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Utvrdivanje veze izmedu strukture i retencije oksotiazolidina primenom

multivarijantne analize

Hromatografsko ponaSanje 23 novosintetisana 2-alkiliden-4-oksotiazolidina
ispitivano je u uslovima reverzno-fazne planarne hromatografije, uz upotrebu dve
stacionarne faze (oktadecil-modifikovan (RP-18) i cijano-modifikovan (CN) silika-gel).
Dvokomponentne smeSe methanol/voda, acetonitril/voda i tetrahidrofuran/voda su
koriS¢ene kao mobilne faze. Linearna zavisnost Ry vrednosti od zapreminskog udela
organske komponente u mobilnoj fazi utvrdena je za sva ispitivana jedinjenja, sa
visokom vrednoscu korelacionog koeficijenta (r > 0,99).

Ispitivani 4-oksotiazolidini predstavljaju kongenernu seriju jedinjenja, Sto
potvrduje znadajan nivo korelacije dobijen pri poredenju Ry’ vrednosti i drugih
hromatografskih parametara (m, Co i PC1). Svi hromatografski parametri lipofilnosti
(RMO, m, Co 1 PC1) poredeni su sa izraGunatim log P vrednostima. Statisticki parametri
ovih zavisnosti pokazali su da Ry vrednosti mnogo pouzdanije opisuju lipofilnosti od
preostalih hromatografskih parametara (m, Co i PC1).

Analiza glavnih komponenata je primenjena na retencione podatke u cilju
utvrdivanja sli¢nosti i razlika izmedu upotrebljenih hromatografskih sistema. ViSestruka
linearna regresija (MLR) i parcijalna regresija najmanjih kvadrata (PLS) su omogucile
ispitivanje odnosa izmedu molekulskih deskriptora ispitivanih N-supstituisanih
2-alkiliden-4-oksotiazolidina i retencionih podataka odredenih primenom dva
hromatografska sistema (tetrahidrofuran/voda na RP-18 i CN stacionarnoj fazi).
Potpuna geometrijska optimizacija izvrSena je pomocu AMI semi-empirijske
molekulsko-orbitalne metode, nakon cega je set fiziCko-hemijskih molekulskih
deskriptora izracunat iz optimizovanih struktura.

Poredenjem statistiCkih parametara odabran je model gde je na najbolji nacin
opisana veza izmedu seta izratunatih deskriptora i Ry vrednosti. Dobra prediktivna
mo¢ MLR 1 PLS modela dobijenih za kalibracioni set podataka potvrdena je na
podacima iz test seta. Molekulski deskriptori uklju¢eni u odabrane MLR i PLS modele
su sli¢ne prirode, a u sve dobijene modele ukljucen je parametar lipofilnosti (log P) Sto
ukazuje na znacaj lipifilnosti i njen uticaj na retenciju N-supstituisanih 2-alkiliden-4-

oksotiazolidina.



Kljuéne reci: Reverzno-fazna tankoslojna hromatografija, lipofilnost, analiza glavnih

komponenata, viSestruka regresiona analiza, parcijalna regresija najmanjih kvadrata,
oksotiazolidini
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Quantitative structure-retention relationship study of oxothiazolidines using

multivariate analysis

The chromatographic behavior of 23 new 2-alkylidene-4-oxothiazolidine
derivates was investigated by means of the reversed-phase thin-layer chromatography
(RP TLC) on RP-18 and CN stationary phases. Binary mixtures of methanol/water,
acetonitrile/water and tetrahydrofuran/water were used as mobile phases. Linear
relationships between the volume fraction of the organic mobile phase modifier and the
Rwm values were established for each solute with the high correlation coefficient values
(r >0.99).

The investigated 4-oxothiazolidines are a congeneric set of compounds, and
significant correlations were obtained between the chromatographically determined Ry’
and other retention parameters (m, Co, and PC1). All lipophilicity parameters (Ru’, m,
Co, and PC1) obtained from the reversed-phase experiments were compared with the
calculated log P values. Statistical parameters of these correlations showed that Ry’
values were more suitable for lipophilicity estimation than other retention parameters
(m, Co, and PC1).

Principal Component Analysis was performed on retention data in an attempt to
reflect the similarities and differences among different chromatographic systems.
Multiple linear regression (MLR) and partial least squares regression (PLS) were
performed to investigate relation between the structural descriptors of N-substituted
2-alkylidene-4-oxothiazolidines and chromatographic retention determined for the two
chromatographic systems (tetrahydrofuran/water on RP-18 and CN stationary phases).
Full geometry optimization based on Austin Model 1 (AM1) semiempirical molecular
orbital method was carried out and a set of physicochemical molecular descriptors was
calculated from the optimized structures.

The best relationships in a set of calculated descriptors and Ry° values were
chosen on the basis of comparison of the statistical parameters. The statistical
parameters of MLR and PLS models built for training set show a significant predictive
ability. The descriptors included in the chosen MLR and PLS models were of similar

nature. Lipophilicity parameter (log P) selected out of a large set of possible molecular



descriptors in all models, indicated the importance of lipophilicity and its influence on

the retention behavior of the N-substituted 2-alkylidene-4-oxothiazolidines.

Keywords: Reversed-phase thin-layer chromatography, lipophilicity, principal

component analysis, multiple linear regression, partial least squares, oxothiazolidines
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Uvod

Proucavanje odnosa izmedu strukture i hromatografskog ponaSanja (engl.
Quantitaive structure-retention relationship, QSRR) bioloski aktivnih ili potencijalno
aktivnih jedinjenja je predmet velikog broja istrazivanja. Najranija istrazivanja u oblasti
QSRR-a datiraju iz 50-ih godina XX veka. Rezultati do kojih se doSlo sugeriSu da na
hromatografsko ponasanje jedinjenja uti¢e njihova struktura (priroda supstituenata), te
fizicko-hemijske karakteristike stacionarne i mobilne faze'. Za QSRR istraZivanja
neophodno je postojanje dva tipa podataka (i) hromatografski retencioni podaci i (ii)
odgovaraju¢i molekulski deskriptori koji opisuju strukturna svojstva molekula.

NajceS¢e primenjivane hromatografske tehnike u QSRR istrazivanjima su
savremene tehnike, visoko-efikasna te¢na hromatografija (engl. High-performance
liquid chromatography, HPLC) i gasna hromatografija (engl. Gas chromatography,
GC). Tankoslojna hromatografija (engl. Thyn-layer chromatography, TLC) je korisé¢ena
u najranijim istrazivanjima u ovoj oblasti, ali zbog niza prednosti (ekonomi¢nost,
jednostavnost, brzina, Sirok izbor stacionarnih faza), cesto je i danas hromatografska
metoda izbora za odredivanje parametara retencije’. Pored toga, jedna od glavnih
prednosti tankoslojne hromatografije je moguc¢nost hromatografisanja nekoliko uzoraka
istovremeno uz upotrebu male koli¢ine mobilne faze i minimalnu pripremu uzorka.
Reverzno-fazna tankoslojna hromatografija (engl. Reversed-phase thin-layer
chromatography, RPTLC) se moZe smatrati opSte prihvaCenom metodom za
odredivanje lipofilnosti jedinjenja.

Molekulski deskriptori, koji se mogu izraunati primenom mnogobrojnih
kompjuterskih programa, pruzaju znacajne strukturne informacije i mogu se dovesti u
vezu sa hromatografskim ponaSanjem jedinjenja. Mnogobrojna istrazivanja u ovoj
oblasti pokazala su da veza izmedu molekulskih deskriptora i retencije moze biti
iskori§¢ena za definisanje retencionog mehanizma, kao 1 za predvidanje parametara
lipofilnosti®™.

U okviru ovog rada planirano je proucavanje hromatografskog ponaSanja
novosintetisanih N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina u uslovima reverzno-
fazne planarne hromatografije. Proucavanje oksSotiazolidina je od znacaja, jer oni
predstavljaju vazna bioaktivna jedinjenja®. Naro¢ito se izdvajaju 4-oksotiazolidini, jer

oni poseduju antikonvulzivnu, sedativno-hipnoticku i anksioliti¢nu aktivnost™®. lako
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ova klasa jedinjenja nije pokazala znaCajnu antitumornu i antimikrobnu aktivnost, u
literaturi postoje neki rezultati i u ovoj oblasti®™*.

Kao stacionarne faze odabrani su alkil- i cijano-modifikovani silika-gelovi, dok
¢e dvokomponentne smese (acetonitril/voda, metanol/voda i tetrahidrofuran/voda) biti
upotrebljene kao mobilne faze. Ocekuje se da retencioni podaci pruze informacije o
strukturi ispitivanih jedinjenja, ali i o prirodi interakcija u razli¢itim hromatografskim
sistemima. Analiza glavnih komponenata (engl. Principal component analysis, PCA) je
hemometrijska metoda koja ¢e u okviru ovog istrazivanja biti primenjena na retencione
podatke u cilju utvrdivanja razlika izmedu upotrebljenih hromatografskih sistema.

Takode, jedan od vaznih ciljeva ovog rada je proucavanje veze izmedu
hromatografki odredenih parametara lipofilnosti (Rm’, m, Co i PC1) i izradunatih log P
vrednosti. Pored ovih jednostavnih  korelacija, primenom multivarijantnih
hemometrijskih metoda planirano je ispitivanje veze izmedu kompjuterski izracunatih
molekulskih deskriptora i1 parametara lipofilnosti. Dve hemometrijske tehnike,
viSestruka linearna regresija (engl. Multiple linear regression, MLR) i parcijalna
regresija najmanjih kvadrata (engl. Partial least squares regression, PLSR) ¢e biti
primenjene za dobijanje modela koji bi na najbolji nacin kvantitativno opisivali vezu
izmedu Ry’ i molekulskih deskriptora i koji bi se mogli koristiti za predvidanje retencije
i lipofilnosti novih strukturno sli¢nih jedinjenja. Kvalitet ovako dobijenih QSRR modela

bi¢e procenjen i1 Uporeden pomocu odgovarajucih statistickih parametara.
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2.1 Tankoslojna hromatografija

Razvoj hromatografije u prethodnih sto godina karakterisale su znacajne
prekretnice, pri ¢emu je svaka od njih oznaavala pocetak razvoja neke nove oblasti u
hromatografiji. Sam pocetak razvoja hromatografskih tehnika vezuje se za
eksperimentalni rad ruskog nau¢nika Tsvet-a S pocetka XX veka, kojim je zapocet
razvoj kolonske hromatografije'?. Najznacajniji napredak u istorijskom razvoju
hromatografije desio se 1944. godine kada su Martyn i Synge otkrili da filter papir, pun
malih pora, moZe predstavljati zamenu za prah celuloze kojim su punjene kolone®®.
Njihovim pronalaskom doslo je do razvoja nove oblasti, planarne hromatografije, u koju
se pored hromatografije na papiru svrstava i hromatografija na tankom sloju. Za razvoj
gasne hromatografije zasluzan je takode Martyn, koji je u saradnji sa James-om dao
osnove za dalji, brz napredak gasne hromatografije’*, a saradnja Martyn-a i Synge-a
rezultirala je i postavljanjem osnova za razvoj visoko-efikasne te¢ne hromatografije
tokom 60-ih godina XX veka.

Razvoj tankoslojne hromatografije je odli¢an primer kako su nova naucna
dostignu¢a direktno proizilazila iz prethodnih istrazivanja. Prva hromatografska
ispitivanja na tankom sloju sproveli su Izmailov i Shraiber 1937. i 1938. godine™. U
periodu izmedu 1950. i 1954. godine Kirchner i saradnici su razvili tankoslojnu
hromatografiju kakvu danas poznajemo, dok se sam termin tankoslojna hromatografija
po prvi put pojavljuje kasnih 50-tih godina dvadesetog veka i vezuje se za nemackog

nau¢nika Stahl-a. Njegova istraZivanja'®'’

omogucila su da TLC postane
opsSteprihvaéena analitiCka tehnika. IstraZivanja u oblasti tankoslojne hromatografije
tokom sedamdesetih godina XX veka rezultovala su pojavom visoko-efikasnih ploca,
pri ¢emu je klasi¢na tankoslojna hromatografija postala visoko-efikasna tankoslojna
hromatografija (engl. High-performance thin-layer chromatography, HPTLC).
Tankoslojna hromatografija je tehnika koja omogucava jednostavno i1 brzo
razdvajanje i odredivanje velikog broja jedinjenja istovremeno, ¢ime se smanjuju vreme
i troskovi analize u poredenju sa HPLC analizom™"°. Potrosnja rastvarada koji se
koriste kao komponente mobilne faze, kao i koli¢ina rastvaraca koji zavrSava u otpadu
su minimalni u tankoslojnoj hromatografiji, Sto je narocCito vazno sa stanovista zelene

hemije®°. Takode, veliki izbor razli¢itih sorbenata i mobilnih faza u znac¢ajnoj meri
] Jnoj
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olakSava optimizaciju hromatografskog odvajanja i doprinosi Sirokoj upotrebi
tankoslojne hromatografije. Osim toga, ¢ak i uzorci koji nisu sasvim Cisti mogu biti
analizirani na tankom sloju, jer se svaka TLC plo¢a upotrebljava samo jednom, $to nije
slucaj sa visoko-efikasnom te€nom hromatografijom, gde postoji mogucnost unistavanja

kolone.

2.1.1 Izbor stacionarne faze u normalno-faznoj i reverzno-faznoj tankoslojnoj

hromatografiji

Izbor odgovarajuce stacionarne faze pri ispitivanju hromatografskog ponasanja
jedinjenja je od izuzetne vaznosti. Postoji veliki broj materijala koji su dostupni kao
sorbenti u tankoslojnoj hromatografiji, pri ¢emu su neki od njih viSe u upotrebi od
drugih. Neki sorbenti imaju vrlo usku oblast primene, kao npr. modifikovani silika-gel
na ¢ijoj su povrSini prisutni hiralni centri koji se kao takav koristi za odvajanje
enantiomera. Sa druge strane, silika-gel i aluminijum oksid imaju Siroku primenu i
mogu se koristiti za odvajanje razli¢itih jedinjenja. Za izbor adekvatne stacionarne faze
neophodno je poznavati strukturu i prirodu jedinjenja ¢ije se hromatografsko ponaSanje
zeli utvrditi. Karakteristike, kao $to su polarnost, molekulska masa, oblik i veli¢ina
jedinjenja su veoma bitne pri izboru stacionarne i mobilne faze.

Normalno-faznim hromatografskim sistemom smatra se svaki sistem u kojem je
stacionarna faza polarnija od mobilne. U ovakvim uslovima supstance veée polarnosti
pokazuju vece zadrzavanje, jer su specificne interakcije sorbenta i odvajanih supstanci
izrazenije. Postoji veliki broj sorbenata koji se mogu koristiti kao stacionarne faze u
normalno-faznim hromatografskim sistemima. Silika-gel je svakako jedan od najcesce
koriS¢enih 1 najdostupnijih sorbenata, ali su i aluminijum-oksid, celuloza, pa Cak i neki
modifikovani silika-gelovi zastupljeni u velikom broju istrazivanja u normalno-faznim
hromatografskim sistemima.

