAC_CPD_111 / 688,4 — 530,3 70/ 25
MAC_CPD_112 / 754,5 — 596,3 70/ 35
MAC_CPD_113 / 784,4 — 626,3 60/ 25
MAC_CPD_114 / 626,0 — 158,1 70 / 45
MAC_CPD_115 / 754,4 — 596,3 60/ 25
MAC_CPD_116 / 693,3 — 535,2 70/ 25
MAC_CPD_117 / 742,3 — 542,3 90 / 45

© MAC_CPD_118 / 836,6 — 678,5 100 / 45
a MAC_CPD_119 / 607,3 — 449,3 70/ 35
@ MAC_CPD_120 / 825,4 — 667,4 80/ 35
c MAC_CPD_121 / 667,2 — 98,1 70/ 75
i MAC_CPD_122 / 816,5 — 616,3 60 / 25
x MAC_CPD_123 / 857,6 — 699,5 70/ 35
MAC_CPD_124 / 714,4 — 556,3 50/ 25
MAC_CPD_125 / 759,2 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_126 / 787,4 — 629,4 70/ 35
MAC_CPD_127 / 662,3 — 158,1 80/ 55
MAC_CPD_128 / 831,5 — 673,4 60/ 25
MAC_CPD_129 / 608,4 — 158,2 80/ 35
MAC_CPD_130 / 629,1 — 98,1 70/ 55
MAC_CPD_131 / 733,4 — 575,3 70/ 35
MAC_CPD_132 / 672,4 — 457,3 90/ 35
MAC_CPD_133 / 699,3 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_134 / 544,1 — 158,1 60/ 25
MAC_CPD_135 / 615,3 — 98,1 70/ 75
MAC_CPD_136 / 527,2 — 158,1 60 / 25
MAC_CPD_137 / 775,4 — 617,3 60 / 25
MAC_CPD_138 / 601,2 — 158,1 60 / 35
MAC_CPD_139 / 600,0 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_140 / 648,0 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_141 / 632,3 — 474,2 70/ 25
MAC_CPD_142 / 674,3 > 516,2 70/ 25
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Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
MAC_CPD_143 / 686,4 — 293,1 (-)* | -70/-35
MAC_CPD_144 / 713,3 — 309,1 70 / 45
MAC_CPD_145 / 557,3 — 513,2 50/ 25
MAC_CPD_146 / 816,5 — 616,4 60/ 25
MAC_CPD_147 / 556,2 — 158,1 60/ 35
MAC_CPD_148 / 606,3 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_149 / 498,1 — 158,1 50/ 25
MAC_CPD_150 / 770,4 — 612,3 90/ 35
MAC_CPD_151 / 516,0 — 158,1 60/ 25
MAC_CPD_152 / 379,3 — 158,1 30/ 25
MAC_CPD_153 / 715,3 — 557,3 70/ 35
MAC_CPD_154 / 713,5 — 555,3 70/ 35
MAC_CPD_155 / /P /P
MAC_CPD_156 / 758,5 — 558,4 50/ 25
MAC_CPD_157 / 727,4 — 569,3 70/ 35
MAC_CPD_158 / 685,4 — 158,1 70 / 35
MAC_CPD_159 / 617,1 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_160 / 555,2 — 309,1 60/ 25
MAC_CPD_161 / /P /P

© MAC_CPD_162 / 528,3 — 158,1 70/ 35
a MAC_CPD_163 / 773,7 — 98,1 60/ 75
@ MAC_CPD_164 / 825,8 — 98,1 70/ 75
c MAC_CPD_165 / 628,1 — 158,2 70/ 35
i MAC_CPD_166 / 871,6 — 713,5 70/ 35
a MAC_CPD_167 / 663,3 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_168 / 821,5 — 663,4 90 / 45
MAC_CPD_169 / 807,4 — 649,4 90 / 45
MAC_CPD_170 / 897,6 — 739,5 70/ 35
MAC_CPD_171 / 814,4 — 98,1 70/ 75
MAC_CPD_172 / 714,7 — 556,3 40/ 25
MAC_CPD_173 / 575,4 — 417,3 50/ 25
MAC_CPD_174 / /P /P
MAC_CPD_175 / 671,2 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_176 / 804,4 — 646,4 80/ 35
MAC_CPD_177 / 556,5 — 158,1 50 / 25
MAC_CPD_178 / 556,1 — 158,1 60/ 35
MAC_CPD_179 / 677,2 — 519,3 90/ 35
MAC_CPD_180 / 569,3 — 98,1 50/ 75
MAC_CPD_181 / 769,3 — 569,3 60/ 25
MAC_CPD_182 / 569,2 — 158,1 60 / 35
MAC_CPD_183 / 608,3 — 158,1 90 / 45
MAC_CPD_184 / 713,5 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_185 / 739,4 — 98,2 80/ 75
MAC_CPD_186 / 714,4 — 556,3 60/ 25
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Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
MAC_CPD_187 / 556,2 — 158,1 70/ 35
MAC_CPD_188 / 662,3 — 158,1 80/ 35
MAC_CPD_189 / 716,4 — 558,3 50/ 25
MAC_CPD_190 / 558,3 — 158,1 60/ 35
MAC_CPD_191 / 601,4 — 158,1 80 / 45
MAC_CPD_192 / 773,5 — 615,4 70/ 35
MAC_CPD_193 / 972,6 — 98,2 80/ 75
MAC_CPD_194 / 528,3 — 158,1 80/ 35
MAC_CPD_195 / 925,5 - 98,0 90/ 75
MAC_CPD_196 / 717,3 — 98,1 70/ 75
MAC_CPD_197 / 856,5 — 698,5 80/ 35
MAC_CPD_198 / 842,5 - 684,5 80/ 35
MAC_CPD_199 / 514,3 — 158,1 50/ 35
MAC_CPD_200 / 947,6 — 789,5 70/ 35
MAC_CPD_201 / 916,6 — 591,4 90 / 45
MAC_CPD_202 / 702,3 — 158,1 60/ 35
MAC_CPD_203 / 940,5 — 591,4 90 / 45
MAC_CPD_204 / 661,4 — 503,3 70/ 25
MAC_CPD_205 / 674,4 — 516,3 50/ 25

o MAC_CPD_206 / 708,3 — 550,3 50/ 35
s MAC_CPD_207 / 742,4 - 542,3 60 / 25
% MAC_CPD_208 / 702,4 — 502,3 50/ 25
c MAC_CPD_209 / 646,3 — 488,3 50 / 25
i MAC_CPD_210 / 646,4 — 488,3 50/ 25
a MAC_CPD_211 / /b /b
MAC_CPD_212 / /° /P
MAC_CPD_213 / 500,2 — 307,1 50/ 25
MAC_CPD_214 / 767,3 — 98,0 70/ 75
MAC_CPD_215 / 900,4 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_216 / 928,5 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_217 / 946,5 — 341,1 70/ 35
MAC_CPD_218 / 902,5 — 98,2 80/ 55
MAC_CPD_219 / 945,5 — 98,1 70/ 75
MAC_CPD_220 / 774,4 — 98,1 70/ 75
MAC_CPD_221 / 905,6 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_222 / 925,5 - 98,1 80/ 75
MAC_CPD_223 / 906,5 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_224 / 778,3 — 578,3 50/ 25
MAC_CPD_225 / 960,5 — 98,1 80/ 55
MAC_CPD_226 / 716,4 — 516,3 60 / 25
MAC_CPD_227 / 919,6 — 98,1 80/ 75
MAC_CPD_228 / 446,2 — 158,1 50/ 25
MAC_CPD_229 / 981,6 — 98,1 90/ 75
MAC_CPD_230 / 882,4 — 98,1 80/ 75

164




Skupina Oznaka spoja Naziv spoja MRM prijelaz DP/CE
MAC_CPD_231 / 995,6 —» 116,1 80/ 75
© MAC_CPD_232 / 911,6 — 98,1 70/ 75
o £ MAC_CPD_233 / 770,4 — 98,1 70/ 75
;g 2 MAC_CPD_234 / 832,4 — 171,1 70/ 75
& MAC_CPD_235 / 955,5 — 98,1 70/ 75
MAC_CPD_236 / 900,6 — 98,1 70/ 75
a Negativni nacin
b Neuspjesna optimizacija parametara rada MS detektora
8.8. Rezultati istrazivanja utjecaja eksperimentalnih

kromatografskih uvjeta

8.8.1. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva pri razlicitim temperaturama
kromatografske kolone: 25 °C, 40 °C, 50 °Ci 60 °C
Osz::jl;a tr 25°c / min tr 20°c / min trso°c/ min treo°c / min
STD_1 1,95 1,92 1,91 1,90
STD_2 2,05 2,02 2,00 1,98
STD_3 2,20 2,16 2,15 2,12
STD_4 2,50 2,50 2,51 2,51
STD_5 2,65 2,64 2,63 2,61
STD_6 2,84 2,80 2,79 2,76
STD_7 3,04 3,00 2,97 2,94
STD_8 3,14 3,12 3,10 3,07
STD_9 3,37 3,35 3,33 3,31
STD_10 3,58 3,56 3,54 3,51
MAC_1 2,56 2,56 2,57 2,57
MAC_2 2,86 2,88 2,90 2,91
MAC_3 2,57 2,57 2,57 2,57
MAC_4 3,21 3,25 3,27 3,28
MAC_5 3,84 3,87 3,89 3,91
MAC_6 3,24 3,26 3,26 3,27
MAC_7 2,73 2,75 2,77 2,78
MAC_8 3,99 3,96 3,96 3,92
MAC_9 4,40 4,36 4,33 4,29
MAC_10 2,55 2,55 2,59 2,62
MAC_11 2,66 2,70 2,73 2,73
MAC_12 2,33 2,33 2,33 2,36
MAC_13 2,44 2,44 2,48 2,47
MAC_14 2,92 2,96 2,99 2,99
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osz:‘:;;a tr 25°c/ min tr 40°c / min trso°c/ min tr60°c / min
MAC_15 2,96 2,99 3,03 3,07
MAC_16 3,50 3,53 3,54 3,55
MAC_17 2,48 2,48 2,51 2,51
MAC_18 2,77 2,83 2,88 2,93
MAC_19 3,30 3,33 3,35 3,36
MAC_20 / / / /

Napomene:

Za spojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istrazenim uvjetima primije¢ena dva kromatografska pika koja imaju istu m/z vrijednost
koja odgovara vrijednosti oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta
vremena zadrzavanja dominantnog pika.

Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa i MAC_9 - pimekrolimusa pri svim
istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki
kromatografski pikovi.

Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.

8.8.2. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine

makrociklickih spojeva primjenom dvominutnog,

trominutnog, petominutnog i sedmominutnog linearnog

gradijenta
Osz::il;a trR2min / Min trR3 min / Min trRs min / Min tr 7 min / Min
STD_1 1,80 1,94 2,17 2,37
STD_2 1,87 2,04 2,31 2,54
STD_3 1,99 2,19 2,52 2,80
STD_4 2,17 2,49 3,09 3,64
STD_5 2,29 2,63 3,26 3,83
STD_6 2,45 2,82 3,46 4,02
STD_7 2,57 3,03 3,83 4,55
STD_8 2,65 3,13 3,97 4,74
STD_9 2,80 3,37 4,37 5,28
STD_10 2,94 3,57 4,71 5,76
MAC_1 2,19 2,55 3,23 3,85
MAC_2 2,40 2,84 3,66 3,87
MAC_3 2,21 2,57 3,27 4,46
MAC_4 2,64 3,18 4,17 5,18
MAC_5 3,12 3,83 5,14 6,38
MAC_6 2,67 3,24 4,32 5,31
MAC_7 2,34 2,76 3,55 4,19
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O:::iga trR2min / Min trR3 min / Min trR5min / Min tr 7 min / Min
MAC_8 3,20 3,99 5,38 6,72
MAC_9 3,50 4,40 6,05 7,72
MAC_10 2,23 2,57 3,23 3,72
MAC_11 2,27 2,68 3,42 4,02
MAC_12 2,05 2,34 2,83 3,21
MAC_13 2,14 2,46 3,09 3,50
MAC_14 2,46 2,94 3,79 4,61
MAC_15 2,49 2,97 3,86 4,50
MAC_16 2,86 3,50 4,67 5,76
MAC_17 2,20 2,53 3,20 3,61
MAC_18 2,37 2,78 3,50 4,27
MAC_19 2,72 3,30 4,35 5,33
MAC_20 / / / /
Napomene:

e Za spojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istraZzenim uvjetima primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti
oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja
dominantnog pika.

e Vremena zadrZavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa i MAC_9 - pimekrolimusa pri svim
istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki
kromatografski pikovi.

e Vrijeme zadrZzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.

8.8.3. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine

makrociklickih spojeva pri razlicitim protocima pokretne

faze: 0,5 ml min?, 1 ml min, 1,5 ml min?! te 2 ml min!

Oznaka tr 0,5 mi min! tr 1 mimin? tr 1,5 mi min! tr 2 mi min?
spoja / min / min / min / min
STD_1 3,55 2,17 1,63 1,36
STD_2 3,74 2,31 1,75 1,46
STD_3 4,05 2,52 1,93 1,62
STD_4 4,59 3,09 2,56 2,28
STD_5 4,86 3,26 2,68 2,37
STD_6 5,21 3,46 2,79 2,41
STD_7 5,56 3,83 3,17 2,79
STD_8 5,75 3,97 3,30 2,92
STD_9 6,14 4,37 3,69 3,30

STD_10 6,50 4,71 4,03 3,65
MAC_1 4,66 3,23 2,74 2,48
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Oznaka trosmimin | tRimimin™? | tRysmimin™ | tR2mimin™?t
spoja / min / min / min / min
MAC_2 4,73 3,66 2,79 2,52
MAC_3 5,15 3,27 3,13 2,87
MAC_4 5,71 4,17 3,63 3,33
MAC_5 / 5,14 4,48 4,13
MAC_6 5,83 4,32 3,78 3,49
MAC_7 5,06 3,55 3,05 2,78
MAC_8 / 5,38 4,73 4,37
MAC_9 / 6,05 5,44 5,08

MAC_10 4,85 3,23 2,77 2,49

MAC_11 4,96 3,42 2,92 2,63

MAC_12 4,44 2,83 2,36 2,08

MAC_13 4,66 3,09 2,62 2,34

MAC_14 5,48 3,79 3,33 3,04

MAC_15 5,41 3,86 3,29 2,97

MAC_16 6,32 4,67 4,07 3,74

MAC_17 4,74 3,20 2,70 2,41

MAC_18 5,12 3,50 3,08 2,80

MAC_19 5,97 4,35 3,77 3,45

MAC_20 / / / /

Napomene:

e Zaspojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istrazenim uvjetima primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti
oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja
dominantnog pika.

e Vremena zadrzavanja spojeva MAC_5 - rifabutina, MAC_8 - takrolimusa i MAC_9 -
pimekrolimusa nisu ocitana pri protoku od 0,5 ml min-! jer ni u jednom slucaju analit se nije
isprao s kromatografske kolone tijekom analize.

e Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa i MAC_9 - pimekrolimusa pri protocima
od 1 ml min-t, 1,5 ml min-t i 2 ml min-! ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova
iako su dobiveni Siroki kromatografski pikovi.

e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istraZzenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.

8.8.4. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva pri upotrebi CHI metode s Luna C18

i XSelect CSH kromatografskim kolonama

Oznaka spoja

tr Lunacis / min

tr xselect csH / Min

STD_1

1,95

1,86

STD_2

2,06

1,93
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Oznaka spoja | tr Lunaciz / min tr xselect csn / Min
STD_3 2,20 2,08
STD_4 2,33 2,29
STD_5 2,47 2,40
STD_6 2,51 2,42
STD_7 2,51 2,48
STD_8 2,57 2,51
STD_9 2,58 2,54
STD_10 2,65 2,55
MAC_1 2,55 2,55
MAC_2 2,70 2,62
MAC_3 2,83 2,65
MAC_4 2,74 2,69
MAC_5 2,86 2,78
MAC_6 2,78 2,78
MAC_7 2,92 2,85
MAC_8 3,03 2,88
MAC_9 2,95 2,90
MAC_10 3,13 2,96
MAC_11 3,21 3,12
MAC_12 3,36 3,19
MAC_13 3,23 3,22
MAC_14 3,29 3,22
MAC_15 3,56 3,40
MAC_16 3,49 3,40
MAC_17 3,83 3,69
MAC_18 3,96 3,81
MAC_19 4,40 4,22
MAC_20 / /

Napomene:

Za spojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istraZzenim uvjetima primijecena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti

ocCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja

dominantnog pika.

Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa, MAC_9 - pimekrolimusa pri svim

istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki

kromatografski pikovi.

Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.
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8.8.5. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva pri razlicitim koncentracijama

amonijevog acetata: 5 mM, 10 mM, 30 MM, 50 MM i 70 mM

Oznaka | trRsmmaa® | tRiommaA® | tR30mMAA? | tR 50 mMAA® | tR 70 mM AA®
spoja / min / min / min / min / min
STD_1 1,94 1,95 1,94 1,95 1,95
STD_2 1,99 2,04 2,05 2,06 2,05
STD_3 2,20 2,20 2,20 2,20 2,20
STD_4 2,50 2,51 2,51 2,51 2,51
STD_5 2,63 2,65 2,65 2,65 2,65
STD_6 2,83 2,83 2,83 2,83 2,83
STD_7 3,05 3,04 3,04 3,03 3,03
STD_8 3,15 3,14 3,14 3,13 3,13
STD_9 3,38 3,36 3,36 3,36 3,36

STD_10 3,59 3,57 3,57 3,56 3,56
MAC_1 2,56 2,57 2,56 2,57 2,56
MAC_2 2,78 2,84 2,86 2,86 2,86
MAC_3 2,94 2,61 2,59 2,58 2,57
MAC_4 3,08 3,16 3,19 3,21 3,20
MAC_5 3,90 3,83 3,83 3,83 3,82
MAC_6 3,26 3,25 3,24 3,23 3,22
MAC_7 3,03 2,80 2,76 2,74 2,73
MAC_8 3,98 3,95 3,96 3,96 3,96
MAC_9 4,40 4,40 4,40 4,40 4,40

MAC_10 / 2,70 2,59 2,55 2,55

MAC_11 2,95 2,73 2,70 2,70 2,66

MAC_12 / 2,47 2,36 2,33 2,33

MAC_13 / 2,59 2,47 2,47 2,44

MAC_14 3,27 2,99 2,92 2,92 2,92

MAC_15 3,32 3,03 2,99 2,95 2,95

MAC_16 3,55 3,48 3,50 3,49 3,48

MAC_17 / 2,59 2,51 2,51 2,47

MAC_18 / 2,89 2,83 2,78 2,77

MAC_19 3,37 3,30 3,30 3,29 3,29

MAC_20 / / / / /

a AA - amonijev acetat

Napomene:

e Zaspojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istrazenim uvjetima primijecena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti
oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja
dominantnog pika.

e Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa, MAC_9 - pimekrolimusa pri svim

istrazenim uvjetima te MAC_7 - telitromicina i MAC_11 - eritromicina pri koncentraciji
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amonijevog acetata od 5 mM ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su
dobiveni Siroki kromatografski pikovi.

e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo
biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.

e Vremena zadrZzavanja spojeva MAC_13 - azahomoeritromicina i MAC_18 - spiramicina nisu
ocitana pri koncentraciji amonijevog acetata od 5 mM zbog Sirine kromatografskog pika.

e Vremena zadrZzavanja spojeva MAC_10 - azitromicina, MAC_12 - dekladinozil azitromicina i
MAC_17 - N’-demetil azitromicina nisu ocitana pri koncentraciji amonijevog acetata od 5 mM
jer ni u jednom slucaju analit se nije isprao s kromatografske kolone tijekom analize.