Kada je re¢ o reverzno-faznim hromatografskim sistemima moze se napraviti
analogija sa ekstrakcijom jedinejnja iz vodene faze pomoéu nekog organskog
rastvaraca. Stacionarna faza u reverzno-faznoj hromatografiji je nepolarnija od mobilne
faze, pa raspodela jedinjenja izmedu dve faze zavisi od hidrofobnosti ispitivanih

jedinjenja. To zna¢i da se polarna (hidrofilna) jedinjenja slabije zadrzavaju na
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nepolarnim stacionarnim fazama u poredenju sa hidrofobnim jedinjenjima. Najcesce
primenjivane stcionarne faze u reverzno-faznim uslovima su alkil-modifikovani
silika-gelovi (npr. dimetil-, oktil-, oktadecil-modifikovan silika-gel), ali se u znacajnoj
meri koriste i drugi sorbenti, poput cijano-propil ili amino-propil modifikovanih
silika-gelova.

Silika-gel. Sa hemijske tacke gledista, svaki silika-gel je silicijum-dioksid, gde
je svaki atom silicijuma okruZen sa Cetiri atoma kiseonika formirajuci tetraedarsku
strukturu. Na povrSini silika-gela dolazi do formiranja veza izmedu kiseonika i
vodonika (Si-O-H, silanolna grupa) ili kiseonika i drugog atoma silicijuma (Si-O-Si,
siloksanska grupa)?!. Silanolni aktivni centri mogu biti izolovani, vicinalni (susedni) i

geminalni (Slika 1)%2

. Medumolekulske interakcije koje se ostvaruju izmedu aktivnih
centara silika-gela i molekula ispitivanih supstanci su rezultat formiranja vodoni¢nih
veza, dipol-dipol i elektrostatickih interakcija®®. Slobodne silanolne grupe su mnogo
kiselije od vodoni¢no-vezanih i mogu dovesti do sorpcije rastvaraca. Prisustvo vece
koncentracije slobodnih silanolnih grupa na povrsini silika-gela dovodi do povecanja
retencije i pojave ,razvlacenja zona”. Kod ispitivanja hromatografskog ponasanja
jedinjenja preporucuje se upotreba silika-gela ¢ija je povrSina u najvecoj meri

prekrivena geminalnim i vicinalnim silanolnim grupama.

H H. H
~ P RN
O O O 0 o)
| | | N
Si Si Si Si
(a) (b) (c)

Slika 1. Tri tipa silanolnih grpa koje se javljaju na povrsini silika-gela: (a) slobodna
silanolna grupa, (b) susedna (vicinalna) silanolna grupa i (c) geminalna silanolna

grupa®
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Modifikovani silika-gelovi. Postojanje aktivnih centara na povrsini silika-gela
omogucava njegovu hemijsku modifikaciju. Hemijsko vezivanje organskih liganada za
silika-gel postize se reakcijom izmedu organo-silicijumovih jedinjenja i pristupacnih
silanolnih grupa, Sto rezurtira stvaranjem siloksanskih grupa. Organski ligandi koji se
obi¢no koriste za hemijsku modifikaciju silika-gela mogu se podeliti na hidrofobne
(nepolarne) i hidrofilne (polarne). Najcesc¢e primenjivani hemijski modifikovani silika-
gelovi su: dimetil (RP-2), oktil (RP-8), oktadecil (RP-18), fenil (Ph), 3-cijano-propil
(CN), 3-amino-propil (NH>) i diol.

Alkil-modifikovani  silika-gelovi.  Najznacajniji ~ komercijalno  dostupni
hidrofobni ligandi su dimetil, oktil i oktadecil (Slika 2)?°. Hidrofobnost sorbenata
dobijenih hemijskom modifikacijom silika-gela ne zavisi samo od prirode liganda (Sto
je alkil-lanac duzi hidrofobnost datog sorbenta ¢e biti veca), ve¢ zavisi i od pokrivenosti
povrSine matriksa odgovaraju¢im alifaticnim ligandima (vea zastupljenost
ugljovodoni¢nih lanaca obezbeduje vecu hidrofobnost datog sorbenta). Pri upotrebi
hidrofobnih sorbenata uvek se koriste vodene mobilne faze. Ovakvi hromatografski
sistemi, gde je mobilna faza polarnija od stacionarne nazivaju se reverzno-faznim

hromatografskim sistemima.

CH; (CH,),CH; (CHy)1,CH; Ph
/ / / /
HCe™ Sl\\ CHy o Sl\\ CHy o Sl\\ CHy o Sl\\ CH,
/o /o /o /o
_ Si\\ O/ /Si\\ O/ _ Si\\ O/ o Si\\ O/
(a) (b) (©) (d)

Slika 2. Dimetil (a), oktil (b), oktadecil (c) i fenil (d) grupe hemijski vezane na povrsinu
silika-gela
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Primena alikil-modifikovanih silika-gelova u hromatografskim istrazivanjima
danas je veoma rasprostranjena. Pregled literature ukazuje na moguénost koris¢enja
ovih sorbenata pri identifikaciji boja i tragova boja®’, odvajanju amino-kiselina®,
ispitivanju prirodnih flavonoida i fenola®, odvajanju pesticida®, kao i pri ispitivanju
metil-estara masnih kiselina®. Takode, upotreba reverzno-faznih sorbenata je izuzetno
rasprostranjena pri odredivanju parametara lipoﬁlnosti32'36.

Cijano-modifikovan silika-gel. Cijano-modifikovana stacionarna faza (CN)
dobija se hemijskom reakcijom cijano-propil supstituisanih silana sa silanolnom grupom
matriksa (Slika 3)?°. Zahvaljujuéi hemijskoj strukturi cijano-propil grupe, koja se sastoji
iz nepolrnog dela (alkil-niz) i polarnog ostatka (cijano-grupa), ovaj sorbent se moze
koristiti i u normalno-faznim i u reverzno-faznim hromatografskim sistemima®.
Izborom odgovarajucih rastvara¢a kao komponenata mobilne faze ostvaruju se uslovi
normalno-fazne ili reverzno-fazne hromatografije. U normalno-faznim hromatografskim
uslovima ispitivana jedinjenja interaguju sa cijano-grupama, ali i sa nemodifikovanim
silanolnim grupama, koje su prisutne na povrsini matriksa. Zbog ugljovodoni¢nog dela
cijano-propil liganda, ovaj sorbent se ponaSa kao nepolarna stacionarna faza u uslovima
reverzno-fazne hromatografije. Zbog strukture cijano-propil liganda mehanizmi
hromatografskog odvajanja na ovom sorbentu su veoma komplikovani, narocito kada se
radi o normalno-faznim hromatografskim uslovima. Postoje istrazivanja koja pokazuju
da upotrebom mobilne faze koja sadrzi vodu u kombinacija sa nekim organskim
rastvaratem dolazi do izraZaja reverzno-fazna priroda CN stacionarne faze®"*.
Medutim, pri ispitivanju hromatografskog ponasanja izrazito polarnih jedinjenja na CN
stacionarnoj fazi, uz upotrebu mobilnih faza karakteristi¢nih za reverzno-fazne uslove
(smeSa vode 1 organskog rastvaraCa) retencija ispitivanih jedinjenja se smanjuje sa
poveéanjem udela organske komponente u mobilnoj fazi*®. Ovakvo hromatografsko
odvajanje se zasniva na hidrofilnim interakcijama koje ispitivanja jedinjenja ostvaruju
sa stacionarnom, odnosno mobilnom fazom, a sama tehnika se naziva hromatografija

hidrofilnih interakcija (engl. Hydrophilic-interaction chromatography, HILIC).
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Slika 3. Cijano-propil grupa hemijski vezana na povrsinu silika-gela

Cijano-modifikovani silika-gel se pokazao kao veoma dobar sorbent kod
odredivanja parametara lipofilnosti****. Moguénost koris¢enja CN-stacionarne faze pri
odredivanju parametra lipofilnosti moze se pripisati slicnos¢u sa fosfolipidnom
¢elijskom membranom. Dipolarnost cijano-propil fragmenta (polarni deo je cijano-
grupa, a nepolarni deo je ugljovodoni¢ni lanac) je slican dipolarnoj strukturi bioloske
membrane, koja ima hidrofilnu "glavu" i hidrofobni ugljovodoni¢ni lanac®. Takode,
istrazivanja su pokazala da je na CN-stacionarnoj fazi, u uslovima reverzno-fazne

hromatografije, particija dominantan mehanizam razdvajanja®*.
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2.1.2 Mehanizmi odvajanja u tankoslojnoj hromatografiji

Tankoslojna hromatografija se moze definisati kao migracioni proces gde se
komponente uzorka u razli¢itom stepenu vezu na tanak sloj sorbenta, dok se rastvarac ili
smesSa rastvaraca kre¢e dejstvom kapilarnih sila. Smatra se da mnogi faktori uti€u na
hromatografsko ponaSanje u uslovima tankoslojne hromatografije. Retencija supstanci
odredena je interakcijama izmedu ispitivanih supstanci 1 stacionarne faze, ispitivanih
supstanci 1 mobilne faze, ali i1 interakcijama izmedu mobilne 1 stacionarne faze.
Hemijska priroda svake od komponenata hromatografskog sistema uti¢e na vrstu i
jacinu ovih interakcija.

Tipovi interakcija koji se mogu javiti su: elektrostaticke interakcije, vodoni¢na
vezivanja, jonska izmena, istiskivanje na osnovu veli¢ine, kao i van der Waals-ove sile.
Sorbenti se biraju tako da budu inertni u odnosu na rastvara¢ ili smesu rastvaraca koja
se primenjuje za hromatografsko odvajanje?®. Postoje tri glavna mehanizma razdvajanja
u tankoslojnoj hromatografiji:

e adsorpcioni

e particioni

e jonska izmena.

Adsorpcioni mehanizam. Adsorpcija je povrsinski fenomen, koji se zasniva na
fizickoj sorpciji molekula na aktivnim centrima prisutnim na povr$ini stacionarna faze.
Ako se radi o silika-gelu, ispitivana supstanca interaguje sa silanolnim grupama na
povrsini silika-gela. Interakcije ukljucene u process adsorpcije su van der Waals-ove
interakcije, elektrostiticke interakcije i vodoni¢na vezivanja, a njihovo postojanje zavisi
od prirode ispitivanih jedinjenja?®®. Kako se mobilna faza kroz sorbent krece dejstvom
kapilarnih sila, ispitivane supstance koje se slabo adsorbuju kretace se sa frontom
rastvaraca, dok ¢e one koji se snazno vezuju za sorbent ostati blizu polazne mrlje. Do
razdvajanja ispitivanih supstanci moze do¢i samo ukoliko imaju razli¢it afinitet
vezivanja za aktivne centre na povrSini stacionarne faze, odnosno ako je intezitet
interakcija koje odreduju retenciju razlicit. Intezitet ovih interakcija zavisi od vise
faktora, kao Sto su broj aktivnih centara na adsorpcionoj povrsini, prisustvo
funkcionalnih grupa u molekulu ispitivane supstance koje interaguju sa aktivnim

centrima, i eluciona mo¢ primenjene mobilne faze.
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Iako je adsorpcija mehanizam karakteristican pre svega za polarne stacionarne
faze, postoje istrazivanja'’ koja razmatraju adsorpciju na alkil-modifikovanim
stacionarnim fazama. Ovaj mehanizam u reverzno-faznim hromatografskim sistemima
je ostvariv kada je gustina vezanih alkil-lanaca dovoljna da se ostvari interakcija izmedu
njih 1 pritom spreci prodiranje molekula u amorfono-kristalni ugljovodoni¢ni sloj na
hromatografskoj povrsini. U tom slucaju krajevi vezanih alkil-lanaca grade povrsinu na
kojoj se supsatnce adsorbuju, a retencija je vodena samo mehanizmom adsorpcije.
Adsorpcija na hemijski modifikovanim stacionarnim fazama podrazumeva da su
hidrofobne interakcije na dodiru izmedu cvrste 1 teCne faze od najveceg znacaja, pri
¢emu hidrofobni delovi ispitivanih supstanci interaguju sa hidrofobnim grupama na
povrsini stacionarne faze. Pored hidrofobnih interakcija, postoje i slabe dipol-dipol,
dipol-indukovani dipol i indukovani dipol-indukovani dipol interakcije.

Particioni mehanizam. U particionoj hromatografiji stacionarna faza je
neisparljiva tecnost koja je adsorbovana ili hemijski vezana kao tanak sloj (ili film) na
povrsini inertnog nosata’®*. U idealnom slucaju, stacionarna faza je nerastvorljiva u
mobilnoj fazi. Ispitivane supstance se raspodeljuju izmedu stacionarne 1 mobilne faze,
pri ¢emu njithova pokretljivost zavisi od rastvorljivosti u mobilnoj, odnosno stacionarnoj
fazi. Supstance koje imaju veci afinitet prema mobilnoj fazi manje ¢e se zadrzavati U
odnosu na one ¢iji je afinitet veci ka stacionarnoj fazi.

U revrzno-faznim hromatografskim sistemima particiona teorija podrazumeva
da se supstanca raspodeljuje izmedu vodene mobilne faze i organske stacionarne faze.
Medutim, na sastav i konfiguracija alkil-modifikovanog silika-gela znacajan uticaj ima
sastav mobilne faze, jer solvatacija alkil-lanaca od strane organske komponente mobilne
faze dovodi do neprecizne granice izmedu mobilne i stacionarne faze®®*2. U literaturi se
moze pronac¢i nekoliko teorija koje daju opis konfiguracije stacionarne faze 1
particionog mehanizma u reverzno-faznoj hromatografiji>.

Jonska izmena. Jonska izmena je proces karakteristiCan za sorbente koji se
sastoje od inertne matrice na kojoj su vezane funkcionalne grupe sposobne da otpuste
jedne i vezu druge jone, iz uzorka ili mobilne faze. lzmena jona zavisi od afiniteta
jonskih vrsta, koje se odvajaju, prema sorbentu. Mobilne faze koje se primenjuju u

jonoizmenjivackoj hromatografiji su rastvori elektrolita. Pokretljivost komponenti
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uzorka je pH zavisna, jer svaka komponenta ima ukupno naelektrisanje koje se menja sa
povecanjem ili smanjenjem kiselosti mobilne faze?®,

Prilicno cesto, u realnim uslovima, raspodela ispitivanih jedinjenja izmedu
stacionarne i mobilne faze ne moze se pripisati jednom od ovih mehanizama, vec je
rezultat dva ili viSe razlicitih tipova navedenih interakcija. Ova pojava je narocito
izrazena kod hemijski modifikovanih stacionarnih faza, gde se dvojna priroda
retencionog mehanizma moze objasniti ¢injenicom da s jedne strane molekuli ispitivane
supstance teze da interaguju sa organskim ligandima na stacionarnoj fazi preko
disperzionih sila (particija), a s druge strane postoji kompeticija s mobilnom fazom za

aktivna mesta na povrsini matriksa (adsorpcija).
2.1.3 Izbor mobilne faze

Selektivnost odvajanja u velikoj meri zavisi od izbora rastvaraCa ili smeSe
rastvaraca koji ¢ine mobilnu fazu. Izbor mobilne faze je kriti¢na tacka pri optimizaciji
hromatografskog odvajanja, jer ¢esto nepotpuno odvajanje, suvise jaka ili slaba retencija
I razvuéene zone mogu biti pripisani odabiru neadekvatne mobilne faze.

Pri izboru mobilne faze uvek treba teziti jednostavnosti, te ako je moguce
pronaci pogodan rastvara¢ kojim se postize dobro odvajanje, uvek prednost treba dati
monokomponentnim u odnosu na visekomponentne mobilne faze. Takode, treba
posebnu paZnju posvetiti ¢istoc¢i izabranih rastvaraa. SmesSu rastvaraca je nepohodno
dobro homogenizovati i koristiti odmah po pripremanju, jer komponente smeSe mogu
medusobno interagovati.