8.8.6. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva pri razlicitim koncentracijama
amonijevog acetata: 5 mM, 10 mM, 30 mM, 50 MM i 70 mM
na XSelect CSH kromatografskoj koloni

Oznaka | trsmmaa® | trRiommaA? | tR3ommaA? | tRsommaA? | trR70 mmaAA®?
spoja / min / min / min / min / min
STD_1 1,87 1,84 1,85 1,86 1,85
STD 2 1,87 1,88 1,92 1,93 1,93
STD_3 2,09 2,06 2,07 2,08 2,07
STD 4 2,42 2,42 2,42 2,42 2,41
STD_5 2,59 2,54 2,55 2,55 2,54
STD_6 2,66 2,64 2,64 2,65 2,64
STD_7 2,89 2,87 2,87 2,88 2,87
STD_8 2,97 2,95 2,95 2,96 2,95
STD_9 3,20 3,18 3,19 3,19 3,19
STD_10 3,41 3,40 3,39 3,40 3,39
MAC_1 2,51 2,48 2,51 2,51 2,51
MAC_2 2,71 2,73 2,78 2,78 2,78
MAC_3 2,64 2,52 2,54 2,54 2,53
MAC_4 3,00 3,08 3,11 3,12 3,13
MAC_5 3,74 3,71 3,70 3,69 3,68
MAC_6 3,24 3,24 3,23 3,22 3,21
MAC_7 2,79 2,74 2,70 2,69 2,68
MAC_8 3,84 3,85 3,81 3,81 3,81
MAC_9 4,23 4,22 4,22 4,22 4,22
MAC_10 2,77 2,70 2,59 2,55 2,51
MAC_11 2,73 2,66 2,62 2,62 2,62
MAC_12 2,48 2,40 2,33 2,29 2,29
MAC_13 2,55 2,44 2,40 2,40 2,40
MAC_14 3,03 2,92 2,88 2,85 2,85
MAC_15 3,06 2,96 2,92 2,90 2,89
MAC_16 3,45 3,43 3,41 3,40 3,40
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Oznaka | trRsmmaa® | tRiommaA® | tR3ommaAA® | tRsommaA® | trR70 mMAA®
spoja / min / min / min / min / min
MAC_17 2,72 2,51 2,48 2,48 2,44
MAC_18 2,94 2,88 2,81 2,78 2,76
MAC_19 3,27 3,24 3,22 3,22 3,21
MAC_20 / / / / /

a AA - amonijev acetat

Napomene:

e Zaspojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istrazenim uvjetima primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti

oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrZavanja

dominantnog pika.

e Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa, MAC_9 - pimekrolimusa pri svim

istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki

kromatografski pikovi.

e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.

8.8.7. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva upotrebom amonijevog acetata

koncentracije 50 mM te amonijevog hidrogenkarbonata

koncentracije 50 mM

koristene kao vodeni dio pokretne faze

i 10 mM kao puferske otopine

Osz::il;a trso mmaa? / min trso mm anP / min tr 10 mm AR / Min
STD_1 1,90 1,89 1,89
STD_2 2,00 2,01 1,97
STD_3 2,15 2,17 2,16
STD_4 2,47 2,47 2,47
STD_5 2,60 2,55 2.56
STD_6 2,77 2,78 2,77
STD_7 2,97 2,99 2,97
STD_8 3,08 3,09 3,08
STD_9 3,31 3,32 3,31
STD_10 3,52 3,53 3,53
MAC_1 2,52 2,52 2,52
MAC_2 2,84 2,85 2,79
MAC_3 2,53 2,55 2,61
MAC_4 3,20 3,22 3,12
MAC_5 3,82 3,91 3,92
MAC_6 3,21 3,20 3,21
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Osz::]l;a trsommaa? / min trso mm an® / min tr 10 mm avP / Min
MAC_7 2,71 2,92 2,94
MAC_8 3,93 3,93 3,94
MAC_9 4,33 4,34 4,35
MAC_10 2,53 2,97 3,05
MAC_11 2,64 2,83 2,86
MAC_12 2,31 2,57 2,64
MAC_13 2,38 2,57 2,64
MAC_14 2,86 3,16 3,20
MAC_15 2,93 3,23 3,27
MAC_16 3,48 3,56 3,57
MAC_17 2,45 2,68 2.79
MAC_18 2,77 3,16 3,17
MAC_19 3,30 / /
MAC_20 / / /

a2 AA - amonijev acetat
b AH - amonijev hidrogenkarbonat

Napomene:

Za spojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istraZzenim uvjetima primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti
oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja
dominantnog pika.

Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa, MAC_9 - pimekrolimusa pri svim
istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki
kromatografski pikovi.

Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_19 - midekamicina pri upotrebi amonijevog
hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM i od 10 mM nije odredeno zbog greske u injektiranju
instrumenta.

Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.
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8.8.8. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva upotrebom amonijevog acetata
koncentracije 50 mM te amonijevog hidrogenkarbonata
koncentracije 50 mM i 10 mM kao puferske otopine
koristene kao vodeni dio pokretne faze na XSelect CSH

kromatografskoj koloni

osz:oajI;a trRs50 mm AA? / mMin tr 50 mm an? / min tr 10 mm an® / Min
STD_1 1,86 1,84 1,84
STD_2 1,93 1,93 1,89
STD_3 2,08 2,09 2,08
STD_4 2,42 2,42 2,42
STD_5 2,55 2,48 2.50
STD_6 2,65 2,65 2,64
STD_7 2,88 2,87 2,87
STD_8 2,96 2,95 2.95
STD_9 3,19 3,19 3,19
STD_10 3,40 3,39 3,39
MAC_1 2,51 2,50 2,51
MAC_2 2,78 2,81 2,76
MAC_3 2,54 2,54 2,59
MAC_4 3,12 3,19 311
MAC_5 3,69 3,75 3,76
MAC_6 3,22 3,21 3,23
MAC_7 2,69 2,88 2,90
MAC_8 3,81 3,81 3.81
MAC_9 4,22 4,22 4,22
MAC_10 2,55 2,99 3,11
MAC_11 2,62 2,81 2,81
MAC_12 2,29 2,59 2,66
MAC_13 2,40 2,59 2,66
MAC_14 2,85 3,11 3,14
MAC_15 2,90 3,18 3,22
MAC_16 3,40 3,47 3,47
MAC_17 2,48 2,70 2,77
MAC_18 2,78 3,11 3,13
MAC_19 3,22 3,28 3,29
MAC_20 / / /

@ AA - amonijev acetat

b AH - amonijev hidrogenkarbonat
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Napomene:

e Za spojeve MAC_6 - anidulafungin i MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri
svim istrazenim uvjetima primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti
oCekivanoj za istrazivani spoj te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja
dominantnog pika.

e Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa, MAC_9 - pimekrolimusa pri svim
istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki
kromatografski pikovi.

e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri svim istrazenim uvjetima nije moglo

biti ocitano iz kromatograma zbog Sirine kromatografskog pika.

8.8.9. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva upotrebom amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i acetonitrila, amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i metanola, zatim amonijevog
hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM, odnosno 10 mM i

metanola kao pokretnih faza

Oznaka tr 50 mm AA%+ACN® tr 50 mM AA7+MeOH® tr 50 mm AHY+MeoH® | tr 10 mM AHY+MeOHS
spoja / min / min / min / min
STD_1 1,91 2,63 2,57 2,59
STD_2 2,00 2,76 2,79 2,77
STD_3 2,15 3,01 3,02 3,02
STD_4 2,51 4,08 4,09 4,10
STD_5 2,63 4,51 4,44 4,45
STD_6 2,79 3,87 3,88 3,88
STD_7 2,97 4,06 4,05 4,05
STD_8 3,10 4,43 4,43 4,43
STD_9 3,33 4,85 4,86 4,85

STD_10 3,54 5,20 5,21 5,21
MAC_1 2,57 4,59 4,59 4,59
MAC_2 2,90 4,67 4,74 4,71
MAC_3 2,57 5,08 5,10 5,02
MAC_4 3,27 5,55 5,58 5,51
MAC_5 3,89 6,03 6,05 6,05
MAC_6 / / / /
MAC_7 2,77 4,85 5,13 5,15
MAC_8 3,96 5,88 5,84 5,88
MAC_9 4,33 6,03 6,03 6,03

MAC_10 2,59 4,77 5,40 5,51

MAC_11 2,73 4,85 5,10 5,10

MAC_12 2,33 4,22 4,99 5,07
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Oznaka tr 50 mM AA7+ACN® tr 50 mM AA7+MeOH® tr 50 mM AHY4+MeoH® | tR 10 mM AHY+MeOHS
spoja / min / min / min / min
MAC_13 2,33 4,36 4,77 4,85
MAC_14 2,99 5,22 5,47 5,47
MAC_15 3,03 5,14 5,36 5,40
MAC_16 3,54 5,61 5,65 5,65
MAC_17 2,51 4,66 5,14 5,18
MAC_18 2,88 5,33 5,55 5,55
MAC_19 3,35 5,43 5,48 5,48
MAC_20 / 6,18 6,18 6,21

2 AA - amonijev acetat

b ACN - acetonitril

¢ AH - amonijev hidrogenkarbonat

d MeOH - metanol

Napomene:

8.8.

Za spoj MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri svim istrazenim uvjetima
primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti oCekivanoj za istrazivani spoj
te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja dominantnog pika.