U normalno-faznim hromatografskim sistemima, pri odvajanju nepolranih ili
slabo polarnih jedinjenja kao eluenti se mogu Koristiti nepolarni rastvaraci (npr. pri
odvajanju na silika-gelu kao eluenti se koriste rastvaraci slabije elucione moci, kao $to
su heksan, benzen, toluen, cikoleksan ili dihlormetan). Medutim, ukoliko se na polarnoj
stacionarnoj fazi (npr. silika-gel) ispituje hromatografsko ponasanje polarnih jedinjenja,
za njihovo pokretanje neophodno je upotrebiti polarnije rastvarace jace elucione moci.
Ovo je ocekivano, imaju¢i u vidu da 1 ispitivana jedinjenja i molekuli mobilne faze

interaguju sa aktivnim centrima na povrsSini stacionarne faze.
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Pri hromatografskom ispitivanju u reverzno-faznim hromatografskim sistemima
obi¢no se koriste polarni organski rastvaraci (npr. metanol, etanol ili acetonitril) ili
smeSa organskih rastvarata sa vodom (npr. metanol/voda, aceton/voda,
tetrahidrofuran/voda). Eluciona mo¢ mobilne faze zavisi od udela organske komponente
u njoj. Veci udeo organske komponente u mobilnoj fazi obezbeduje vecu elucionu moé
mobilne faze i ovakve mobilne faze mogu se upotrebiti pri odvajanju nepolarnih
jedinjenja u reverzno-faznim hromatografskim sistemima, gde je stacionarna faza
izrazito nepolarna (npr. alkil-modifikovan silika-gel)?.

Eluotropna serija. U cilju klasifikacije rastvarata prema njihovoj jacini,
istrazivaci su predlagali parametre na osnovu kojih bi se mogla izvrsiti klasifikacija.
Prvobitno su rastvorljivost u vodi i dielektricna konstanta koris¢eni kao parametri pri
klasifikaciji**. lako su podaci o rastvorljivosti veoma korisni, oni ipak ne daju
kompletnu sliku o jacini rastvaraca. Dielektri¢ne konstante pruzaju viSe informacija, ali
su 1 kod ovog parametra uoCene neke abnormalnosti. Ovi nedostaci su doveli do
zaklju¢ka da je za pouzdanu klasifikaciju rastvaraca neophodno uzeti u obzir i
karakteristike rastvaraca, ali 1 karakteristike stacionarne faze. Nekoliko modela je
predloZeno, a kao najuniverzalniji prihvacen je model koji je predloZio Snyder™®.
Parametar kojim se opisuje jatina rastvarada se obeleZava sa € i definise se kao
adsorpciona energija po jedinici standardnog rastvaraca i dat je za odredenu
kombinaciju rastvara¢/stacionarna faza. Vrednosti parametra mogu biti izraCunate za
Sirok opseg rastvaraca koji se koriste u tankoslojnoj hromatografiji, a tako formiran niz
naziva se eluotropni niz. U Tabeli 1 date su elutropne serije za aluminijum-oksid
(eksperimentalno odreden parametar €°) i silika-gel (teorijske vrednosti parametra € su
izraCunate za sve rastvaraCe, a za neke su date 1 eksperimentalno dobijene
vrednosti)?®°"%®,

Ako se upotrebom nekog rastvaraca postigne zadovoljavajuca retencija, odnosno
pokretljivost, selektivnost moZe biti unapredena meSanjem dva ili tri rastvaraca u
takvom odnosu da ¢° smege rastvaraca bude jednaka ¢° rastvaraca kojim je postignuta
zadovoljavaju¢a retencija. Mogucénosti kombinacija dva ili viSe rastvaraa su
mnogobrojne, ali se ¢esto najbolji rezultati dobijaju modifikacijom pocetnog rastvaraca
male polarnosti dodatkom relativno male koli¢ine rastvarata mnogo veée polarnosti, pri

¢emu se njihov odnos odabira tako da se dostigne odgovarajuca & vrednost.
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Naravno, izbor mobilne faze u velikoj meri zavisi i od prirode ispitivanih
jedinjenja. Za postizanje odgovarajuce pokretljivosti nepolarnih jedinjenja na silika-gelu
(npr. ugljovodonici) primenjuju se mobilne faze male polarnosti i male elucione moci,
dok ¢e upotreba rastvaraa vece elucione moc¢i biti neophodna ukoliko se ispituje
hromatografsko pona$anje jedinjenja koja sadrze veéi broj polarnih grupa®. Dodatak
male koli¢ine kiseline (npr. mravlje, siretne, propanske ili hlorovodoni¢ne kiseline) ili
baze (npr. rastvora amonijaka, piridina ili amina) u mobilnu fazu moze znatno poboljSati

rezoluciju hromatografskog odvajanja.
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Tabela 1. Eluotropne serije za aluminijum-oksid i silika-gel

Rastvaracd € (AO03)eksp. € (Si02)eksp. & (SiO2)irat.
n-Pentan 0,00 0,00 0,00
n-Heksan 0,01 0,01
Izooktan 0,01 0,01
Cikloheksan 0,04 0,03
Ciklopentan 0,05 0,04
Ugljentetrahlorid 0,18 0,11 0,14
Izopropil etar 0,28 0,22
Toluen 0,29 0,22
Hlorbenzen 0,30 0,23
Benzen 0,32 0,25 0,25
Hloroform 0,40 0,26 0,31
Dihlormetan 0,42 0,32 0,32
Metil-izobutil-keton 0,43 0,33
Tetrahidrofuran 0,45 0,35
Dietil etar 0,46 0,38 0,38
1,2-Dihloretan 0,49 0,38
Aceton 0,56 0,47 0,43
1,4-Dioksan 0,56 0,49 0,43
Etilacetat 0,58 0,38 0,45
Metilacetat 0,60 0,46
Amil-alkohol 0,61 0,47
Anilin 0,62 0,48
Acetonitril 0,65 0,50 0,50
Piridin 0,71 0,55
2-Butoksietanol 0,74 0,57
1-Propanol 0,82 0,63
2-Propanol 0,82 0,63
Etanol 0,88 0,68
Metanol 0,95 0,73
Etandiol 1,11 0,85
Siréetna kiselina >1 >1

Voda >>1 >>1
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Kada je re¢ o reverzno-faznim hromatografskim sistemima, Snyder je 1979.
godine sugerisao da je moguce vrednosti za jaCinu rastvarata koje su dobijene za
reverzno-faznu te¢nu hromatografiju primeniti na uslove tankoslojne hromatografije
(Tabela 2)*°. Eluciona mo¢ smese rastvarata izradunava se na osnovu vrednosti za
jacinu svakog pojedina¢nog rastvaraca (S) u smesi i njihovog udela u smesi (V) prema

jednacini:
Ssmesa = VaSa + VS + ... (1)

Tabela 2. Jacine rastvaraca (S) definisane za reverzno-faznu te¢nu hromatografiju

Rastvara¢é Jacina rastvaraca, S
Voda 0,0
Metanol 3,0
Acetonitril 3,1
Aceton 3,4
1, 4-Dioksan 3,5
Etanol 3,6
2-Propanol 4,2
Tetrahidrofuran 4,4

Snyder-ov trougao selektivnosti. Snyder i Glajch su klasifikovali rastvarace u
osam grupa na osnovu sliénih proton-akceptorskih (x.), proton-donorskih (xg) i
doprinosa koje daju dipolne-interakcije (x,)®°®. Ova klasifikacija data je u Tabeli 3%.
Na osnovu ove Klasifikacije Snyder je formirao trougao selektivnosti predstavljen na
Slici 4%, gde svaki ugao trougla predstavlja jedini¢ni doprinos odgovarajuéeg

parametra.
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Pri optimizaciji mobilne faze rastvaraci se mogu odabrati tako da tri rastvaraca
iz razli¢itih grupa, koje su blizu temenima originalnog trougla, formiraju trougao
selektivnosti. Za odvajanja u normalno-faznim sistemima trougao selektivnosti mogu
formirati npr. dietiletar, hloroform i dihlormetan, kojima se dodaje nepolaran n-heksan
da bi se smanjila njihova eluciona mo¢. U slucaju reverzno-faznih sistema, acetonitril,

metanol i tetrahidrofuran u smesi sa vodom formiraju trougao selektivnosti.

Tabela 3. Klasifikacija rastvaraca prema selektivnosti koju su predlozili Snyder i Glajch

Grupa Rastvaraci

| Alifati¢ni etri
1 Alifati¢ni alkoholi
Il Piridin, tetrahidrofuran, glikol etri, amidi (sa izuzetkom formamida)

v Formamid, siréetna kiselina, glikoli

\Y Dihlormetan, 1,2-dihloretan

Vi Alifati¢ni ketoni i estri, 1,4-dioksan, acetonitril

VI Aromati¢ni ugljovodonici 1 etri, aromatiéni halogenidi, aromati¢na

azo-jedinjenja
VIII Hloroform, voda, nitrometan, m-krezol
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Slika 4. Snyder-ov trougao selektivnosti®®. Spisak rastvaraca po grupama dat je u
Tabeli 3

lako se optimizacija mobilne faze Cesto smatra nepotrebnim korakom i
gubljenjem vremena, upravo adekvatan odabir mobilne faze moze uticati na dobro

odvajanje zona.
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2.2 Procavanje kvantitativne veze izmedu strukture i svojstava molekula

Opste je poznato da fizicka svojstva hemijskih jedinjenja kao Sto su boja, miris,
taCka topljenja, elektricna provodljivost, itd. zavise od strukture samih molekula.
Takode, hemijska reaktivnost i bioloska aktivnost su u tesnoj vezi sa molekulskom
strukturom. Ako se struktura molekula posmatra kao nezavisna promenljiva,
fizicko-hemijska svojstva i biolosku aktivnost mozemo smatrati zavisno promenljivim.
Upravo iz tog razloga, veliki broj istrazivanja u poslednjim decenijama ima za cilj
definisanje veze izmedu strukture i karakteristika molekula®32°.

Proucavanje odnosa izmedu strukture i aktivnosti (engl. Quantitative structure-
activity relationship, QSAR), koje su 60ih godina XX veka zapoceli Hansh i Fujita
omoguéio je razvoj jedne potpuno nove naucne oblasti®®. Pod okriliem QSAR
ispitivanja, uz upotrebu istih principa, otpocelo je proucavanje veze izmedu strukture i
svojstava (engl. Quantitative structure-property relationship, QSPR), i doslo je do
razvoja QSRR istrazivanja kod kojih je akcenat stavljen na hromatografske parametre

pri opisivanju odnosa izmedu strukture i Svojstava.

2.2.1 Kvantitativna veza izmedu strukture i retencije, QSRR

Kvantitativna veza koja opisuje odnos izmedu retencije i strukture daje bitne
informacije za hromatografska ispitivanja. Postavlja se pitanje Sta se tatno podrazumeva
pod terminom QSRR, imaju¢i u vidu da je terminologija u literaturi zbunjujuca 1
nedosledna. Prvo, Cesto se govori o ,reaktivnosti“, a ne o retenciji; zatim, umesto
kvantitativnog odnosa izmedu strukture 1 retencije Cesto se za opisivanje te veze koristi
QSPR ili QSAR. Ipak, uopsteno gledano, moze se re¢i da se pod QSRR ispitivanjima
podrazumevaju sva istrazivanja gde se retencioni podaci mogu predvideti na osnovu
strukture molekula, ali 1 gde se fizicko-hemijski parametri predvidaju na osnovu
retencionih podataka’.

Zacetak razvoja QSRR istrazivanja vezuje se za 1950. godinu kada je Martin
ukazao da promene supstituenta, svojstava mobilne ili stacionarne faze uticu na

promenu retencije jedinjenja’. QSRR postaje mocan alat u hromatografskim
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ispitivanjima sa pinorskim istrazivanjima iz 1977. godine koje je predvodio
Kaliszan®®.

U okviru QSRR istrazivanja Kkoriste se retencioni podaci iz gasne
hromatografije, visoko-efikasne te¢ne hromatografije ili tankoslojne hromatografije.
Odnos izmedu retencionih podataka i fizicko-hemijskih parametara u vezi je sa
aktivnoS¢u leka, $to doprinosi klju¢nom znacaju QSRR istrazivanja u dizajniranju
novih, potencijalnih lekova. Svojstva molekula koje mogu biti predvidene na osnovu

6770 tagka klju¢anja’,

definisane veze sa retencijom su particioni koeficijent (log P)
napon pare’?, toplota isparavanja’®, Gibbs-ova slobodna energija™ ili hiralna
selektivnost™.

Dve wvrste ulaznih podataka su neophodne za QSRR istraziavanja:
hromatografski podaci za seriju jedinjenja, koji predstavljaju zavisno promenljive
podatke 1 set razliCitih parametara koji opisuju strukturne karakteristike ispitivanih
jedinjenja i koji predstavlja nezavisno promenljive podatke. Primenom kompjuterskih
tehnika ovi ulazni podaci se koriste za dobijanje QSRR jednacina. QSRR modeli mogu
posluziti za predvidanje retencionih podataka novih, jo$ nesintetisanih jedinjenja, na
osnovu njihovih strukturnih deskriptora. U mnogim slucajevima, preciznost i taénost
QSRR modela nije dovoljno dobra da bi se mogli koristiti za predvidanje retencije.
Medutim, mogu se uspes$no koristiti za objasnjavanje retencionog mehanizma, za
optimizaciju odvajanja smeSa sloZzenog sastava, za identifikaciju najznacajnijih
deskriptora, za odredivanje kompleksnih fizicko-hemijskih osobina ili za procenu
relativne bioloke aktivnosti’®. Sematski prikaz veze izmedu ulaznih podataka za
gradenje QSRR modela i karakteristika molekula dat je na Slici 5”. Da bi se dobili
relavantni QSRR modeli neophodno je da ulazni set podataka bude pouzdan, a
preporucljivo je i da ispitivana jedinjenja pripadaju homolognoj seriji, jer se u tom
slu¢aju mogu ocekivati dobre korelacije izmedu retencije i deskriptora Koji opisuju

strukturu®.

21



Opéti deo

Strukturni Hromatografski
deskriptori retencioni
jedinjenja parametri
Kompjuterska
obrada podataka
QSRR
Identifikacija Definisanje mehanizma e .
G . v Predvidanje retencije
znacajnih deskriptora odvajanja : :

Odredivanje sloZenih Predvidanje relativne
fizicko-hemijskih osobina bioloske aktivnosti

Slika 5. Metodologija i ciljevi QSRR ispitivanja.

Pored relevantnog ulaznog seta podataka, za formiranje statisticki znacajnih
QSRR modela neophodno je odabrati pogodne statisticke tehnike. ViSestruka linearna
regresija je svakako najceS¢e primenjivana statistiCka metoda, ¢esto u kombinaciji sa
prethodnom selekcijom varijabli (npr. genetski algoritam) u slu¢aju da je broj dostupnih
deskriptora velik’®®. Analiza glavnih komponenata i parcijalna regresija najmanjih
kvadrata, su takode moc¢ne statistice tehnike koje se Cesto koriste u QSRR
istrazivanjima®*®°%2,

Validacija modela je izuzetno vazna u svakom QSAR ili QSRR modelovanju.
Kvadrat korelacionog koeficijenta R? korigovani R* (engl. adjusted R?) i standardna
greSka (engl. standard error, SE) su statisticki parametri koji se naj¢eS¢e koriste za

definisanje QSRR modela, mada se mora naglasiti da oni nisu uvek merodavni za
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opisivanje prediktivnosti nekog modela. Da bi se optimalno odredio kvalitet nekog
modela, razli¢ite tehnike validacije mogu biti primenjene. Koeficijent determinacije koji
je dobijen unakrsnom validacijom (Rw?) pruza pouzdane informacije o sposobnosti
predvidanja QSRR modela®®®.