Vremena zadrzZavanja spoja MAC_6 - anidulafungina pri svim istrazenim uvjetima nije ocitano
zbog degradacije.

Vremena zadrZavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa MAC_9 - pimekrolimusa pri svim
istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki
kromatografski pikovi.

Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri upotrebi amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i acetonitrila nije moglo biti ocitano iz kromatograma Sirine
kromatografskog pika, dok je pri drugim istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma

kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki kromatografski pikovi.

10. Vremena zadrzavanja malih molekula i pocetne skupine
makrociklickih spojeva upotrebom amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i acetonitrila, amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i metanola, zatim amonijevog

hidrogenkarbonata koncentracije 50 mM i metanola te 10

mM kao

amonijevog hidrogenkarbonata i metanola

pokretnih faza na XSelect CSH kromatografskoj koloni

Oznaka tr 50 mM AAT+ACN® | tR50 mM AAT+MeoHS | tr 50 mMAHI+MeoHS | tr 10 mM AHY+MeOHS
spoja / min / min / min / min
STD_1 1,86 2,60 2,57 2,59
STD_2 1,93 2,64 2,71 /

STD_3 2,08 2,95 3,00 2,99
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Oznaka tr 50 mM AAT+ACN® | tR50 mM AAT+MeOHS | tR 50 mMAHY+MeoHS | tR 10 mM AHY+MeOHS
spoja / min / min / min / min
STD_4 2,42 4,00 4,02 4,01
STD_5 2,55 4,46 4,31 4,31
STD_6 2,65 3,74 3,77 3,76
STD_7 2,88 4,00 4,03 4,01
STD_8 2,96 4,29 4,43 4,46
STD_9 3,19 4,70 4,72 4,72
STD_10 3,40 5,06 5,08 5,07
MAC_1 2,51 4,52 4,54 4,53
MAC_2 2,78 4,95 4,99 4,88
MAC_3 2,54 4,70 4,76 4,76
MAC_4 3,12 5,39 5,45 5,32
MAC_5 3,69 5,83 5,87 5,86
MAC_6 3,22 5,68 5,68 5,68
MAC_7 2,69 4,75 4,98 4,91
MAC_8 3,81 5,73 5,73 5,73
MAC_9 4,22 5,88 5,92 5,92

MAC_10 2,55 4,62 5,14 5,03

MAC_11 2,62 4,73 4,88 4,85

MAC_12 2,29 3,99 4,70 4,55

MAC_13 2,40 4,36 4,59 4,51

MAC_14 2,85 5,07 5,18 5,14

MAC_15 2,90 5,10 5,26 5,23

MAC_16 3,40 5,48 5,51 5,50

MAC_17 2,48 4,59 4,96 4,88

MAC_18 2,78 5,14 5,35 5,32

MAC_19 3,22 5,30 5,34 5,33

MAC_20 / 5,99 5,99 6,03

2@ AA - amonijev acetat
b ACN - acetonitril
¢ AH - amonijev hidrogenkarbonat
d MeOH - metanol
Napomene:
e Vrijeme zadrzavanja spoja STD_2 - 5-feniltetrazola pri upotrebi amonijevog

hidrogenkarbonata koncentracije 10 mM i metanola nije moglo biti oCitano iz kromatograma
zbog greske pri injektiranju uzorka.

Za spoj MAC_13 - azahomoeritromicin su u kromatogramima pri svim istraZzenim uvjetima
primije¢ena dva kromatografska pika koja odgovara vrijednosti oCekivanoj za istrazivani spoj
te su za daljnju usporedbu uzeta vremena zadrzavanja dominantnog pika.

Vremena zadrzavanja spojeva MAC_8 - takrolimusa i MAC_9 - pimekrolimusa pri svim
istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki

kromatografski pikovi.
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e Vvrijeme zadrzavanja spoja MAC_20 - ciklosporina pri upotrebi amonijevog acetata
koncentracije 50 mM i acetonitrila nije moglo biti ocitano iz kromatograma Sirine
kromatografskog pika, dok je pri drugim istrazenim uvjetima ocitana su iz maksimuma
kromatografskih pikova iako su dobiveni Siroki kromatografski pikovi.

8.9. Rezultati odredivanja lipofilnosti metodom
izmuckivanja upotrebom CAMDIS metode te vremena
zadrzavanja upotrebom Macro log D metode za

prosirenu skupinu makrociklickih spojeva

Oznaka spoja CAMDIS | Standardna Broj Komentar t / min
poj log D devijacija replika R Macro log D
MAC_CPD_1 2,68 0,01 3 2,87
MAC_CPD_2 2,48 0,03 3 2,65
MAC_CPD_3 <-0,2 / 3 fzvan granica 2,06
metode
MAC_CPD_4 <-0,2 / 3 Izvan granica 1,91
metode
MAC_CPD_5 0,51 0,09 3 2,20
MAC_CPD_6 <-0,2 / 3 Izvan granica 2,06
metode
MAC_CPD_7 1,27 0,01 3 2,61
MAC_CPD_8 0,29 / 2 2,57
MAC_CPD_9 0,12 0,05 3 2,35
MAC_CPD_10 3,25 0,05 4 3,09
Neuspjesna
optimizacija
MAC_CPD_11 / / / parametara rada 2,31
MS detektora
MAC _CPD_12 0,05 / 2 2,43
MAC_CPD_13 1,56 0,05 4 2,54
MAC_CPD_14 <-0,2 / 3 Izvan granica 2,06
metode
MAC_CPD_15 0,97 0,07 3 2,50
MAC_CPD_16 0,68 0,02 3 2,28
MAC_CPD_17 <-0,2 / 3 Izvan granica 1,87
metode
MAC_CPD_18 2,88 0,05 4 3,46
MAC_CPD_19 1,06 0,04 3 2,35
MAC_CPD_20 0,51 / 2 2,35
MAC_CPD_21 | <-0,2 / 3 1zvan granica 1,98
metode
MAC_CPD_22 0,85 0,05 3 2,20
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Oznaka spoja CAMDIS Stanfj_art_j_na B".)j Komentar tr Macrolog 0 / Min
log D devijacija replika
MAC_CPD_23 <-0,2 / 3 Izvfn”egj;"ca 1,83
MAC_CPD_24 | <-0,2 / 3 Izvfn”egj;"ca 1,98
MAC_CPD_25 1,12 0,05 3 2,61
MAC_CPD_26 0,96 0,05 3 2,57
MAC_CPD_27 1,77 0,01 3 2,61
MAC_CPD_28 3,86 0,06 3 3,06
MAC_CPD_29 3,21 0,03 3 3,24
MAC_CPD_30 3,58 0,02 3 3,24
MAC_CPD_31 1,89 0,04 5 2,68
MAC_CPD_32 1,25 0,05 3 2,39
MAC_CPD_33 3,00 / 2 2,98
MAC_CPD_34 3,19 0,02 3 3,20
MAC_CPD_35 3,13 0,05 3 3,57
MAC_CPD_36 0,33 / 2 2,24
MAC_CPD_37 2,30 0,03 3 2,91
MAC_CPD_38 1,39 0,02 3 2,72
MAC_CPD_39 / / / Neprecizni rezultati 3,57
MAC_CPD_40 | <-0,2 / 3 IZV;”GSJEQ'C"" 2,28
MAC_CPD_41 0,23 / 2 2,43
MAC_CPD_42 0,50 / 2 2,68
MAC_CPD_43 2,61 0,02 3 2,80
MAC_CPD_44 | <-0,2 / 3 IZV;”GEJSQ'C"" 2,28
MAC_CPD_45 1,75 0,03 3 2,68
MAC_CPD_46 2,70 0,03 3 3,06
MAC_CPD_47 0,52 0,06 3 2,43
MAC_CPD_48 2,27 0,04 3 2,83
MAC_CPD_49 2,48 0,04 3 2,76
MAC_CPD_50 / / / Neprecizni rezultati 3,28
MAC_CPD_51 2,89 0,02 3 2,98
MAC_CPD_52 2,30 0,05 4 2,72
MAC_CPD_53 0,99 0,05 4 2,57
MAC_CPD_54 2,52 0,05 5 2,91
MAC_CPD_55 3,30 0,01 3 3,06
MAC_CPD_56 2,13 0,05 6 2,94
MAC_CPD_57 0,65 0,06 3 2,39
MAC_CPD_58 1,55 0,02 3 2,65
MAC_CPD_59 / / / Neprecizni rezultati 2,87
MAC_CPD_60 2,94 0,06 3 2,87
MAC_CPD_61 0,06 / 2 2,31
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Marco log D

Oznaka spoja CAMDIS Stanfj_art_j_na B".)j Komentar tr Macrolog 0 / Min
log D devijacija replika
MAC_CPD_62 0,74 0,02 3 2,39
MAC_CPD_63 / / / Neprecizni rezultati 2,94
MAC_CPD_64 0,70 0,05 3 2,35
MAC_CPD_65 3,20 0,06 3 2,91
MAC_CPD_66 1,21 0,05 4 2,61
MAC_CPD_67 1,25 0,03 4 2,57
MAC_CPD_68 1,66 0,03 3 2,68
MAC_CPD_69 3,87 0,06 3 3,28
MAC_CPD_70 2,23 0,05 5 2,91
MAC_CPD_71 0,65 0,02 3 2,87
MAC_CPD_72 1,73 0,04 4 2,61
MAC_CPD_73 0,92 0,03 3 2,57
MAC_CPD_74 0,85 0,05 4 2,39
MAC_CPD_75 0,19 / 2 2,39
MAC_CPD_76 | <-0,2 / 3 Izvfn”efgjz'ca 2,24
MAC_CPD_77 1,14 0,03 3 2,57
Neuspjesna
optimizacija
MAC_CPD_78 / / / parapmetara iada 2,87
MS detektora
MAC_CPD_79 <-0,2 / 3 Izvfn”eforjg"ca 2,39
MAC_CPD_80 1,14 0,03 3 2,61
Neuspjesna
optimizacija
MAC_CPD_81 / / / par:metara |J*ada 2,91
MS detektora
MAC_CPD_82 1,44 0,03 3 2,61
MAC_CPD_83 | <-0,2 / 3 IZV;”GSJEQ'C"" 1,91
MAC_CPD_84 2,72 0,03 4 2,83
MAC_CPD_85 1,32 0,03 3 2,68
MAC_CPD_86 0,58 0,02 3 2,09
MAC_CPD_87 1,46 0,04 5 2,72
Neuspjesna
optimizacija
MAC_CPD_88 / / / par:metara iada 3,09
MS detektora
MAC_CPD_89 0,25 / 2 2,35
MAC_CPD_90 | <-0,2 / 3 Izvran”efgjg'ca 2,28
MAC_CPD_91 / / / Neprecizni rezultati 2,98
MAC_CPD_92 0,95 0,05 4 2,50
MAC_CPD_93 1,18 0,07 3 2,68
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Marco log D