2.2.2 Molekulski deskriptori kao svojstva strukture molekula

Molekulski deskriptori imaju klju¢nu ulogu u razvoju modela u oblasti hemije,
farmaceutskih nauka, zasStite zivotne sredine, toksikologije, ekotoksikologije, medicine i
kontrole kvaliteta. Dokaz o =zainteresovanosti nau¢ne zajednice za molekulske
deskriptore se ogleda u velikom broju deskriptora koji se koriste u QSAR, QSRR i
QSPR istraZivanjima. Vise od 5000 deskriptora®, koji su dobijeni primenom razli¢itih
teorija 1 pristupa, definisani su i izraCunati pomo¢u namenskih softvera.

QSAR, QSRR i QSPR modeli su konafan rezultat procesa koji otpocinje
odabirom molekulskih deskriptora koji na odgovaraju¢i naCin predstavljaju strukturu
molekula, a zavrSava se predvidanjem ponasSanja molekula u prirodnom okruzenju,
bioloskim ili fizicko-hemijskim sistemima. Ova istraZzivanja se zasnivaju na pretpostavci
da struktura molekula (npr. njegova geometrijska, sterna i elektronska svojstva) mora
sadrzati svojstva odgovorna za njegova fizicka, hemijska i bioloSka svojstva i da postoji
mogucénost da se ova svojstva predstave jednim ili ve¢im brojem ra¢unskih deskriptora.
U poslednjih nekoliko decenija, mnoga naucna istraZzivanja usmerena su ka mogucnosti
pronalaZenja nac¢ina za ,jprevodenje informacija sadrzanih u molekulskoj strukturi u
brojc¢ane vrednosti koje se mogu koristiti za definisanje veze izmedu strukture i bioloske
aktivnosti ili strukture i drugih eksperimentalno odredenih svojstava. Molekulski
deskriptori predstavljaju konacan rezultat logicke 1 matematicke procedure, kojom se
hemijska informacija sadrzana u molekulskoj strukturi prevodi u numericku vrednost®.

Mnoge teorije 1 metodologije koje se bave prou¢avanjem veze izmedu strukture i
svojstava molekula dovele su do razvoja novog nau¢nog polja, Sto je rezultiralo
razvojem nekoliko praktiénih aplikacija za izraCunavanje molekulskih deskriptora.
Molekulski deskriptori se mogu dobiti upotrebom principa iz nekoliko razli¢itih teorija,
kao Sto su kvantno-hemijska, teorija informacija ili teorija grafova. Deskriptori dobijeni

na ovaj nacin koriste se za modelovanje razliitih osobina jedinjenja, koja se
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upotrebljavaju u nau¢nim istrazivanjima u okviru toksikologije, analiticke hemije,
fizicke hemije, medicinske hemije, farmakologije 1 ekologijes‘r’.

U cilju dobijanja pouzdane procene molekulskih svojstava, identifikacije
strukturnih karakteristika odgovornih za biolosku aktivnost i odabira molekula za nove
lekove, hemometrijske i hemoinformaticke metode se primenjuju za obradu
molekulskih deskriptora. Konkretno, tokom poslednjih trideset godina, hemometrija je
razvila metode klasifikacije i regresije koje su sposobne da obezbede, iako ne uvek,
pouzdane modele za reprodukciju poznatih eksperimentalnih podataka i predvidanje
nepoznatih vrednosti. Interesovanje za modele Kkoji pouzdano predvidaju svojstva
novosintetisanih jedinjenja raste tokom poslednjih godina i ovakvi modeli se sve vise
smatraju korisnim i pouzdanim za predvidanje podataka za nova jedinjenja. U
poslednjih nekoliko godina upotreba informacionih tehnologija postala je znacajan deo
u procesu otkrivanja novih lekova®. U stvari, hemoinformatika obuhvata kreiranje,
organizaciju, upravljanje, pretrazivanje, analizu, distribuciju, vizuelizaciju i upotrebu
hemijskih informacija®. Molekulski deskriptori, koji se dobijaju transformacijom
hemijskih informacija u numericke vrednosti, imaju fundamentalnu ulogu u svim ovim
procesima i mogu se primeniti u informati¢kim procedurama. Na Slici 6 ilustrovan je

znacaj 1 uloga molekulskih deskriptora u nau¢nim istrazivanj ima®.
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Teorija grafova, kvantna hemija, fizitka hemija, teorija
informacija, organska hemija, diferencijalna topologija,

algebarska topologija ...
l izracunavanje

( Molekulski deskriptori | <

l primena

QSAR/QSRR, medicinska hemija, farmakologija, dizajn
lekova, toksikologija, proteomika, analiticka hemija ...

obrada podataka statistika
hemometrija
hemoinformatika

A 4

Slika 6. llustracija povezanosti molekulskih deskriptora sa molekulskom strukturom,
hemometrijskim tehnikama i primena u QSAR/QSRR modelovanju

Eksperimentalni i teorijski deskriptori. Molekulski deskriptori mogu biti
eksperimentalno odredeni (fizicko-hemijska svojstva) ili teorijski izracunati, pomoéu
matematickih formula ili kompjuterskih algoritama. Osnovna razlika izmedu teorijski
dobijenih i eksperimentalno odredenih deskriptora je ta $to teorijski deskriptori ne
sadrze statisticku greSku koja poti¢e od merenja. Medutim, pretpostavke potrebne da se
olakSa izraCunavanje 1 numericke aproksimacije koje se primenjuju prilikom
izraCunavanja molekulskih dekriptora predstavljaju greske koje prate teorijski dobijene
deskriptore. Prednost fizicko-hemijskih deskriptora je ¢injenica da su u veéini slucajeva
oni u direktnoj vezi sa retencijom ili nekim drugim fizi¢ko-hemijskim svojstvima.
Medutim, ovi deskriptori cesto nisu dostupni ili su dostupne vrednosti koje
podrazumevaju veliku gresku. Sa druge strane, teorijski deskriptori koji se dobijaju iz
fizickih 1 fiziko-hemijskih teorija podudaraju se sa eksperimentalno odredenim
parametrima. U odnosu na eksperimentalno odredene deskriptore, najveéa prednost
teorijskih deskriptora se naj¢es¢e, mada ne uvek, ogleda u pogledu troSkova, vremena 1
dostupnosti®.

Dostupnost molekulskih deskriptora ne samo da je obezbedila moguénost za

istrazivanje novih veza, ve¢ je i stimulisala ve¢e promene u istrazivanjima u ovoj
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oblasti. Zapravo, korisé¢enje molekulskih deskriptora, teorijski izracunatih, omogucilo je
po prvi put uspostavljanje veze izmedu eksperimentalnih saznanja i teorijskih
informacija koje proizilaze iz molekulske strukture.

Sve do perioda izmedu 1960. i 1970. godine molekulsko modelovanje se
uglavnom sastojalo u istrazivanju veza izmedu eksperimentalno dobijenih vrednosti,
dok se danas uglavnom radi na ispitivanju odnosa izmedu eksperimentalno odredenih
svojstava i kompjuterski izracunatih molekulskih deskriptora koji opisuju neku
informaciju sadrzanu u strukturi jedinjenja.

Prikaz molekulske strukture. Prikaz molekula je nadin na koji je molekul
simboli¢ki predstavljen, shodno odgovarajucoj proceduri i konvencionalnim pravilima.
U zavisnosti od vrste algoritma primenjenog za izra¢unavanje deskriptora, razlikuju se
0D-, 1D-, 2D-, 3D- i 4D- molekulski deskriptori®’.

Najjednostavniji prikaz moeluka je hemijska formula (molekulska formula), koja
sadrzi samo informacije o vrsti i broju atoma u strukturi molekula. Ovakav prikaz
molekula ne sadrzi nikakve informacije o molekulskoj strukturi, pa se deskriptori
dobijeni iz hemijskih formula mogu smatrati bezdimenzionalnim deskriptorima (0D
molekulski deskriptori).

Jednodimenzionalni prikaz molekula obuhvata informacije o broju fragmenata,
funkcionalnih grupa i supstituenata od interesa za molekul. Dakle, za
jednodimenzionalni prikaz molekula nije neophodno potpuno poznavanje molekulske
strukture. Deskriptori izvedeni iz jednodimenzionalnog prikaza molekula, koji se koriste
u analizi podstruktura, sli¢nosti 1 razlika izmedu molekula, kao 1 za dizajn molekulskih
biblioteka, nazivaju se jednodimenzionalni (1D molekulski deskriptori). OD i 1D
deskriptori uvek se mogu jednostavno izraCunati, laki su za tumacenje, ne zahtevaju
optimizaciju molekulske strukture i nezavisni su od bilo kakvih konformacionih
problema. Glavni nedostatak ovih deskriptora je Sto mnogi molekuli imaju iste vrednosti
ovih deskriptora, kao $to je slucaj sa izomerima. Medutim, iako je koli¢ina informacija
koju nose ovi deskriptori mala, oni ipak mogu imati vaznu ulogu u modelovanju nekih
fizicko-hemijskih svojstava ili mogu biti ukljuceni u slozenije modele.

Dvodimenzionalni prikaz molekula obuhvata informacije o nacinu povezivanja
atoma u molekulu, kao i informacije o prirodi hemijskih veza izmedu atoma, nezavisno

od drugih parametara kao Sto su ravnotozne udaljenosti izmedu atoma, uglovi izmedu
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veza i uvijanje ugla veze. Ovakvo predstavljanje molekulske strukture zasnovano je na
teoriji molekulskih grafova, a deskriptori dobijeni na ovaj na¢in nazivaju se topoloski ili
dvodimenzionalni deskriptori (2D molekulski deskriptori).

Trodimenzionalni prikaz molekula posmatra molekul kao rigidni geometrijski
objekat u prostoru i1 predstavlja prikaz ne samo prirode atoma i veza izmedu atoma,
nego i opSirnu prostornu konfiguraciju molekula. Ovakav prikaz molekula naziva se
geometrijski prikaz i definiSe molekul u svetlu atoma koji su zastupljeni u molekulu i
prostornih (X, y, z) koordinata molekula. Molekulski deskriptori koji se dobijaju iz ovog
prikaza nazivaju se 3D molekulski deskriptori ili geometrijski deskriptori. Neki od njih
su predlozeni kao mera veli¢ine i sternih svojstava molekula.

Stereoelektronski prikaz molekula obuhvata molekulske deskriptore koji se
odnose na karakteristike molekula koje proizilaze iz elektronske raspodele i interakcije
polja ispitivanog molekula i atoma ili atomskih grupa (npr. molekul vode, metil grupa)
iz njegovog okruzenja. Deskriptori na ovom nivou mogu se smatrati 4D molekulskim
deskriptorima.

Kako 3D i 4D deskriptori sadrze viSe informacija nego neki jednostavni
deskriptori, poput deskriptora povezanih sa dimenzijama molekula ili topoloskih
deskriptora, postoji stanoviste da je u svim procesima modelovanja bolje Koristiti
geometrijske 3D i 4D deskriptore. Ipak, ovakvo razmisljanje nije potpuno opravdano,
jer previse informacija sadrzano u okviru nezavisnih varijabli, koje se dovode u
korelaciju sa zavisno promenljivom, ¢esto za posledicu ima dobijanje nereproduktivnih
modela. Ovo navodi na zakljucak da ne postoje ,,najbolji deskriptori* koji se mogu
primeniti na sve probleme. Generalno govore¢i, molekulski deskriptori, pored
uobiCajene nepromenljivosti Svojstava, treba da zadovoljavaju odredene osnovne
zahteve. Da bi se molekuski deskriptor upotrebljavao u QSAR/QSRR istrazivanjima,
potrebno je da tumaci strukturu, pokazuje dobru korelaciju sa najmanje jednim
svojstvom molekula, ukoliko je moguce da pravi razliku medu izomerima, da je
primenljiv na delove strukture, da ga je moguce generalizovati na vise deskriptore, da je
nezavisan i jednostavan, da nije zasnovan na fizicko-hemijskim svojstvima, da nije u
korelaciji sa drugim deskriptorima, da se lako izra¢unava, da moze da se primenjuje na
strukturno slicne molekule 1 da se postepeno menja sa postepenim promenama u

strukturi®.
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Kao $to je ve¢ istaknuto, deskriptore je moguce klasifikovati na razli¢ite nacine,
pa se u zavisnosti od toga kakvu informaciju nose, molekulski deskriptori mogu podeliti
na fizicko-hemijske, kvantno-hemijske, topoloske i konstitucionalne deskriptore. Pored
fizicko-hemijskih deskriptora (npr. log P, oktanol-voda particioni koeficijent),
deskriptori povezani sa velicinom molekula (npr. molekulska zapremina,
polarizabilnost, molarna refraktivnost) i1 deskriptori povezani sa polarno$¢u (npr.
polarna povrSina, dipolni moment, energija HOMO i LUMO orbitala) se takode Cesto
koriste u QSRR istrazivanjima. O koriS¢enju log P u QSRR ispitivanjima svedoci veliki
broj publikacija, ¢ije je cilj utvrdivanje uspeSnosti koriS¢enja reverzno-faznih
hromatografskih sistema kao alternativnih nacina za odredivanje parametara lipofilnosti
i predvidanje lipofilnosti®"®®. Energetski parametri (npr. energije orbitala, maksimum i
minimum elektrostatickog potencijala, parcijalno naelektrisanje) su kvantno-hemijski
deskriptori koji mogu posluZiti pri rasvetljavanju retencionog mehanizma®, dok su
topoloski 1 elektronski topoloski deskriptori Cesto ukljuceni u definisanje veze izmedu

7089 ili  visoko-efikasne tecne

strukture i retencije dobijene primenom gasne
hromatografije®. Glavni nedostaci kvantno-hemijskih deskriptora su prili¢no dugotrajan
proces njihovog izraCunavanja i ¢injenica da njihovo tumacenje nije uvek jednostavno.
Sa druge strane, topoloski deskriptori se mogu kompjuterski priliéno jednostavno
izraCunati, ali nisu neophodno u direktnoj korelaciji sa retencijom. U Tabeli 4 navedeni
su molekulski deskriptori koji se najces¢e koriste u QSRR istrazivanjima, a podela je

izvrSena na osnovu njihove povezanosti sa odredenim karakteristikama molekula.
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Tabela 4. Neki strukturni deskriptori koji se koriste u QSRR istrazivanjima

Deskriptori povezani sa dimenzijom molekula | Fizi¢ko-hemijski parametri
(Konstitucioni deskriptori) (empirijski i semiempirijski)
Ukupan broj atoma u molekulu, broj atoma | Hammett-ove konstante

odredenog tipa (C, H, O, N...) Hansch-ove konstante
Ukupan broj veza, vrste veza, broj prstenova Taft-ove sterne konstante
Van der Walss-ova zapremina i povrsina Parametri rastvorljivost
Molekulska masa Solvatohromni parametri
Refraktivnost Podeoni koeficijent (log P)
Polarizabilnost Temperatura kljucanja

Zapremina i povrSina molekula dostupna | pKa vrednosti
rastvaracu Deskriptori povezani sa polarnoscéu
Ukupna energija molekula

Deskriptori ~ povezani sa  geometrijom | Dipolni moment

molekula Parcijalno i ukupno naelektrisanje
Odnos duzine i Sirine molekula Energije HOMO i LUMO orbitala
Moment inercije Lokalni i ukupni dipol

Topoloski deskriptori (izvedeni na osnovu
teorije grafova)

Molekulski indeksi konektivnosti

Kappa indeksi

Valencioni indeksi
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2.2.3 Parametar lipofilnosti

Berthelot i Jungfleisch su joS davne 1872. godine definisali particioni koeficijent
kao ravnoteznu raspodelu supstance izmedu dva nemiSljiva rastvaraca, na konstatnoj
temperaturi®. Postojanje veze izmedu rastvorljivosti u lipidima i bioloskog dejstva leka
istrazivali su pre vise od jednog veka Meyer® i Overton®. Nekoliko decenija kasnije,
Pauling je otkrio vezu izmedu lipofilnosti i anastetskog dejstva serije hemijskih
jedinjenja®.