Oznaka spoja CAMDIS Stanfj_art_j_na B".)j Komentar tr Macrolog 0 / Min
log D devijacija replika

MAC_CPD_94 0,83 0,01 4 2,39
MAC_CPD_95 1,08 0,04 5 2,39
MAC_CPD_96 <-0,2 / 3 IZV;”etggjg'ca 1,98
MAC_CPD_97 <-0,2 / 3 IZV;”etggjg'ca 2,28
MAC_CPD_98 <-0,2 / 3 IZV;”etggjg'ca 2,02
MAC_CPD_99 0,88 0,03 3 2,57
MAC_CPD_100 0,97 0,04 4 2,54
MAC_CPD_101 / / / TaloZenje u puferu 2,65
MAC_CPD_102 / / / Neprecizni rezultati 1,83
MAC_CPD_103 0,19 / 2 2,09
MAC_CPD_104 0,76 0,01 3 2,43

Neuspjesna

optimizacija
MAC_CPD_105 / / / par:metara iada /

MS detektora
MAC_CPD_106 0,93 0,08 3 2,68
MAC_CPD 107 | <-0,2 / 3 Izvfn”eforjg"ca 2,28
MAC_CPD_108 2,41 0,02 3 2,87
MAC_CPD_109 | < -0,2 / 3 IZV;”GSJEQ'C"" 2,13
MAC_CPD_110 0,40 0,05 3 2,57
MAC_CPD_111 0,09 / 2 2,17
MAC_CPD_112 2,34 0,03 3 2,94
MAC_CPD_ 113 1,42 0,01 3 2,57
MAC_CPD 114 1,43 0,04 4 2,43
MAC_CPD_115 1,20 0,02 4 2,61
MAC_CPD_116 1,22 0,01 3 2,61
MAC_CPD_117 | <-0,2 / 3 Izvran”et‘-"’or:g'ca 2,43
MAC_CPD_118 0,18 / 2 2,20
MAC_CPD 119 | <-0,2 / 3 Izvran”efgjg'ca 1,76
MAC_CPD_120 0,44 / 2 2,17
MAC_CPD_121 / / / Neprecizni rezultati 2,02
MAC_CPD_122 1,14 0,03 3 2,65
MAC_CPD 123 | <-0,2 / 3 Izvran”efgjg'ca 2,02
MAC_CPD 124 | <-0,2 / 3 Izvran”efgjg"ca 2,13
MAC_CPD_125 0,09 0,06 3 2,20
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Oznaka spoja CAMDIS Stanfj_art_j_na B".)j Komentar tr Macrolog 0 / Min
log D devijacija replika
MAC_CPD_126 | < -0,2 / 3 Izvfn”eg:;"ca 2,24
MAC_CPD_127 0,92 0,06 3 2,68
MAC_CPD_128 1,11 0,02 3 2,54
MAC_CPD_129 | < -0,2 / 3 IZV;”etggjg'ca 2,13
MAC_CPD_130 / / / Neprecizni rezultati 2,02
MAC_CPD_131 | <-0,2 / 3 Izvinefgjg'ca 2,06
MAC_CPD_132 / / / Neprecizni rezultati 2,13
MAC_CPD_133 0,27 / 2 1,87
MAC_CPD_134 / / / Neprecizni rezultati 2,09
MAC_CPD_135 | < -0,2 / 3 IZV;”efgjg'ca 2,02
MAC_CPD_136 0,40 0,03 3 2,28
MAC_CPD_137 1,47 0,01 3 2,46
MAC_CPD_138 / / / Neprecizni rezultati 2,13
MAC_CPD_139 / / / Neprecizni rezultati 2,06
MAC_CPD_140 1,10 0,03 4 2,43
MAC_CPD_141 | <-0,2 / 3 Izvfn”efgjg'ca 2,02
MAC_CPD_142 0,14 0,08 3 2,20
MAC_CPD_143 1,07 0,01 3 2,35
MAC_CPD_144 1,46 0,02 3 2,35
MAC_CPD_145 | < -0,2 / 3 Izvfn”efgjg'ca 1,76
MAC_CPD_146 1,44 0,04 4 2,68
MAC_CPD_147 -0,06 / 2 2,20
MAC_CPD_148 1,14 0,04 5 2,43
MAC_CPD_149 0,86 0,07 3 2,50
MAC_CPD_150 0,96 0,05 5 2,65
MAC_CPD_151 | < -0,2 / 3 Izvfn”etgggg'ca 1,98
MAC_CPD_152 1,24 0,02 4 2,72
MAC_CPD_153 | <-0,2 / 3 Izvan granica 2,09
metode

MAC_CPD_154 2,57 0,02 3 3,57

Neuspjesna

optimizacija
MAC_CPD_155 / / / par:metara iada 2,68

MS detektora
MAC_CPD_156 1,46 0,01 3 2,65
MAC_CPD_157 1,32 0,03 3 2,65
MAC_CPD_158 0,87 0,05 3 2,72
MAC_CPD_159 2,27 0,01 3 3,06
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Marco log D

Oznaka spoja CAMDIS | Standardna Broj Komentar t / min
Poj log D devijacija replika R Macro log D
MAC_CPD_160 0,15 / 2 2,17
Neuspjesna
optimizacija
MAC_CPD_161 / / / parametara rada 1,80
MS detektora
MAC_CPD_162 -0,10 / 2 2,06
MAC_CPD_163 0,07 / 2 2,39
MAC_CPD_164 0,16 / 2 2,35
MAC_CPD_165 / / / Neprecizni rezultati 2,28
MAC_CPD 166 | < -0,2 / 3 Izvan granica 2,09
metode
MAC_CPD_167 0,13 / 2,35
MAC_CPD_168 1,06 0,05 2,68
MAC_CPD 169 | < -0,2 / 3 fzvan granica 2,09
metode
MAC_CPD_170 | < -0,2 / 3 Izvan granica 2,24
metode
MAC_CPD_171 0,30 / 2 2,24
MAC_CPD_172 / / / Neprecizni rezultati 2,35
MAC_CPD 173 | <-0,2 / 3 Izvan granica 2,24
metode
Neuspjesna
optimizacija
MAC_CPD_174 / / / parametara rada 2,50
MS detektora
MAC_CPD_175 0,40 / 2 2,35
MAC_CPD_176 0,30 / 2 2,43
MAC_CPD_177 | <-0,2 / 3 Izvan granica 2,17
metode
MAC_CPD_178 | < -0,2 / 3 Izvan granica 1,87
metode
MAC_CPD_179 | <-0,2 / 3 Izvan granica 2,02
metode
MAC_CPD_180 | < -0,2 / 3 Izvan granica 2,13
metode
MAC_CPD_181 0,48 0,06 3 2,50
MAC_CPD_182 / / / Neprecizni rezultati 2,06
MAC_CPD 183 | < -0,2 / 3 Izvan granica 2,06
metode
MAC_CPD_184 | <-0,2 / 3 Izvan granica 1,91
metode
MAC_CPD_185 0,08 0,05 3 2,05
MAC_CPD_186 0,15 0,09 3 2,35
MAC_CPD_187 0,06 / 2 2,28
MAC_CPD_188 | < -0,2 / 3 Izvan granica 2,28

metode
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Marco log D

Oznaka spoja CAMDIS Stanfj_art_j_na B".)j Komentar tr Macrolog 0 / Min
log D devijacija replika

MAC_CPD_189 1,02 0,05 4 2,50
MAC_CPD_190 0,89 0,05 5 2,28
MAC_CPD_191 | <-0,2 / 3 IZV;”etggjg'ca 1,83
MAC_CPD_192 / / / Neprecizni rezultati 2,17
MAC_CPD_193 0,82 0,05 3 2,43
MAC_CPD 194 | < -0,2 / 3 IZV;”eSJZZ'Ca 1,87
MAC_CPD_195 | <-0,2 / 3 Izvfn”etgorgg'ca 2,35
MAC_CPD_196 0,56 0,04 3 2,16
MAC_CPD_197 / / / Neprecizni rezultati 2,46
MAC_CPD_198 0,39 0,07 3 2,39
MAC_CPD_199 | <-0,2 / 3 Izvfn”etgorgg'ca 1,98
MAC_CPD_200 0,70 0,06 3 2,46
MAC_CPD_201 / / / Neprecizni rezultati 2,79
MAC_CPD_202 / / / Neprecizni rezultati 2,98
MAC_CPD_203 / / / Neprecizni rezultati 2,68
MAC_CPD_204 0,20 / 2 2,35
MAC_CPD_205 0,16 0,08 3 2,20
MAC_CPD_206 0,23 / 2 2,28
MAC_CPD_207 0,55 / 2 2,46
MAC_CPD_208 0,22 / 2 2,20
MAC_CPD_209 | < -0,2 / 3 IZV;”GSJSQ'C"" 1,91
MAC_CPD 210 | <-0,2 / 3 IZV;”efggz'ca 2,06