Struktura i funkcija bilo kog bioloskog sistema usko je povezana sa lipofilnim
svojstvima njegovih molekula (komponenti). Hidrofobne interakcije snazno uti¢u na
strukturu bioloskih membrana, a takode su transport i distribucija u okviru bioloskih
sistema u velikoj meri kontrolisani lipofilnoS¢u komponenti sistema. Veoma hidrofobna
unutraS$njost dvosloja membrane omogucava ili olakSava prolaz lipofilnih supstanci 1
spre¢ava slobodnu difuziju polarnih molekula, osim vode, u 1 iz celije. Takode,
lipofilnost igra dominantnu ulogu u ligand-receptor interakcijama (npr. u vezivanju
hormona, neurotransmitera, modifikatora ¢elijskih procesa i lekova za svoje receptore).
Isto vazi i za enzim-supstrat, enzim-inhibitor, antigen-antitelo i druge ligand-
makromolekul interakcije.

Lipofilnost se obi¢no izrazava preko particionog koeficijenta izmedu vode i
organskog rastvaraca nemesljivog sa vodom (log P). Uobicajeno je odnos koncentracija
u dve faze dat za slucaj kad je koli¢ina u organskoj fazi brojilac. Takode, kada se govori
o jonizujuéim molekulima, log P se odnosi na neutralan oblik, dok je vrednost koja se
odreduje distribucioni koeficijent, log D. Distribucioni koeficijent se odnosi na odnos
ukupne koncentracije jonizujuée i nejonizujuce vrste u obe faze.

Mnoga prvobitna istrazivanja u ovoj oblasti ukazivala su da vrednost particionog
koeficijenta, log P, zavisi najvise od interakcija ispitivane supstance sa vodenom fazom,
bilo da je re¢ o odbojnim silama (hidrofobni efekat) ili o0 vodoni¢nim vezama i polarnim
interakcijama (hidrofilni efekat). Ovakva objaSnjenja dala su ohrabrenje za upotrebu
termina ,,hidrofobnost* u medicinskoj hemiji i QSAR istrazivanjima.

Koris¢enje termina ,hidrofobnost“ u Hansch-ovim istrazivanjima®*, koji je 1964.
godine po prvi put Kkoristio oktanol/vodu kao sistem rastvarata za merenje

hidrofobnosti, moze biti opravdano ¢injenicom da su karakteristike koriS¢enog para
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rastvaraca takve da su polarni efekti sli¢ni u obe faze. Oktanol ima hidroksilnu grupu
koja moze da ucestvuje u polarnim interakcijama sa molekulima uzorka, bas kao Sto je
slu¢aj i sa vodom. StaviSe, postoji znacajna koli¢ina vode unutar oktanolne faze. Dakle,
log P vrednosti dobijene za oktanol/voda sistem naglaSavaju razlike u interakciji
ugljovodoni¢nih delova sa vodom i organskom fazom, ali prikrivaju interakcije polarnih
grupa molekula.

Medutim, tradicionalno objasSnjavanje particije terminom hidrofobnog
vezivanja“ moralo je biti preispitano. Naime, termin ,,hidrofobno vezivanje“ opisuje
tendenciju nepolarnih grupa da se grupiSu u vodenim rastvorima, pri ¢emu se smanjuje
stepen kontakta sa susednim molekulima vode®, dok se pod pojmom , lipofilnosti“
podrazumeva afinitet molekula, ili dela molekula, ka lipofilnom okruzenju®.

Odredivanje lipofilnosti metodom muckanja (engl. ,,shake-flask). Sa
razvojem UV spektroskopije, odredivanje particionog koeficijenta na ovaj nacin postalo
je rutina za jedinjenja koja imaju dovoljnu rastvorljivost u vodi i dovoljno jako
apsorbuju u UV oblasti.

Opsta upotreba log P vrednosti kao parametra lipofilnosti otpocela je tek 1964.
godine sa Hasch-ovim proucavanjima, uz Kkoris¢enje oktanol/voda sistema za
odredivanje lipofilnosti, koji je sve do danas ostao standard u istrazivanjima. Leo,
Hansch i Elkins su 1971. godine objavili prvi sveobuhvatan pregled particionih
koeficijenata, sa blizu 6000 vrednosti, ukljuc¢ujuci 1 vlastitih 800, odredenih za sistem
oktanol/voda®’.

lako je parametar lipofilnosti od 1964. godine tradicionalno odredivan u sistemu
oktanol/voda, u odredene svrhe 1 za odreden set jedinjenja, drugi parovi rastvaraca su se
pokazali adekvatnijim. Vrednosti particionih koeficijenata dobijenih za sistem
oktanol/voda pokazale su se zadovoljavaju¢im za modelovanje lipofilnih interakcija sa
bioloskim membranama koje su pretezno izgradene od proteina, dok za drugacije vrste
bioloSkih membrana drugi sistemi rastvara¢a mogu biti pogodniji. Leahy i saradnici su
1989. godine svojim istrazivanjima sugerisali da membrane (ili receptori) mogu imati
razli¢ite karakteristike u pogledu moguénosti ostvarivanja vodoni¢nih veza u odnosu na
oktanol®. Dakle, oni su sugerisali da postoje membrane koje ne sadrZe ni
proton-donorske, ni proton-akceptorske grupe, dok sa druge strane neke membrane

sadrze velike amfiprotine grupe, velike proton-donorske grupe ili pak velike
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proton-akceptorske grupe. Stoga se Leahy zalagao za koriS¢enje propilen glikol
dipelargonata (engl. propylene glycol dipelargonate, PGDP) kao lipidne faze za
modelovanje fosfolipidne membrane i shodno tome odredio je particione koeficijente za
mnoga jedinjenja za sistem PGDP/voda®.

Particioni koeficijent, P, odreden za sistem oktanol/voda dugo vremena je
prioritetno koris¢en za definisanje lipofilnosti jedinjenja. Za mnoga jedinjenja,
odredivanje particionih koeficijenata nije mogucée primenom tradicionalnog nacina
muckanjem, pa je ova metoda izgubila svoj primat’®. Kao nedostatci ove metode
navode se slaba reproduktivnost, duzina trajanja eksperimenta, potreba za relativno
velikom koli¢inom supstance i1 §to je najvaznije nemogucénost odredivanja particionog
koeficijenta kod jedinjenja koja su veoma hidrofilna ili veoma lipofilna. Kod mnogih
jedinjenja koja jonizuju, u slu€aju slabo rastvornih jedinjenja ili jedinjenja koja slabo
apsorbuju u UV oblasti postoje alternativne metode za merenje parametra lipofilnosti.

Odredivanje  lipofilnosti  primenom  reverzno-fazne  tankoslojne
hromatografije. Hromatografske tehnike (HPLC i TLC) su veoma vazne alternativne
eksperimentalne metode za odredivanje lipofilnosti jedinjenja. Martin i Syngle su 1941.
godine pokazali da Rg vrednost dobijena primenom reverzno-fazne tankoslojne
hromatografije moZe da se dovede u vezu sa particionim koeficijentom P, Retencija
jedinjenja u hromatografiji je uglavnom regulisana procesima adsorpcije i particije. Da
bi se odredili deskriptori lipofilnosti primenom hromatografskih tehnika, neophodno je
ograniCiti uticaj adsorpcije na retenciju jedinjenja. Adaptacija hromatografskih
postupaka, gde je uobicajena hidrofilna, polarna, stacionarna faza zamenjenja
hidrofobnom, nepolarnom, stacionarnom fazom, omogucila je eksperimentalno
odredivanje lipofilnih svojstava jedinjenja u uslovima reverzno-fazne hromatografije,.

Upotreba hromatografskih tehnika u ispitivanjima lipofilnosti otpocela je sa
radom Martin-a i Synge-a*, a nastavila se sa istraZivanjima Conseden-a'%, koji je
utvrdio odnos izmedu retardacionog faktora (Re vrednost), dobijenog u uslovima

particione hromatografije, i particionog koeficijenta.
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Da bi definisali linearnu zavisnost izmedu hromatografskog ponaSanja i

|103

hemijske strukture, Bate-Smith i Westall™ su uveli Ry vrednost:

Ry =log=—* (2

Imajuéi u vidu da se retardacioni faktor jedinjenja definiSe kao odnos puta koji
je preSla supstanca (a) i puta koji je presao rastvara¢ (b) jednacina (2) moze da se

predstavi 1 na sledec¢i nacin:
Ry=log”*  (3)

Dakle, Ry predstavlja logaritamsku vrednost odnosa rastojanja izmedu zone
supstance i fronta rastvaraca (5to je mera interakcije supstance sa lipofilnom fazom) i
puta koji je preSla ispitivana supsanca (Sto je mera migracije supstance sa hidrofilnom
mobilnom fazom). Manje polarne supstance jaCe interaguju sa stacionarnom fazom, Sto
se reflektuje snizenjem Rg vrednosti, odnosno povecanjem Ry vrednosti. Prema
jednacini (2), Ry vrednost ¢e biti pozitivna ukoliko je Rg vrednosti ispod 0,5 i obrnuto.
Prema tome, Ry vrednosti su u direktnoj korelaciji sa lipofilnoS¢u jedinjenja, ukoliko su
odredene za hromatografski sistem u kojem dominira particioni mehanizam. Linearno
povecanje Ry vrednosti sa povecanjem duzine alkil-lanca kongenerne serije jedinjenja
pokazalo je odli¢nu primenljivost Ry umesto log P vrednosti, odredenih standardnom
metodom muckanja. U velikom broju publikacija dobijene su dobre korelacije izmedu
Rw i log P vrednosti*®*% Boyce i Milborrow su 1965. godine publikovali prvi QSAR
rad gde su Ry vrednosti, kao parametri lipofilnosti, korelisani sa bioloSkom

. v r 107
aktivnoséu'®’.
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Biagi i saradnici su prvi sistematski koristili RP-TLC za odredivanje lipofilnosti.
Ba$ ova grupa nau¢nika zasluZna je za uvodenje Ry’ vrednosti, tj. Ry vrednosti
ekstrapolisane na nulu koncentracije organske komponente, odnosno na ¢istu vodu.
Odnos izmedu Ry vrednosti i zapreminskog udela organske komponente (¢) moze biti

predstavljen jednacinom:

Rwm=Rw’ + m- (4)

gde je m nagib prave, a Ry’ vrednost odsecka. Pored Ry’, m vrednosti se takode mogu
koristiti kao mera lipofilnosti jedinjenja’®. Parametar m je povezan sa specifi¢nom
hidrofobnom povr§inom i u nekim sluc¢ajevima moze da se Kkoristi kao parameter
lipofilnosti. Za homologe serije jedinjenja utvrdeno je postojanje znacajne linearne

korelacije izmedu m i Ry vrednosti:

Rv’=a+bm (5)

gde su a i b linearni regresioni parametri. Biagi je, zajedno sa saradnicima, ukazao na
medusobnu povezanost ovih parametara za nekoliko klasa farmakolSki znacajnih
jedinjenja®®*,

Takode parametar Co moZe biti upotrebljen za opisivanje lipofilnosti'?**3, Ovaj

parametar se definise kao odnos Ry i m vrednosti:

Co=Rn’/m (6)

Parametar C, se moze shvatiti kao koncentacija organskog modifikatora u
mobilnoj fazi za koju je raspodela supstance izmedu dve faze jednaka (R = 0,5;
Rm = 0). Takode se moZe protumaciti kao hidrofobnost po jedinici specificne
hidrofobne povrSine.

Izbor stacionarne 1 mobilne faze pri odredivanju lipofilnosti upotrebom
hromatografskih tehnika u velikoj meri moze uticati na dobijene vrednosti. Kada se za
odredivanje lipofilnosti koriste reverzno-fazni hromatografski sistemi, kao stacionarna

faza se koristi neki nepolaran sorbent, koji ima ulogu lipidne faze. U ove svrhe se moze
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primeniti veliki broj razli¢itih sorbenata, ali se radi reproduktivnosti 1 moguénosti
uporedivanja preporucuje upotreba komercijalno dostupnih sorbenata. Najces¢e su u
upotrebi alkil-modifikovani silika-gelovi (npr. RP-2, RP-8 i RP-18), ali se i druge vrste
hemijski modifikovanih silika-gelova mogu upotrebiti u svrhu odredivanja parametara
lipofilnosti (npr. CN- i NH,-modifikovan silika-gel).

Mobilna faza u reverzno-faznim hromatografskim sistemima se sastoji od smeSe
vode (ili pufera) i organskog rastvaraca (tzv. modifikator) u razli¢itim odnosima.
Primena dvokomponentnih smes$a je obavezna ¢ak i kod onih stacionarnih faza gde je
moguce koriS¢enje Ciste vode. Supstance sa srednjom i visokom lipofilno$éu, ukoliko se
Cista voda koristi kao mobilna faza, pokazuju samo zanemarljive razlike u retenciji, Sto
utie na ta¢nost merenja.

Najcesc¢e upotrebljavani organski modifikatori su metanol, aceton i acetonitril,
dok su dioksan 1 tetrahidrofuran rede u upotrebi. Braumann je preporucio upotrebu
metanola kao organskog modifikatora, zbog izrazene slicnosti njegovih fizi¢ko-
hemijskih svojstava sa vodom™“. Sa teorijskog stanovista Ry" vrednosti dobijene za
razliCite sisteme rastvaraca, bi trebalo da budu iste za sve upotrebljene rastvarace. lako
je Biagi*® upotrebljavajuéi silika-gel impregnisan silikonskim uljem potvrdio ovo
teorijsko pravilo, Cserhiti*®® je upotrebljavajuéi silika-gel impregnisan parafinom
utvrdio postojanje znadajnih razlika u Ry’ vrednostima, u zavisnosti od upotrebljenog
organskog modifikatora (metanol, aceton ili acetonitril).

Pri hemijskoj modifikaciji silanolnih grupa na povrsini silika-gela, sterne
smetnje sprecavaju da alifati¢ni ligandi budu blizu jedan drugog, te na povrSini matriksa
ostaje znacajan deo slobodnih silanolnih grupa. Upravo iz tog razloga, retencija na
stacionarnim fazama koje sadrze slobodne silanolne grupe, kao Sto je oktadecil
silika-gel, zavisi od gradenja vodoni¢nih veza i dipolnih interakcija, Cije postojanje
zavisi od elektronskih svojstava upotrebljenog modifikatora i moguénosti gradenja

v e 116,117
vodoni¢nih veza'*®

. Znacajne prednosti RP-TLC tehnike u odnosu na metodu
muckanja su, izmedu ostalog, to Sto ispitivana jedinjenja ne moraju da budu dista, a
neophodna je samo mala koli€ina supstance. Takode, mogu se ispitivati jedinjenja
Sirokog opsega lipofilnosti i na kraju, kvantitativno odredivanje koncentracije jedinjenja
nije neophodno (odredivanje koncentracije je Cest problem kod klasi¢ne metode

muckanja).
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Kompjutersko izra¢unavanje lipofilnosti. U poslednje vreme raste interes za
mogucnost izraCunavanja log P vrednosti primenom razli¢itih kompjuterskih programa,
koji predstavljaju zamenu za eksperimentalne metode. Danas postoji bar dvadeset
softverskih paketa za izraCunavanje lipofilnosti. Na osnovu metodologije koja se
primenjuje pri izraCunavanju, Sve racunarske procedure mogu se podeliti na
fragmentacione metode (npr. Xf, Clog P, AB/log P), atomske metode (npr.
CHEMICALC, SMILOGP, HINT) i metode zasnovana na molekulskim svojstvima
(npr. ASClog P, Alog Ps).

Fragmentacione metode uzimaju u obzir doprinos pojedinih fragmenata u
molekulu i korekcioni faktor usled intramolekulskih interakcija''®*®, dok atomske
metode uzimaju u obzir doprinos pojedinagnih atoma u molekulu®. Kod metoda koje
su zasnovane na molekulskim svojstvima izracunavanje se zasniva na empirijskim
zavisnostima ili je zasnovano na 3D strukturi molekula.

Imajuéi u vidu da je Cesto potrebno parametar lipofilnosti odrediti za veliki broj
jedinjenja, neophodno je da procedura za odredivanje lipofilnosti bude dovoljno brza. U
tom kontekstu primena kompjutera superiorna je u odnosu na eksperimentalna
odredivanja. Takode, prednost kompjuterskih metoda je moguénost izraCunavanja log P
vrednosti ¢ak i za izrazito lipofilna jedinjenja. Rutinska primena racunskih postupaka,
medutim, zahteva kontinuiranu proveru poredenjem sa eksperimentalnim procedurama,
jer kod molekula sa slozenim fragmentima ili funkcionalnim grupama koje se ne nalaze

u bazi podataka, raCunske metode pokazuju izvesne nepreciznosti.
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2.3 Hemometrijske metode u funkciji proucavanja odnosa strukture i

retencije

Termin ,,hemometrija* koristi se od 1971. godine da bi opisao sve vecu upotrebu
matemati¢kih modela, statistiCkih principa i drugih logi¢kih metoda u oblasti hemije, a
narocito analitiCke hemijem. Hemometrija je zajednicko ime za razliCite statisticke
metode koje se primenjuju u hemiji, a ¢iji cilj je obezbedivanje maksimalne koli¢ine
informacija analizom hemijskih podataka. Neka od znacéajnijih podru¢ja primene
hemometrije ukljucuju: (1) kalibraciju, validaciju i poredenje razli¢itih setova rezultata;
(2) optimizaciju hemijskih merenja i eksperimentalnin procedura; (3) ekstrakciju
maksimalne koli¢ine hemijskih informacija iz analitickih podataka i (4) planiranje
eksperimenata (eksperimentalni dizajn).

Brz tehnoloSki razvoj, posebno u oblasti kompjuterizovanih instrumenata za
analiticku hemiju, omogucio je znacajan napredak u oblasti hemometrije u poslednjih
tridesetak godina. Tokom veceg dela ovog perioda, fokus je bio na multivarijantnim
metodama. Za najveci broj hemijskih pojava svojstvena je multivarijantnost, Sto zapravo
znaCl da na jednu pojavu (zavisno promenljivu) utie veci broj faktora (nezavisno
promenljivin). Mnogi tradicionalni hemijski pristupi su univarijantni, ali se tom
prilikom gubi velika koli¢ina informacija. Uzimajuéi u obzir distribuciju vise varijabli
istovremeno, moze se dobiti viSe informacija nego kada bi se svaka promenljiva
pojedina¢no razmatrala. Ovo je jedna od prednosti multivarijantnih tehnika, jer kada se
posmatra samo jedna varijabla, zanemaruju se Korelacije izmedu varijabli i u tom
slu¢aju jedan deo ukupne slike nedostaje.

Istrazivanje koje je sproveo Bro daje opis dodatnih prednosti multivarijantnih
metoda u poredenju sa univarijantnimlzz. Smanjenje Suma je moguce kada se veci broj
varijabli analizira simultano primenom odgovaraju¢ih multivarijantnih metoda (npr.
nizak nivo Suma moguce je dobiti kada se analiza glavnih komponenata, PCA, iskoristi
da Dbi se izdvojilo nekoliko znacajnih faktora). Jo$ jedna znacajna prednost
multivarijantnih tehnika je moguc¢nost koris¢enja delimi¢no selektivnih merenja, gde se
upotrebom multivarijantnih metoda dobija rezultat osloboden efekta ometajuceg

signala.
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Izracunavanja i softveri. U velini sluCajeva izraCunavanja U OKviru
hemometrijske analize su suviSe komplikovana da bi se izvrSavala ru¢no ili pomocu
kalkulatora, pa je neophodno koriS¢enje nekog softvera. Jedna od poteskoca pri
hemometrijskoj analizi je upravo odabir odgovarajuc¢eg softvera, koji ¢e najvise
odgovarati podacima kojima se raspolaze. Excel i Matlab su softveri koji se najcesce
koriste u ove svrhe. Prednost Excel-a je jednostavna upotreba i fleksibilan pregled
podataka, dok se prednost Matlab-a ogleda u orjentisanosti ka radu sa matricama,
posebno imaju¢i u vidu da je ve¢ina podataka multivarijantna. Paralelno koris¢enje

Excel-a i Matlab-a predstavlja optimalnu kombinaciju'?.

2.3.1 Analiza glavnih komponenata, PCA

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal component analysis, PCA)
predstavlja  verovatno  najrasprostranjeniju i  najpopularniju  multivarijantnu
hemometrijsku tehniku. U literaturi postoji veliki broj podataka o za¢ecima razvoja ove
metode, pri ¢emu je jedan od verovatno najpoznatijih ranih radova Pearson-ov rad

124

objavljen 1901. godine™". Opste je prihvaceno da je revolucija u koris¢enju PCA pocela
30-ih i 40-ih godina XX veka sa radovima Hotellinga'?.

Jedna od vaznijih primena PCA je u QSAR istrazivanjima, gde je dostupan
veliki broj fizi¢ko-hemijskih parametara velikog broja jedinjenja. Jedan od problema sa
multivarjjantnim podacima je da njihov uobiCajeni obim moZe oteZati utvrdivanje
odnosa medu njima, tako da je cilj mnogih multivarijantnin metoda smanjivanje broja
podataka. Takode, Cesto je korelacija medu varijablama znac¢ajna, pa su zapravo neke od
informacija suviSne. PCA je jedna od multivarijantnih metoda koja pruza moguénost
istrazivanja postojanja pravilnosti u velikom setu podataka, pruZaju¢i informaciju o

e . . . i 12
jedinjenjima koja se ponasaju na sli¢an nacin J
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Princip PCA metode moze se prikazati kao matemtic¢ka transformacija matrice

originalnih podataka, X, u slede¢em obliku:

X=TP+E  (7)

gde matrica T sadrzi onoliko redova koliko ima i matrica polaznih podataka, a matrica P
sadrzi onoliko kolona koliko ima 1 matrica polaznih podataka. To znaci da je broj
kolona u matrici T jednak broju redova u matrici P. E je matrica reziduala (odstupanja).

PCA se moze primeniti na matricu polaznih podataka bilo koje veli¢ine, ali broj
glavnih komponenti ne moze biti ve¢i od manje dimenzije originalnog seta podataka.
Dakle, ako originalna matrica ima dimenzije I x J (I < J), ne moze se izraunati viSe od
I glavnih komponenti. Ako se broj glavnih komponenti oznaci sa A, tada su:

e dimenzije T: | X A;
e dimenzije P: A xJ.

Matrica T se sastoji od niza vektora u kolonama, dok se matrica P sastoji od niza
vektora u redovima. Prvi vektori matrice T i P ¢esto se nazivaju i Svojstveni vektori prve
glavne komponente, a ilustracija ovog data je na Slici 7. Vazno je naznaciti da cilj PCA
analize ukljucuje nalazenje matematicke funkcije koja sadrzi odredena svojstva koja se
mogu povezati sa hemijskim faktorima.

Slede¢i korak u analizi glavnih komponenata je odredivanje broja znacajnih
faktora ili glavnih komponenata u matrici. Sa poveéanjem broja glavnih komponenata
povecava se 1 koli¢ina varijanse koja se opisuje datim modelom. Najveca koli¢ina
varijanse sadrzana je u prvih nekoliko glavnih komponenata. Po pravilu, broj glavnih
komponenata koji se uzima za dalju obradu bi trebalo da objasSnjava najmanje 80%

ukupne varijanse podataka®?’.
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Slika 7. Sematski prikaz funkcionisanja PCA metode

2.3.2 ViSestruka regresiona analiza, MLR

Kod proste linearne regresije, jedna zavisno promenljiva, Y, se dovodi u vezu sa

jednom nezavisno promenljivom, X. Ova zavisnost se moze predstaviti jedna¢inom:
Y=a+bX+c (8)

gde je a odsecak, b nagib prave, a ¢ greska za koju vazi pretpostavka da je nezavisna i
sa srednjom vredno$¢u nula'?®,

U vedini slucajeva zavisno promenljiva, Y, je odredena vecim brojem nezavisnih
varijabli, pa je za definisanje te zavisnosti neophodno upotrebiti neku multivarijantnu
analizu. ViSestruka linearna regresija, MLR, je jedna od naj¢esc¢e korisc¢enih regresionih
metoda, sa Sirokom upotrebom u QSRR, QSAR i QSPR istraZivanjima'® %131 MLR
je pogodna regresiona metoda zbog svoje jednostavnosti i1 lako¢e tumacenja modela koji

daje linearnu vezu izmedu svojstava jedinjenja, Y, i njegovih svojstvenih vektora,

40



Opéti deo

oznaCenith sa X, koji su obi¢no molekulski deskriptori. Dakle, MLR omogucava
predvidanje svojstava nepoznatih jedinjenja na osnovu postavljenog modela. Opsti izraz

MLR modela moze biti predstavljen sledeCom jednna¢inom:

Y=a+ by Xy +byXo + b X+ ¢ €)]

gde je a konstanta modela, X;, ..., Xk su molekulski deskriptori sa odgovaraju¢im
koeficijentima by, ..., b (za deskriptore od 1 do k)*?. Vrednosti koeficijenata mogu
pokazati stepen uticaja pojedina¢nih molekulskih deskriptora na svojstvo jedinjenja.
Takode, predznak koeficijenta ukazuje na pozitivan ili negativan doprinos datog
deskriptora na ispitivano svojstvo. Medutim, ova tumacenja nisu ta¢na kod medusobno
visoko korelisanih deskriptora, jer im u tom slucaju mogu biti dodeljene pogresne
vrednosti koeficijenata. Prema tome, molekulski deskriptori u modelu treba da budu
nezavisni jedni od drugih i broj deskriptora koji ulaze u model bi trebalo da bude bar pet

puta manji od broja jedinjenja’®

. Osim toga, pretpostavka da su svojstva jedinjenja u
linearnoj korelaciji sa molekulskim deskriptorima ¢ini MLR metodu manje pogodnom
za modelovanje gde je zavisna varijabla neka sloZzena karakteristika (npr. toksi¢nost,
gde vise mehanizama moze uzajamno da izazove toksi¢nu reakciju).

Validacija QSAR i QSRR modela je vrlo vazan korak, a njihov kvalitet se
definiSe statistickim parametrima. Naj¢eSc¢e se u ovu svrhu koriste kvadrat korelacionog
koeficijenta R?, koji predstavlja meru odstupanja koja mogu biti objasnjena regresionom
pravom, korigovani R? i standardna gre$ka SE. Medutim, nekada ovi statisticki
parametri nisu dovoljni da u potpunosti definiSu prediktivnu mo¢ odredenog modela, te
se razli¢ite tehnike validacije primenjuju da bi se utvrdio kvalitet modela. Obi¢no se
slozenost modela proverava primenom unakrsne validacije (engl. Cross-validation,
CV), koja u svojoj najjednostavnijoj varijanti podrazumeva metodu izostavljanja jednog
objekta (engl. leave-one-out cross-validation, LOO-CV)™*. Ceo proces se ponavlja sve
dok svaki uzorak ne bude iskljucen. Statisticki parametri koji definiSu unakrsnu
validaciju su koeficijent determinacije unakrsne validacije, R.? koren srednjeg
kvadratnog odstupanja odreden za unakrsnu validaciju (engl. Root mean squared error
cross-validation, RMSECV), kao i suma kvadrata odstupanja od predvidenih vrednosti
(engl. Predicted residual error sum of squares, PRESS).
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Vrednost RCVZ, definisana je jedna¢inom:

PRESS

R%2 =1-—
v SSY

(10)

gde je SSY suma kvadrata standardne devijacije srednje vrednosti zavisne promenljive
(engl. The sum of the squared deviations of the dependent variable values from their
mean). Da bi se dobile dobre korelacije izmedu eksperimentalnih i1 predvidenih
vrednosti potrebno je da SSY ima $to nizu vrednost. U idealnom slu¢aju SSY = 0 i
Re/= 1.