Neuspjesna

optimizacija
MAC_CPD_211 / / / par:metara |J*ada 2,28

MS detektora

Neuspjesna

optimizacija
MAC_CPD_212 / / / par:metara iada 2,83

MS detektora
MAC_CPD_213 | <-0,2 / 3 Izvfn”etgggg"ca 1,94
MAC_CPD_214 1,35 0,02 3 2,50
MAC_CPD_215 2,60 0,04 3 2,94
MAC_CPD_216 1,31 0,03 3 2,72
MAC_CPD_217 2,44 0,02 3 2,72
MAC_CPD_218 / / / Neprecizni rezultati 2,76
MAC_CPD_219 1,50 0,03 3 2,68
MAC_CPD_220 0,61 / 2 2,35
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Oznaka spoja CAMDIS Stanfj_art_j_na B".)j Komentar tr Macrolog 0 / Min
log D devijacija replika

MAC_CPD_221 0,91 0,03 4 2,57
MAC_CPD_222 2,27 0,02 3 2,76
MAC_CPD_223 1,21 0,01 4 2,57
MAC_CPD_224 1,46 0,03 3 2,61
MAC_CPD_225 0,43 / 2 2,39
MAC_CPD_226 0,10 / 2 2,35
MAC_CPD_227 1,03 0,03 3 2,57
MAC_CPD_228 | <-0,2 / 3 Izvfn”etggzg'ca 1,76
MAC_CPD_229 2,30 0,02 3 2,87
MAC_CPD_230 1,25 0,02 3 2,46
MAC_CPD_231 1,27 0,02 3 3,02
MAC_CPD_232 1,02 0,03 3 2,61
MAC_CPD_233 1,27 0,02 3 2,76
MAC_CPD_234 1,55 / 3 2,57
MAC_CPD_235 2,60 0,02 3 2,83
MAC_CPD_236 0,51 0,07 3 2,50
Napomene:

e ZA CAMDIS log D odredivanje za svaki spoj kojemu nije odredena konkretna vrijednost je u

stupcu komentar naveden razlog.

e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_CPD_105 nije moglo biti ocitano jer kromatografski pik nije

uocen u kromatogramu.

8.10. Vremena

zadrzavanja

makrociklickih

spojeva

upotrebom Macro log D kromatografske metode pri pH

vrijednostima puferske otopine koristene kao vodeni
dio pokretne faze od 7,30, 7,40i 7,50

Oznaka spoja tr pH 7,30 / Min tr pH 7,40 / Min tr pH 7,50 / min
MAC_1 2,28 2,28 2,28
MAC_2 2,57 2,57 2,57
MAC_3 2,31 2,31 2,31
MAC_4 2,94 2,94 2,94
MAC_5 3,54 3,54 3,54
MAC_6 3,02 3,02 3,02
MAC_7 2,50 2,50 2,50
MAC_8 3,57 3,57 3,57
MAC_9 3,94 3,94 3,94

185



Oznaka spoja trpH 7,30 / Min trpH 7,40 / Min trpH 7,50 / min
MAC_10 2,35 2,39 2,39
MAC_11 2,46 2,46 2,46
MAC_12 2,06 2,09 2,09
MAC_13 2,20 2,20 2,20
MAC_14 2,72 2,72 2,72
MAC_15 2,80 2,80 2,79
MAC_16 3,24 3,24 3,24
MAC_17 2,28 2,28 2,28
MAC_18 2,68 2,68 2,68
MAC_19 3,06 3,06 3,06
MAC_20 3,80 3,80 3,80

8.11. Vremena zadrzavanja prosirene skupine makrociklickih
spojeva upotrebom Macro log D kromatografske
metode analizirajuéi spojeve samostalno i grupiranjem

spojeva u skupine od tri ¢lana

Oznaka spoja tr samostaino / Min tr skupina od 3 &lana / min
MAC_CPD_1 2,87 2,87
MAC_CPD_2 2,65 2,68
MAC_CPD_3 2,06 2,05
MAC_CPD_4 1,91 1,91
MAC_CPD_5 2,20 2,24
MAC_CPD_6 2,06 2,13
MAC_CPD_7 2,61 2,65
MAC_CPD_8 2,57 2,61
MAC_CPD_9 2,35 2,35
MAC_CPD_10 3,09 3,13
MAC_CPD_11 2,31 2,35
MAC_CPD_12 2,43 2,46
MAC_CPD_13 2,54 2,53
MAC_CPD_14 2,06 2,05
MAC_CPD_15 2,50 2,50
MAC_CPD_16 2,28 2,28
MAC_CPD_17 1,87 1,87
MAC_CPD_18 3,46 3,46
MAC_CPD_19 2,35 2,35
MAC_CPD_20 2,35 2,39
MAC_CPD_21 1,98 1,98
MAC_CPD_22 2,20 2,24
MAC_CPD_23 1,83 1,83
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Oznaka spoja

tr samostaino / Min

tRr skupina od 3 &ana / Min

MAC_CPD_24 1,98 2,02
MAC_CPD_25 2,61 2,61
MAC_CPD_26 2,57 2,61
MAC_CPD_27 2,61 2,61
MAC_CPD_28 3,06 3,09
MAC_CPD_29 3,24 3,27
MAC_CPD_30 3,24 3,24
MAC_CPD_31 2,68 2,68
MAC_CPD_32 2,39 2,42
MAC_CPD_33 2,98 3,02
MAC_CPD_34 3,20 3,20
MAC_CPD_35 3,57 3,57
MAC_CPD_36 2,24 2,28
MAC_CPD_37 2,91 2,94
MAC_CPD_38 2,72 2,72
MAC_CPD_39 3,57 3,57
MAC_CPD_40 2,28 2,28
MAC_CPD_41 2,43 2,42
MAC_CPD_42 2,68 2,72
MAC_CPD_43 2,80 2,79
MAC_CPD_44 2,28 2,31
MAC_CPD_45 2,68 2,68
MAC_CPD_46 3,06 3,09
MAC_CPD_47 2,43 2,46
MAC_CPD_48 2,83 2,83
MAC_CPD_49 2,76 2,79
MAC_CPD_50 3,28 3,27
MAC_CPD_51 2,98 2,98
MAC_CPD_52 2,72 2,72
MAC_CPD_53 2,57 2,61
MAC_CPD_54 2,91 2,90
MAC_CPD_55 3,06 3,05
MAC_CPD_56 2,94 2,94
MAC_CPD_57 2,39 2,42
MAC_CPD_58 2,65 2,68
MAC_CPD_59 2,87 2,90
MAC_CPD_60 2,87 2,90
MAC_CPD_61 2,31 2,35
MAC_CPD_62 2,39 2,39
MAC_CPD_63 2,94 2,98
MAC_CPD_64 2,35 2,35
MAC_CPD_65 2,91 2,94
MAC_CPD_66 2,61 2,68
MAC_CPD_67 2,57 2,61
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Oznaka spoja

tr samostaino / Min

tRr skupina od 3 &ana / Min

MAC_CPD_68 2,68 2,68
MAC_CPD_69 3,28 3,27
MAC_CPD_70 2,91 2,90
MAC_CPD_71 2,87 2,87
MAC_CPD_72 2,61 2,61
MAC_CPD_73 2,57 2,57
MAC_CPD_74 2,39 2,39
MAC_CPD_75 2,39 2,42
MAC_CPD_76 2,24 2,24
MAC_CPD_77 2,57 2,61
MAC_CPD_78 2,87 2,90
MAC_CPD_79 2,39 2,39
MAC_CPD_80 2,61 2,65
MAC_CPD_81 2,91 2,90
MAC_CPD_82 2,61 2,61
MAC_CPD_83 1,91 1,91
MAC_CPD_84 2,83 2,83
MAC_CPD_85 2,68 2,72
MAC_CPD_86 2,09 2,09
MAC_CPD_87 2,72 2,72
MAC_CPD_88 3,09 3,09
MAC_CPD_89 2,35 2,39
MAC_CPD_90 2,28 2,31
MAC_CPD_91 2,98 3,02
MAC_CPD_92 2,50 2,50
MAC_CPD_93 2,68 2,72
MAC_CPD_94 2,39 2,39
MAC_CPD_95 2,39 2,39
MAC_CPD_96 1,98 1,98
MAC_CPD_97 2,28 2,24
MAC_CPD_98 2,02 2,02
MAC_CPD_99 2,57 2,57
MAC_CPD_100 2,54 2,54
MAC_CPD_101 2,65 2,65
MAC_CPD_102 1,83 1,83
MAC_CPD_103 2,09 2,09
MAC_CPD_104 2,43 2,43
MAC_CPD_105 / /

MAC_CPD_106 2,68 2,68
MAC_CPD_107 2,28 2,28
MAC_CPD_108 2,87 2,87
MAC_CPD_109 2,13 2,13
MAC_CPD_110 2,57 2,61
MAC_CPD_111 2,17 2,16
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Oznaka spoja

tr samostaino / Min

tRr skupina od 3 &ana / Min

MAC_CPD_112 2,94 2,98
MAC_CPD_113 2,57 2,61
MAC_CPD_114 2,43 2,42
MAC_CPD_115 2,61 2,61
MAC_CPD_116 2,61 2,65
MAC_CPD_117 2,43 /

MAC_CPD_118 2,20 2,24
MAC_CPD_119 1,76 1,76
MAC_CPD_120 2,17 2,16
MAC_CPD_121 2,02 2,02
MAC_CPD_122 2,65 2,68
MAC_CPD_123 2,02 2,02
MAC_CPD_124 2,13 2,16
MAC_CPD_125 2,20 2,24
MAC_CPD_126 2,24 2,24
MAC_CPD_127 2,68 2,68
MAC_CPD_128 2,54 2,53
MAC_CPD_129 2,13 2,16
MAC_CPD_130 2,02 2,05
MAC_CPD_131 2,06 2,05
MAC_CPD_132 2,13 2,16
MAC_CPD_133 1,87 1,91
MAC_CPD_134 2,09 2,13
MAC_CPD_135 2,02 2,02
MAC_CPD_136 2,28 2,31
MAC_CPD_137 2,46 2,46
MAC_CPD_138 2,13 2,13
MAC_CPD_139 2,06 2,05
MAC_CPD_140 2,43 2,46
MAC_CPD_141 2,02 2,02
MAC_CPD_142 2,20 2,20
MAC_CPD_143 2,35 2,35
MAC_CPD_144 2,35 2,35
MAC_CPD_145 1,76 1,76
MAC_CPD_146 2,68 2,68
MAC_CPD_147 2,20 2,28
MAC_CPD_148 2,43 2,43
MAC_CPD_149 2,50 2,50
MAC_CPD_150 2,65 2,65
MAC_CPD_151 1,98 2,02
MAC_CPD_152 2,72 2,72
MAC_CPD_153 2,09 2,13
MAC_CPD_154 3,57 3,61
MAC_CPD_155 2,68 2,68
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Oznaka spoja

tr samostaino / Min

tRr skupina od 3 &ana / Min

MAC_CPD_156 2,65 2,68
MAC_CPD_157 2,65 2,65
MAC_CPD_158 2,72 2,72
MAC_CPD_159 3,06 3,09
MAC_CPD_160 2,17 2,20
MAC_CPD_161 1,80 1,79
MAC_CPD_162 2,06 2,09
MAC_CPD_163 2,39 2,42
MAC_CPD_164 2,35 2,35
MAC_CPD_165 2,28 2,31
MAC_CPD_166 2,09 2,09
MAC_CPD_167 2,35 2,35
MAC_CPD_168 2,68 2,72
MAC_CPD_169 2,09 2,13
MAC_CPD_170 2,24 2,24
MAC_CPD_171 2,24 2,20
MAC_CPD_172 2,35 2,39
MAC_CPD_173 2,24 2,28
MAC_CPD_174 2,50 2,50
MAC_CPD_175 2,35 2,39
MAC_CPD_176 2,43 2,46
MAC_CPD_177 2,17 2,20
MAC_CPD_178 1,87 1,87
MAC_CPD_179 2,02 2,02
MAC_CPD_180 2,13 2,13
MAC_CPD_181 2,50 2,53
MAC_CPD_182 2,06 2,05
MAC_CPD_183 2,06 2,05
MAC_CPD_184 1,91 1,91
MAC_CPD_185 2,05 2,05
MAC_CPD_186 2,35 2,35
MAC_CPD_187 2,28 2,28
MAC_CPD_188 2,28 2,28
MAC_CPD_189 2,50 2,50
MAC_CPD_190 2,28 2,28
MAC_CPD_191 1,83 1,87
MAC_CPD_192 2,17 2,17
MAC_CPD_193 2,43 2,43
MAC_CPD_194 1,87 1,87
MAC_CPD_195 2,35 2,35
MAC_CPD_196 2,16 2,17
MAC_CPD_197 2,46 2,46
MAC_CPD_198 2,39 2,39
MAC_CPD_199 1,98 1,98
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Oznaka spoja tr samostaino / Min tR skupina od 3 &lana / MiN
MAC_CPD_200 2,46 2,46
MAC_CPD_201 2,79 2,76
MAC_CPD_202 2,98 2,98
MAC_CPD_203 2,68 2,68
MAC_CPD_204 2,35 2,35
MAC_CPD_205 2,20 2,20
MAC_CPD_206 2,28 2,28
MAC_CPD_207 2,46 /
MAC_CPD_208 2,20 2,24
MAC_CPD_209 1,91 1,91
MAC_CPD_210 2,06 2,09
MAC_CPD_211 2,28 2,31
MAC_CPD_212 2,83 2,83
MAC_CPD_213 1,94 1,94
MAC_CPD_214 2,50 2,53
MAC_CPD_215 2,94 2,94
MAC_CPD_216 2,72 2,76
MAC_CPD_217 2,72 2,76
MAC_CPD_218 2,76 2,76
MAC_CPD_219 2,68 2,72
MAC_CPD_220 2,35 2,39
MAC_CPD_221 2,57 2,57
MAC_CPD_222 2,76 2,79
MAC_CPD_223 2,57 2,57
MAC_CPD_224 2,61 2,65
MAC_CPD_225 2,39 2,42
MAC_CPD_226 2,35 2,39
MAC_CPD_227 2,57 2,61
MAC_CPD_228 1,76 1,76
MAC_CPD_229 2,87 2,90
MAC_CPD_230 2,46 2,50
MAC_CPD_231 3,02 3,05
MAC_CPD_232 2,61 2,61
MAC_CPD_233 2,76 2,79
MAC_CPD_234 2,57 2,57
MAC_CPD_235 2,83 2,83
MAC_CPD_236 2,50 2,53

Napomene:
e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_CPD_105 nije moglo biti ocitano jer kromatografski pik nije
uocen u kromatogramu.
e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_CPD_117 i MAC_CPD_207 pri analizi u grupi od tri ¢lana nije

moglo biti ocitano zbog greske u pripremi uzorka.
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8.12. In silico clog D740 vrijednosti dobivene upotrebom
ACD/Labs Percepta racunalnog programa, Chrom log D
vrijednosti dobivene upotrebom CHI metode te Macro
log D vrijednosti dobivene upotrebom Macro log D

metode za prosirenu skupinu makrociklickih spojeva

Oznaka spoja clog D7,40® Chrom log D Macro log D
MAC_CPD_1 / 4,39 2,04
MAC_CPD_2 2,40 3,62 1,44
MAC_CPD_3 0,60 1,35 -0,17
MAC_CPD_4 -0,60 1,07 -0,58
MAC_CPD_5 1,40 1,84 0,21
MAC_CPD_6 -0,10 11,4 -0,17
MAC_CPD_7 1,20 3,46 1,33
MAC_CPD_8 0,70 3,62 1,22
MAC_CPD_9 0,60 2,41 0,62
MAC_CPD_10 2,70 5,27 2,64
MAC_CPD_11 1,80 2,85 0,51
MAC_CPD_12 -0,10 3,17 0,84
MAC_CPD_13 1,80 3,01 1,14
MAC_CPD_14 0,40 1,35 -0,17
MAC_CPD_15 1,30 3,17 1,03
MAC_CPD_16 1,50 2,12 0,43
MAC_CPD_17 -0,90 0,63 -0,69
MAC_CPD_18 3,30 6,89 3,65
MAC_CPD_19 1,20 2,41 0,62
MAC_CPD_20 1,60 2,41 0,62
MAC_CPD_21 -0,10 1,07 -0,39
MAC_CPD_22 0,70 1,96 0,21
MAC_CPD_23 -3,30 0,91 -0,80
MAC_CPD_24 -0,60 1,68 -0,39
MAC_CPD_25 2,50 3,46 1,33
MAC_CPD_26 2,00 3,33 1,22
MAC_CPD_27 3,20 3,46 1,33
MAC_CPD_28 4,00 5,11 2,56
MAC_CPD_29 2,10 6,00 3,05
MAC_CPD_30 3,40 5,88 3,05
MAC_CPD_31 2,10 3,78 1,52
MAC_CPD_32 1,20 2,57 0,73
MAC_CPD_33 2,60 4,67 2,34
MAC_CPD_34 2,50 5,88 2,94
MAC_CPD_35 4,60 7,21 3,95
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Oznaka spoja clog D7,40® Chrom log D Macro log D
MAC_CPD_36 1,00 2,57 0,32
MAC_CPD_37 2,90 4,67 2,15
MAC_CPD_38 1,50 3,90 1,63
MAC_CPD_39 3,90 7,38 3,95
MAC_CPD_40 0,20 3,78 0,43
MAC_CPD_41 1,30 2,57 0,84
MAC_CPD_42 0,90 4,22 1,52
MAC_CPD_43 3,00 4,06 1,85
MAC_CPD_44 1,10 3,46 0,43
MAC_CPD_45 1,90 3,62 1,52
MAC_CPD_46 3,00 6,32 2,56
MAC_CPD_47 0,50 2,73 0,84
MAC_CPD_48 2,60 4,22 1,93
MAC_CPD_49 3,20 4,06 1,74
MAC_CPD_50 3,40 6,00 3,16
MAC_CPD_51 3,00 4,95 2,34
MAC_CPD_52 1,60 3,78 1,63
MAC_CPD_53 0,90 3,78 1,22
MAC_CPD_54 2,40 4,39 2,15
MAC_CPD_55 4,00 4,95 2,56
MAC_CPD_56 1,80 4,95 2,23
MAC_CPD_57 0,60 2,57 0,73
MAC_CPD_58 2,40 3,78 1,44
MAC_CPD_59 2,00 4,39 2,04
MAC_CPD_60 1,90 4,83 2,04
MAC_CPD_61 0,20 3,01 0,51
MAC_CPD_62 1,20 2,57 0,73
MAC_CPD_63 1,70 4,67 2,23
MAC_CPD_64 1,10 2,41 0,62
MAC_CPD_65 3,50 4,51 2,15
MAC_CPD_66 0,80 3,62 1,33
MAC_CPD_67 1,40 3,62 1,22
MAC_CPD_68 2,50 3,62 1,52
MAC_CPD_69 3,90 6,16 3,16
MAC_CPD_70 2,10 4,39 2,15
MAC_CPD_71 0,80 4,51 2,04
MAC_CPD_72 1,80 3,33 1,33
MAC_CPD_73 1,10 3,17 1,22
MAC_CPD_74 1,40 2,41 0,73
MAC_CPD_75 1,30 3,01 0,73
MAC_CPD_76 0,20 3,17 0,32
MAC_CPD_77 1,80 3,17 1,22
MAC_CPD_78 3,00 4,39 2,04
MAC_CPD_79 -0,30 2,85 0,73