Selekcija varijabli je takode bitan korak u svakoj MLR analizi, jer je cilj dobiti
najbolji model sa najboljom prediktivno$cu. Da bi se broj varijabli smanjio potrebno je
pronaci 1 odbaciti deskriptore koji sadrze najmanje informacije 1 koji u najmanjoj meri
doprinose zavisno promenljivoj, Y. Prvi korak u selekciji deskriptora je odbacivanje
svih deskriptora koji imaju konstantnu vrednost za sva ispitivana jedinjenja ili Cije
vrednosti nisu dostupne za sva jedinjenja. Nakon ove ,,ru¢ne” selekcije deskriptora
moZe se primeniti neki postupak za selekciju varijabli, da bi se broj deskriptora dodatno
smanjio. Najéesc¢e koriséene metode za selekciju varijabli su™’:

e Izbor unapred (engl. Forward selection) je metoda kod koje se prvo ukljucuje
ona varijabla koja se u najvecoj meri koreliSe sa zavisno promenljivom (najveca
vrednost RZ). Sa svakom slede¢om uklju¢enom varijablom vrednost R? se
dodatno povecava, a proces se prekida uklju¢ivanjem varijable ¢iji doprinos
porastu parametra R? nije znacajan. Primenom ove metode, jednom ukljucena
varijabla ne moze vise biti isklju¢ena iz modela.

e Eliminacija unazad (engl. Backward elimination) u poc¢etni model ukljucuje sve
varijable, a zatim se iz modela postepeno eliminiSu varijable i to prvo ona sa
najmanjim doprinosom vrednosti PRESS.

e Postepena regresija ili regresija u koracima (engl. Stepwise regression) je
zapravo selekcija unapred, ali u svakom koraku postoji moguénost izostavljanja
varijable koja je prethodno bila uklju¢ena u model. U okviru ove selekcije
potrebno je odabrati dva nivoa znacajnosti, jedan nizi, kao kriterijum za
ukljuc¢ivanje novih varijabli 1 drugi za njihovo isklju¢ivanje. Broj varijabli koji

ostaje u modelu zasniva se na ta dva nivoa znacajnosti.
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e Metoda medusobne regresije svih promenljivih (engl. All possible regressions)
vrsi selekciju varijabli na osnovu provere svih korelacija sa jednom, dve, tri
varijable. Kriterijum za selekciju se belezi za svaku regresiju i na osnovu njega
je moguce odabrati najbolji deskriptor za jednoparametrijsku ili vise deskriptora
za viseparametrijsku jednacinu.

e Multivarijantna selekcija varijabli (engl. Multivariate variable selection) u
okviru veceg seta podataka trazi manji set koji obezbeduje maksimalnu vrednost
R%. Nakon odabira prve varijable, program iz preostalog seta bira drugu varijablu
koja zajedno sa prethodnom daje najvecu vrednost R% Pored toga, program
proverava da li bi neka druga promenljiva mogla da zameni prvoizabranu
promenljivu. Ukoliko postoji takva promenljiva, ona ulazi u sistem, a loSija
varijabla biva uklonjena. Postupak traje sve dok zamena varijabli vise ne utice

na povecanje vrednosti R,
2.3.3 Parcijalna regresija najmanjih kvadrata, PLS

PLS regresija je tehnika koja objedinjuje i kombinuje karakteristike PCA i MLR.
Ovo je izuzetno korisna tehnika kada treba predvideti set zavisnih varijabli iz velikog
seta nezaviso promenjlivih. Zanimljivo je ista¢i da je ova thenika razvijena u okviru

134136 ali je znacajniju primenu pronasla upravo u hemometriji®'.

drustvenih nauka

Ako matrica Y ima dimenzije | x K (I je broj objekata, npr. jedinjenja, a K broj
zavisnih varijabli), a matrica X dimenzije | x J, gde je J broj zavisno promenljivih,
zadatak PLS regresije ¢e biti definisanje veze izmedu matrice zavisno promenljivih, Y, i
matrice nezavisno promenljivi, X. Kada je broj varijabli u matrici X veéi od broja
objekata, nemoguce je primeniti viSestruku linearnu regresiju, pa se u ovakvim
okolnostima primenjuju neke druge metode, a jedna od njih je i PLS. Pristup PLS
metode omogucava prevazilaZzenje problema sa kolinearnim varijablama, zamenjujuci ih
sa nekoliko latentnih, medusobno normalnih varijabli (PLS komponente)*®. Ove PLS
komponente su linearne kombinacije originalnih varijabli X, a kriterijum za njihovo
dobijanje je visoka korelacija sa zavisno promenljivom i maksimum kovarijanse izmedu

X (npr. matriks molekulskih deskriptora) i Y (npr. retencioni prametri). Latentne
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varijable dobijene na ovaj na¢in mogu se iskoristiti za predvidanje Y vrednosti, Sto moze
posluziti za predvidanje osobina molekula.
Prilikom PLS regresije matrice X i Y se transformiSu prema slede¢im

jednacinama:

X=TP+E (11)

Y=UQ+F (12

gde su T i U matrice skorova (PLS komponenti), P i Q su matrice koeficijenata latentnih
varijabli, a E i F matrice reziduala (odstupanja).

Vazno je razmatrati broj latentnih varijabli koji se koristi u PLS modelovanju, a
optimalan broj latentnih varijabli se moze odrediti primenom metode unakrsne
validacije (LOO-CV), gde se deo podataka (objekata) koristi kao set za kalibraciju
(engl. training set), a drugi deo se izdvaja kao set za testiranje (engl. test set) i koristi se
za validaciju modela. Uvek je pozeljno da samo nekoliko latentnih varijabli (PLS
komponenata) opisuje najvecéi deo varijacija.

Kvalitet PLS modela definiSe se na osnovu kvadrata visSestrukog korelacionog
koeficijenta za kalibraciju (R?Y), kvadrata viSestrukog korelacionog koeficijenta za
unakrsnu validaciju (Q?Y), korena srednjeg kvadratnog odstupanja za kalibraciju (engl.
Root mean square errors of calibration, RMSEC) i korena srednjeg kvadratnog

odstupanja za unakrsnu validaciju (RMSECV)'?"%,
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2.4 N-supstituisani 2-alkiliden-4-oksotiazolidini

Istrazivanja su pokazala da 4-oksotiazolidinsko jezgro (Slika 8) predstavija
vazan deo strukture biolodki aktivnih jedinjenja*®'*. Ova klasa jedinjenja ima $irok
spektar farmakoloskog dejstva i raznovrsnu primenu. Ustanovljeno je da jedinjenja koja
u strukturi sadrze 4-oksotiazolidinski prsten imaju antibakterijsko®*? antivirusno®,

antiinflamatorno™*, antifugalno™*®, analgetsko*® i antikancersko dejstvo™*’.
5 S1
A
2
0) SN
H

Slika 8. Struktura 4-oksotiazolidinskog prstena

U poslednje vreme, veliku paznju hemicara privlace 4-oksotiazolidini koji u
poloZaju C2 sadrze egzocikli¢nu dvostruku vezu. Neki od 2-alkiliden-4-oksotiazolidina
se kao netoksi¢ne, aktivne supstance koriste u le¢enju razlic¢itih oboljenja. Predstavnici
ove klase jedinjenja su ralitolin koji se koristi kao antiepileptik**®, piprozolin koji se
uporebljava kod oboljenja jetre 1 etozolin (diuretik) koji se koristi pri leenju
hipertenzije. Strukture ovih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina, koji su registrovani kao
lekovi, date su na Slici 9.

M E M
Cl

ralitolin piprozolin etozolin

Slika 9. Strukture 2-alkiliden-4-oksotiazolidina koji su registrovani kao lekovi
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Tiazolidinski derivati ¢ije je hromatografsko ponasanje ispitivano u ovom radu
sintetisani su regioselektivnom bazno katalizovanom reakcijom a-merkapto estara 1 i
a-supstituisanih nitrila 2 (Slika 10)*°**°. Reakcije su izvedene u apsolutnom etanolu u

prisustvu katalitiCke koli¢ine kalijum-karbonata, na temperaturi kljucanja rastvaraca.

R
(@) N S g 1
N K,COj kat., EtOH
R + \\\/Akc > p ~ Ake
OEt refluks, 2-8 h (0] N 2
SH H H
1 2 3
42-97 %

R= H, CH3, CH2COOEt
Akc = CONHPh, CONHCH,CH,Ph, COPh, CO,Et, CN, CONH,

Slika 10. Sematski prikaz sinteze 2-alkiliden-4-oksotiazolidinskih derivata

Pod blagim reakcionim uslovima, upotrebom jednog ekvivalenta
kalijum-karbonata, ostvareno je regioselektivno N-alkilovanje
2-alkiliden-4-oksotiazolidina 3 (Slika 11)**,

R R
S ) S
Ake 1o K,CO3, DMF, s.t., 30 min )\/Akc
- Sy

(0) ITI 20 RiX, s.t., 1,5h . 9) ITI

H H R

3 4

64-97 %

Ake = CONHPh, CONHCH,CH,Ph, COPh, CO,Et, CN, CONH,
R1X = CH3L PhCH2Br, O-BrC4H6CH2Br

4a:R=H

4b: R = CH,

4c: R = CH,CO,Et

Slika 11. N-alkilovanje 2-alkiliden-4-oksotiazolidinskih derivata
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Funkcionalizacija polozaja C-5, N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina
4a, bez supstituenta u tom polozaju, ostvarena je reakcijom sa terc-
butoksibis(dimetilamino)metanom (Bredereck-ov reagens) (Slika 12). Reakcije sinteze
5-(dimetilamino)metiliden derivata 2-alkiliden-4-oksotiazolidina 5 su izvedene u

toluenu na temperaturi kljucanja rastvaraca.

\
N/

toluene, 110 °C I}T
R, R,
2 3

S ) i
I )wAkc tBuOCH(NMe,), (1,5 ekv) )%/Akc
O N - ©
|

Akc = CONHPh, CONHCH,CH,Ph, COPh, CO,Et, CN 64-97 %
Rl = CH3, CHzPh, CH2C6H4BI'-0

Slika 12. Sinteza 5-(dimetilamino)metiliden derivata 2-alkiliden-4-oksotiazolidina

Sva sintetisana jedinjenja okarakterisana su na osnovu spektralnih podataka (IR,
'H i 3C NMR, MS) i elementalne analize.
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3.1 Ispitivane supstance

Strukture 23 novosintetisana N-supstituisana 2-alkiliden-4-oksotiazolidina™",

koji su izolovani kao Z-izomeri, prikazane su na Slici 13.

3.2 Hromatografija na tankom sloju

Za proucavanje hromatografskog ponaSanja ispitivanih jedinjenja (Slika 13)
primenjena je tehnika uzlazne tankoslojne hromatografije. TLC ispitivanja su izvedena
na komercijalno dostupnim plo€ama dimenzija 10 x 10 cm. KoriS¢ene su dve vrste
stacionarnih faza: Cig (E. Merck, Germany; Art. 5559) i HPTLC CN (E. Merck,
Germany; 16464). Upotrebljene mobilne faze bile su dvokomponentne smeSe (metanol
(MeOH)/voda, acetonitril (ACN)/voda i tetrahidrofuran (THF)/voda). Kori§¢eni su
razli¢iti zapreminski odnosi organskih komponenata (Tabela 5). Svi rastvaraci
upotrebljeni kao komponente mobilne faze bili su analitickog stepena Cistoce.

Ispitivane supstance su rastvorene u metanolu. Na ploc¢e je nanoseno oko 2 ul
sveze pripremljenih rastvora priblizne koncentracije 1 mg/cm®.

Plo¢e su razvijane u vertikalnoj kadi, nakon §to je atmosfera u kadi zasi¢ena
parama rastvaraca tokom 15 minuta. Sva ispitivanja su izvrSena na sobnoj temperaturi
(22 £ 2 °C). Hromatografske zone su detektovane pod UV lampom, na talasnoj duzini
A =254 nm.

Na osnovu tri uzastopna merenja izracunate su prosecne Rg vrednosti za svaku

ispitivanu supstancu.
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% )
N N—

Slika 13. Strukture ispitivanih N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina
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Tabela 5. Primenjeni hromatografski sistemi

Stacionarna faza

Mobilna faza

Zapreminski udeo organske komponente

Metanol/voda

0,95;0,90; 0,85; 0,80; 0,75; 0,70

RP-18 Acetonitril/voda 0,90; 0,80; 0,70; 0,60; 0,50
Tetrahidrofuran/voda 0,85; 0,80; 0,70; 0,60; 0,50
Metanol/voda 1,00; 0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60
CN Acetonitril/voda 0,70; 0,60; 0,50; 0,45; 0,40

Tetrahidrofuran/voda

0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40
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3.3 Kompjuterska izracunavanja

3.3.1 Geometrijska optimizacija i izracunavanje molekulskih deskriptora

Dva kompjuterska programa, Hyperchem (verzija 7.0, Hypercube) i Molecular
Modeling Pro Plus (MMP Plus) upotrebljena su za izra¢unavanje molekulskih deskriptora,
a Hyperchem je iskoriéen i za geometrijsku optimizaciju>2*,

Strukture ispitivanih N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina nacrtane su u
Hyperchem Release 7 programu. Prvi korak u optimizaciji molekulske strukture izveden je
pomoc¢u molekulsko-mehanicke MM+ metode, koja je zasnovana na MM2 algoritmu. U
sledeCem koraku molekulske strukture su optimizovane koris¢enjem Polak-Ribiere
Conjugate Gradient (PRCG) algoritma. Strukture optimizovane na ovaj nacin kori§¢ene su
kao polazne za semi-empirijsku optimizaciju. Potpuna geometrijska optimizacija svih
struktura postignuta je primenom semi-empirijske molekulsko-orbitalne metode (Austin
Model 1, AM1)*** a uradena je primenom algoritma Steepest Descent, i na kraju Conjugate
Directions algoritma.

Isti kompjuterski program, Hyperchem, upotrebljen je za izra¢unavanje molekulskih
deskriptora. Izracunati su deskriptori koji se odnose na elektronska svojstva, optimizovane
geometrije, ukupnu energiju, toplotu gradenja i QSAR svojstva: ukupna energija (engl.
total energy, TE), energija vezivanja (engl. binding energy, BE), toplota gradenja (engl.
heat of formation, HOF), dipolni moment (engl. dipol moment, DM), energija najvise
popunjene orbitale (engl. highest occupied molecular orbital energy, HOMO), energija
najnize nepopunjene orbitale (engl. lowest unoccupied molecular orbital energy, LUMO),
povrsSina (engl. surface area (approx), SA), energija hidratacije (engl. hydration energy,
HE), refraktivnost (engl. refractivity, R) i polarizabilnost (engl. polarizability, P).

Pomoc¢u programa Molecular Modeling Pro Plus (MMP Plus) izracunati su
deskriptori koji opisuju fizicko-hemijska svojstva i konstitucioni deskriptori: molekulska
duzina (engl. molecular length, L), molekulska Sirina (engl. molecular weight, W),

molekulska dubina (engl. molecular depth, D), Randi¢, Hall i Kier indeksi konektivnosti
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0-4 (engl. connectivity indices 0-4, Cl 0-4), Randi¢, Hall i Kier indeksi valentnosti 0-4
(engl. valence indices 0-4, VI 0-4), hidrofilno-lipofilni balans (engl. hydrophilic-lipophilic
balance, HLB), parameter rastvorljivosti (engl. solubility parameter, SP), Hansen-ova
disperzija (engl. Hansen dispersion, HD), Hansen-ova polarnost (engl. Hansen polarity,
HP), Hansen-ovo vodoni¢no vezivanje (engl. Hansen hydrogen bonding, HHB), akceptor
vodoni¢ne veze (engl. hydrogen bond acceptor, HBA), donor vodoni¢ne veze (engl.
hydrogen bond donor, HBD), rastvorljivost u vodi (engl. water solubility, SW), povrsinski
napon (engl. surface tension, ST), hidrofilna povrSina (engl. hydrophilic surface area,
HSA) i polarna povrsina (engl. polar surface area, PSA).

Parametri lipofilnosti su kompjuterski izra¢unati pomoc¢u programa dostupnih na
internetu (Alog Ps, AClog P, ABlog P, Milog P, Alog P, Mlog P, log Pkowwn, Xlog P2,

Xlog P3)™® dok su Clog P vrednosti izra¢unate pomoéu ChemDraw Ultra 9.0 softvera®™.

3.3.2 Hemometrijske metode

Linearna regresija uradena je primenom statistickog paketa Data Analysis u okviru
Microsoft Office Excel-a (verzija 7.0).

NCSS 2004 softverski paket™ je iskoriéen za analizu glavnih komponenata (PCA)
i viSestruku linearnu regresiju (MLR).

Parcijalna regresija najmanjih kvadrata (PLS) izvedena je primenom PLS Toolbox
statistickog paketa (Eigenvector Research, Inc. v. 5.2.2.) u okviru MATLAB verzije
7.4.0.287 (R2007a) (MathWorks INC., Natick, MA).
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4.1 Retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja u uslovima

reverzno-fazne hromatografije

Hromatografsko ponaSanje novosintetisanin  N-supstituisanin  2-alkiliden-
4-oksotiazolidina (Slika 13) ispitivano je u uslovima reverzno-fazne hromatografije. U
cilju ispitivanja uticaja stacionarne 1 mobilne faze na retenciju jedinjenja, koriS¢ene su
dve stacionarne faze (RP-18 i CN-modifikovan silika-gel) i tri dvokomponentna sistema
rastvaraca (metanol/voda, acetonitril/voda i tetrahidrofuran/voda).