193




Oznaka spoja clog D7,40® Chrom log D Macro log D
MAC_CPD_80 1,50 3,46 1,33
MAC_CPD_81 2,70 4,51 2,15
MAC_CPD_82 2,10 3,46 1,33
MAC_CPD_83 -0,10 0,79 -0,58
MAC_CPD_84 3,10 4,39 1,93
MAC_CPD_85 2,60 3,62 1,52
MAC_CPD_86 0,20 1,52 -0,09
MAC_CPD_87 2,40 3,90 1,63
MAC_CPD_88 2,50 5,56 2,64
MAC_CPD_89 1,40 2,57 0,62
MAC_CPD_90 1,00 2,28 0,43
MAC_CPD_91 2,20 4,95 2,34
MAC_CPD_92 1,50 3,01 1,03
MAC_CPD_93 2,60 3,78 1,52
MAC_CPD_94 2,00 2,57 0,73
MAC_CPD_95 1,20 2,57 0,73
MAC_CPD_96 -0,60 1,07 -0,39
MAC_CPD_97 0,00 2,41 0,43
MAC_CPD_98 0,00 1,35 -0,28
MAC_CPD_99 2,00 3,46 1,22
MAC_CPD_100 2,10 3,17 1,14
MAC_CPD_101 3,00 3,62 1,44
MAC_CPD_102 -0,90 0,91 -0,80
MAC_CPD_103 1,00 1,52 -0,09
MAC_CPD_104 0,90 2,85 0,84
MAC_CPD_105 4,40 / /
MAC_CPD_106 2,50 3,62 1,52
MAC_CPD_107 1,00 2,12 0,43
MAC_CPD_108 3,10 4,39 2,04
MAC_CPD_109 -0,10 1,84 0,02
MAC_CPD_110 1,90 3,33 1,22
MAC_CPD_111 0,40 1,68 0,13
MAC_CPD_112 3,10 4,95 2,23
MAC_CPD_113 3,20 3,33 1,22
MAC_CPD_114 2,10 2,73 0,84
MAC_CPD_115 2,40 3,46 1,33
MAC_CPD_116 2,50 3,62 1,33
MAC_CPD_117 0,70 3,01 0,84
MAC_CPD_118 -0,90 3,78 0,21
MAC_CPD_119 -1,40 0,34 -0,99
MAC_CPD_120 0,90 1,84 0,13
MAC_CPD_121 -0,10 1,23 -0,28
MAC_CPD_122 2,40 3,62 1,44
MAC_CPD_123 -0,10 3,01 -0,28
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Oznaka spoja clog D7,40® Chrom log D Macro log D
MAC_CPD_124 2,00 1,68 0,02
MAC_CPD_125 0,60 1,96 0,21
MAC_CPD_126 1,30 1,96 0,32
MAC_CPD_127 1,80 3,78 1,52
MAC_CPD_128 2,30 3,01 1,14
MAC_CPD_129 0,30 2,12 0,02
MAC_CPD_130 0,60 1,23 -0,28
MAC_CPD_131 0,40 1,35 -0,17
MAC_CPD_132 -0,50 2,12 0,02
MAC_CPD_133 -0,90 2,12 -0,69
MAC_CPD_134 0,70 1,52 -0,09
MAC_CPD_135 0,20 1,23 -0,28
MAC_CPD_136 / 2,41 0,43
MAC_CPD_137 2,10 2,85 0,92
MAC_CPD_138 -0,30 1,84 0,02
MAC_CPD_139 -0,10 1,52 -0,17
MAC_CPD_140 1,20 2,85 0,84
MAC_CPD_141 -1,10 1,23 -0,28
MAC_CPD_142 1,00 1,96 0,21
MAC_CPD_143 0,70 2,57 0,62
MAC_CPD_144 0,80 2,57 0,62
MAC_CPD_145 -1,20 0,34 -0,99
MAC_CPD_146 2,20 3,78 1,52
MAC_CPD_147 0,80 1,96 0,21
MAC_CPD_148 1,70 2,73 0,84
MAC_CPD_149 1,50 3,01 1,03
MAC_CPD_150 1,20 3,62 1,44
MAC_CPD_151 0,80 1,23 -0,39
MAC_CPD_152 0,80 4,06 1,63
MAC_CPD_153 0,00 1,68 -0,09
MAC_CPD_154 2,10 7,50 3,95
MAC_CPD_155 3,20 3,78 1,52
MAC_CPD_156 2,50 3,62 1,44
MAC_CPD_157 0,50 3,62 1,44
MAC_CPD_158 1,40 3,78 1,63
MAC_CPD_159 2,30 5,27 2,56
MAC_CPD_160 -0,30 1,96 0,13
MAC_CPD_161 0,00 0,91 -0,88
MAC_CPD_162 -0,60 1,84 -0,17
MAC_CPD_163 0,80 2,73 0,73
MAC_CPD_164 0,90 2,57 0,62
MAC_CPD_165 0,70 2,28 0,43
MAC_CPD_166 0,20 3,01 -0,09
MAC_CPD_167 1,00 2,57 0,62
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Oznaka spoja clog D7,40® Chrom log D Macro log D
MAC_CPD_168 2,50 3,62 1,52
MAC_CPD_169 0,00 1,52 -0,09
MAC_CPD_170 0,90 3,46 0,32
MAC_CPD_171 0,80 3,78 0,32
MAC_CPD_172 2,00 2,85 0,62
MAC_CPD_173 0,50 1,96 0,32
MAC_CPD_174 1,30 3,01 1,03
MAC_CPD_175 1,10 2,57 0,62
MAC_CPD_176 0,80 2,57 0,84
MAC_CPD_177 0,70 2,28 0,13
MAC_CPD_178 0,70 0,79 -0,69
MAC_CPD_179 0,20 1,68 -0,28
MAC_CPD_180 -0,70 1,68 0,02
MAC_CPD_181 1,10 3,01 1,03
MAC_CPD_182 -1,10 1,35 -0,17
MAC_CPD_183 0,30 1,68 -0,17
MAC_CPD_184 -0,60 2,41 -0,58
MAC_CPD_185 -0,20 3,17 -0,20
MAC_CPD_186 2,00 2,41 0,62
MAC_CPD_187 0,80 2,12 0,43
MAC_CPD_188 1,90 2,12 0,43
MAC_CPD_189 2,10 3,01 1,03
MAC_CPD_190 1,20 2,28 0,43
MAC_CPD_191 -1,70 1,68 -0,80
MAC_CPD_192 0,80 1,84 0,13
MAC_CPD_193 2,10 3,78 0,84
MAC_CPD_194 -0,60 0,91 -0,69
MAC_CPD_195 0,70 3,46 0,62
MAC_CPD_196 -1,70 2,28 0,10
MAC_CPD_197 0,60 3,01 0,92
MAC_CPD_198 1,00 2,73 0,73
MAC_CPD_199 -1,10 1,52 -0,39
MAC_CPD_200 2,10 4,22 0,92
MAC_CPD_201 2,80 4,06 1,82
MAC_CPD_202 2,60 4,95 2,34
MAC_CPD_203 2,70 3,78 1,52
MAC_CPD_204 1,00 2,73 0,62
MAC_CPD_205 1,00 1,84 0,21
MAC_CPD_206 1,90 2,12 0,43
MAC_CPD_207 1,90 2,85 0,92
MAC_CPD_208 1,10 1,96 0,21
MAC_CPD_209 -0,10 0,79 -0,58
MAC_CPD_210 0,20 1,52 -0,17
MAC_CPD_211 3,00 2,28 0,43
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Oznaka spoja clog D7,40® Chrom log D Macro log D
MAC_CPD_212 1,60 4,39 1,93
MAC_CPD_213 -0,10 1,07 -0,50
MAC_CPD_214 1,60 3,17 1,03
MAC_CPD_215 2,50 4,51 2,23
MAC_CPD_216 1,80 4,83 1,63
MAC_CPD_217 2,30 3,78 1,63
MAC_CPD_218 2,40 3,90 1,74
MAC_CPD_219 2,40 3,90 1,52
MAC_CPD_220 1,10 2,41 0,62
MAC_CPD_221 1,20 3,62 1,22
MAC_CPD_222 2,70 4,06 1,74
MAC_CPD_223 1,80 3,17 1,22
MAC_CPD_224 2,80 3,62 1,33
MAC_CPD_225 1,20 3,46 0,73
MAC_CPD_226 1,50 2,41 0,62
MAC_CPD_227 1,40 3,78 1,22
MAC_CPD_228 0,60 0,34 -0,99
MAC_CPD_229 2,30 4,39 2,04
MAC_CPD_230 1,50 2,85 0,92
MAC_CPD_231 1,20 5,11 2,45
MAC_CPD_232 2,10 3,78 1,33
MAC_CPD_233 1,30 4,22 1,74
MAC_CPD_234 2,40 3,62 1,22
MAC_CPD_235 2,30 4,22 1,93
MAC_CPD_236 0,50 3,17 1,03

3 ACD/Labs Percepta in silico izracun
Napomene:
e Za spojeve MAC_CPD_1 i MAC_CPD_136 clog D740 vrijednost nije mogla biti izracunata
upotrebom ACD/Labs Percepta racunalnog programa.
e Vrijeme zadrzavanja spoja MAC_CPD_105 nije moglo biti ocitano jer kromatografski pik nije

uocen u kromatogramu.
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9. ZIVOTOPIS






II.

I1I1.

Osobni podaci

Ime i prezime:
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