Oktadecil-modifikovan silika-gel, RP-18, odabran je kao stacionarna faza koja
se najéesSce koristi pri hromatografskom ispitivanju lipofilnosti, a CN-modifikovan
silika gel je upotrebljen, jer se takode pokazao kao veoma dobar sorbent kod odredivanja
lipofilnosti*®**,

Mobilna faza u reverzno-faznoj tankoslojnoj hromatografiji obi¢no je dvo- ili
vise-komponentna smesa rastvaraca od kojih je jedan uvek voda, a drugi je organski
rastvarac-modifikator. Pri optimizaciji mobilne faze rastvara¢i se mogu odabrati tako da
tri rastvarada, iz razli¢itih grupa Snayder-ovog trougla®™®°, formiraju trougao
selektivnosti. Za odvajanja u reverzno-faznim sistemima trougao selektivnosti mogu
formirati acetonitril, metanol i tetrahidrofuran u smesi sa vodom, te su stoga bas oni

odabrani kao organski modifikatori.

4.1.1 Uticaj prirode stacionarne i mobilne faze na retenciju ispitivanih jedinjenja

Karakteristike stacionarnih faza 1 prisustvo odgovaraju¢ih funkcionalnih grupa
na njihovim povrsinama uti¢u na razlicitu retenciju jedinjenja, kada se primeni RP-18,
odnosno CN-modifikovan silika-gel. Retencioni podaci (Re i Rm vrednosti) za sve
hromatografske sisteme dati su u Prilogu (Tabele P1-P6). Na Slici 14 uporedene su Ry
vrednosti ispitivanih jedinjenja za hromatografske sisteme gde su upotrebljene dve
razli¢ite stacionarne faze, dok su mobilne faze i udeli organskog modifikatora bili isti (¢
= 0,7 za sisteme MeOH/voda i ACN/voda; ¢ = 0,5 za sistem THF/voda).
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Slika 14. Ry vrednosti ispitivanih jedinjenja za RP-18 i CN stacionarnu fazu

Iz prikazanih rezultata (Slika 14) evidentno je da, bez obzira na upotrebljeni
organski modifikator u mobilnoj fazi, ispitivana jedinjenja snaznije interaguju sa RP-18
stacionarnom fazom u poredenju sa CN-modifikovanim silika-gelom. Posledica jake
retencije ispitivanih jedinjenja pri upotrebi RP-18 stacionarne faze moze se objasniti
izrazenijim nespecificnim interakcijama ispitivanih supstanci i ove stacionarne faze
(disperzione i indukcione sile, odnosno hidrofobne interakcije) u odnosu na CN
stacionarnu fazu, koja je manje hidrofobna od RP-18.

Pored nespecifi¢nih interakcija jedinjenja sa stacionarnom fazom, na retenciju
uticu 1 specificne interakcije ispitivanih jedinjenja sa mobilnom fazom. Promena
retencionih parametara se moze ocekivati kada se promeni organska komponenta
mobilne faze, zbog toga Sto razliCiti organski modifikatori imaju razlicite
proton-donorske i proton-akceptorske sposobnosti, te razlicite afinitete ka

dipol-interakcijama.
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Takode, stacionarna faza dobijena hemijskom modifikacijom silika-gela (npr.
RP-18, CN) pored hemijski modifikovanih silanolnih grupa i slobodnih silanolnih grupa
sadrzi i sorbovane molekule organskog modifikatora. Stoga je primenjeni organski
modifikator odgovaran i za pojavljivanje razlika u svojstvima stacionarne faze usled
promene organske komponente u mobilnoj fazi.

U okviru ovog rada upotrebljena su tri organska modifikatora (MeOH, ACN i
THF) koja pripadaju razli¢itim grupama Snyder-ovog trougla 1 odlikuju se razli¢itim
sposobnostima da doniraju ili prime proton prilikom vodoni¢nog vezivanja, kao i
razli¢itim mogucnostima u pogledu ostvarivanja dipol-interakcija. Vrednosti
proton-akceptorskih (xe), proton donorskih (x4) i doprinosa koje daju dipol-interakcije

(Xn) za upotrebljene organske rastvarace date su u Tabeli 6.

Tabela 6. Karakteristike primenjenih organskih modifikatora

Organski modifikatori Xd Xe Xn

Metanol 0,48 0,22 0,30
Acetonitril 0,31 0,27 0,42
Tetrahidrofuran 0,38 0,20 0,42

Razlike u svojstvima upotrebljenih organskih komponenata ogledaju se i u
njihovoj razli¢itoj elucionoj mo¢i. Eluciona mo¢ upotrebljenih modifikatora, definisana
za RP-18 stacionarnu fazu, raste u sle¢em nizu: MeOH (S = 3,0) < ACN (S = 3,1) <
THF (S = 4,0).

Uticaj promene organskog modifikatora na retenciju jedinjenja ispitan je
poredenjem Ry vrednosti dobijenih za hromatografske sisteme uz upotrebu razli¢itih
organskih modifikatora za isti zapreminski udeo organske komponente u mobilnoj fazi
(¢ = 0,6 za sve organske komponente za CN stacionarnu fazu i ¢ = 0,7 za sve organske
komponente za RP-18 stacionarnu fazu). Rezultati ovog poredenja, za obe primenjene

stacionarne faze, dati su na Slici 15.
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Slika 15. Uticaj promene organskog modifikatora na retenciju jedinjenja na a) RP-18 i

b) CN stacionarnoj fazi
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Iz prikazanih rezultata (Slika 15) vidi se da pri istom zapreminskom udelu
razli¢itih organskih modifikatora u mobilnoj fazi ispitivane supstance imaju razli¢ite Ry
vrednosti. To se moze pripisati razliitim interakcijama do kojih dolazi tokom
hromatografskog procesa izmedu rastvaraa i ispitivane supstance, kao 1 uticaju
primenjenih rastvaraca na svojstva stacionarnih faza.

Rezultati poredenja Ry vrednosti dobijenih za RP-18 stacionarnu fazu ukazuju
da je retencija kod svih jedinjenja najjaca u slucaju kad je metanol primenjen kao
organski modifikator, a za najveci broj jedinjenja retencija je najslabija pri upotrebi
tetrahidrofurana kao organske komponente. Poredeci karakteristike upotrebljenih
organskih rastvaraca, date u Tabeli 6 (Xq, Xe | X, Vrednosti), uo¢ljivo je da najznacajnije
razlike postoje u proton-donorskim sposobnostima, gde je sklonost metanola da
interaguje kao proton-donor izuzetno jaka. lako je metanol jac¢i proton-donor od
tetrahidrofurana, retencija pri upotrebi tetrahidrofurana je zna¢ajno slabija. Ovo se moze
objasniti ¢injenicom da je sorpcija metanola na RP-18 stacionarnoj fazi znatno manja od
sorpcije tetrahidrofurana, koji zbog svoje hidrofobne strukture snazno interaguje sa
ugljovodoni¢nim lancima RP-18 stacionarne faze. Snazna sorpcija tetrahidrofurana, pri
¢emu se na povrsini stacionarne faze formira monosloj organskog modifikatora tako da
je polarni deo molekula tetrahidrofurana okrenut ka ispitivanim supstancama, spre¢ava
interakcije ispitivanih jedinjenja sa stacionarnom fazom i samim tim dovodi do slabije
retencije®®.

Retencioni parametri, Ry vrednosti, odredeni pri upotrebi CN-modifikovanog
silika-gela ukazuju da je za najveci broj ispitivanih jedinjenja retencija znacajno jaca Uz
upotrebu metanola kao organskog modifikatora. Sposobnost metanola da zbog
posedovanja hidroksilne grupe jako interaguje sa molekulima vode znacajno utice na
ponasanje jedinjenja u hromatografskim sistemima koji kao organsku komponentu
mobilne faze sadrfe metanol**®. Metanol-voda asocijat umanjuje efekat organskog
modifikatora, smanjuje elucionu mo¢ mobilne faze, $to za posledicu ima jacu retenciju
ispitivanih jedinjenja. Sa druge strane, acetonitril i tetrahidrofuran su u znacajno manjoj
meri asosovani sa molekulima vode, pa je uticaj organske komponente u mobilnoj fazi

izrazeniji.
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Rezultati predstavljeni na Slici 15 ukazuju da kod CN-modifikovanog silika-gela
Rm vrednosti dobijene uz upotrebu tetrahidrofurana kao organske komponente nisu
najnize, Sto ukazuje na slabiju interakciju tetrahidrofurana sa CN stacionarnom fazom,

pa je i sorpcija tetrahidrofurana smanjena.

4.1.2 Definisanje razlika izmedu ispitivanih hromatografskih sistema

primenom PCA analize

Razli¢ite vrednosti retencionih parametra prikazanih u Tabelama P1-P6 ukazale
su na znaCajan uticaj organskog modifikatora, odnosno stacionarne faze na retenciju
ispitivanin N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina. Da bi ove razlike bile josS
uocljivije analiza glavnih komponenata je primenjena na retencione parametre, sa ciljem
definisanja razlika i slinosti izmedu primenjenih hromatografskih sistema.

PCA je primenjena na sve Rg vrednosti (Tabele P1-P3) odredene za Sest
primenjenih hromatografskih sistema®. Dimenzije poetne matrice bile su 33 (broj
hromatografskih sistema) x 23 (broj jedinjenja), a za obradu podataka koriS¢ena je
matrica kovarijanse, bez prethodnog autoskaliranja.

Svojstvene vrednosti matrice kovarijanse, zajedno sa pojedina¢nim i zbirnim
udelima date su u Tabeli 7. Na osnovu dobijenih vrednosti moze se uociti da tri glavne
komponente opisuju 97,70% ukupne varijanse (varijabilnosti informacija). Prva
komponenta prikazuje 86,98% ukupne varijanse, druga prikazuje 9,08%, dok treca
prikazuje svega 1,64% ukupne varijanse.

Tabela 7. Svojstvene vrednosti i odnos varijansi objasnjeni pomocu prve tri glavne

komponente koriS¢enjem matrice kovarijansi

Komponenta Svojstvena vrednost Pojedina¢ni udeo (%) Zbirni udeo (%) Scree Plot

PC1 1,052441 86,98 86,98 EHAEHETE
PC2 0,073904 9,08 96,07 [
PC3 0,019430 1,64 97,70 |
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Na Slici 16 prikazana je vrednost skorova, odnosno njihova uzajamna projekcija,
za prve dve glavne komponente. Ovaj grafi¢ki prikaz omogucava uocavanje raspodele
hromatografskih sistema u PC1-PC2 dvodimenzionalnom prostoru, ukazuju¢i na
sli¢nosti 1 razlike izmedu ispitivanih hromatografskih sistema. Posmatraju¢i podatke u
odnosu na PC2 osu moguce je uvideti postojanje dve odvojene grupe podataka. Prva
grupa obuhvata podatke koji se odnose na sisteme MeOH/voda (podaci 1-6) i
ACN/voda (podaci 7-11) na RP-18 stacionarnoj fazi. Druga grupa obuhvata podatke
dobijene za CN stacionarnu fazu, za sve primenjene mobilne faze (MeOH/voda, 17-23;
ACN/voda, 24-28; THF/voda, 29-33). Ovi rezultati ukazuju na postojanje slicnosti u
hromatografskim podacima u okviru stacionarnih faza, odnosno na postojanje razlika u
retencionim parametrima dobijenim za dve stacionarne faze. Ovakvo grupisanje
podataka moglo bi da ukaze i na postojanje razli¢itih retencionih mehanizama kod
ispitivanih stacionarnih faza.

Medutim, druga grupa, pored svih podataka koji se odnose na CN stacionarnu
fazu ukljuuje i grupu podataka koja se odnosi na sistem THF/voda na RP-18
stacionarnoj fazi (podaci 12-16). Ovakvo ponaSanje ispitivanih jedinjenja za dati
hromatografski sistem moze se pripisati svojstvima tetrahidrofurana i njegovoj jakoj

sorpeiji kad je re¢ o oktadecil-modifikovanom silika-gelu'®°.
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Slika 16. Grafik zavisnosti vrednosti PC1 komponente od vrednosti PC2 komponente
pokazuje raspored hromatografskih sistema u PC1-PC2 dvodimenzionalnom prostoru
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4.2 Odredivanje parametara lipofilnosti ispitivanih

N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina

Pored standardne metode muc':kanja97 za odredivanje lipofilnosti se koriste 1
druge metode. Osnovni nedostaci ove metode, kao $to su niska reproduktivnost, duzina
trajanja eksperimenta, nemoguénost primene na izrazito hidrofilne i lipofilne supstance,
mogu se prevazi¢i upotrebom hromatografskih tehnika za odredivanje lipofilnosti ili

kompjuterskih algoritama koji omugoc¢avaju izracunavanje log P vrednosti.

4.2.1 Odredivanje parametara lipofilnosti primenom reverzno-fazne tankoslojne

hromatografije

Da bi ispitali uticaj sastava mobilne faze na retenciju jedinjenja na RP-18 i CN
stacionarnoj fazi, variran je zapreminski udeo metanola, acetonitrila i tetrahidrofurana.
Dobijeni rezultati (Tabele P1-P6) pokazuju da retencija ispitivanih jedinjenja opada sa
povecanjem udela organske komponente u mobilnoj fazi za sve primenjene
hromatografske sisteme.

Primenom jednacine (4) ispitana je zavisnost Ry vrednosti (Tabele P1-P6) od
udela organske komponente, ¢. Parametar lipofilnosti (Ri°), odreden je ekstrapolacijom
Rw vrednosti na nula zapreminskog udela organske komponente. Ovako odredene Ry
vrednosti, bas kao i vrednosti nagiba (m), te statisticki parametri (koeficijent korelacije,
r, i standardna devijacija, s) predstavljeni su u Tabeli 8 (za RP-18 stacionarnu fazu) i
Tabeli 9 (za CN stacionarnu fazu). Dobijeni rezultati su pokazali zadovoljavajuci
korelacioni koeficijent (r > 0,99) za sve primenjene hromatografske sisteme, sto ukazuje
na statisti¢ki znac¢ajnu linearnu zavisnost.

Ry vrednosti dobijene ekstrapolacijom ne bi trebalo da zavise od prirode
organske komponente, posto one predstavljaju retenciju u &istoj vodi*®. Medutim, kod
RP-18 i CN stacionarne faze na povrSini postoje nemodifikovane silanolne grupe koje
interaguju sa molekulima organskih modifikatora iz mobilne faze (vodoni¢ne veze,
dipol-dipol interakcije). Mogucénost uspostavljanja ovih interakcija, kao i njihov stepen
zavisi¢e od svojstava (elektronska svojstva, moguénost gradenja vodoni¢nih veza)

upotrebljenog organskog modifikatora™®**'.
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Takode, pored nespecifi¢nih interakcija ispitivanih supstanci sa funkcionalnim
grupama na povrsini upotrebljenih stacionarnih faza, na retenciju u zna¢ajnoj meri uticu
jake specifi¢ne interakcije izmedu ispitivanih jedinjenja i komponenata mobilne faze
(npr. mogucnost gradenja vodoni¢nih veza povecava rastvorljivost jedinjenja u mobilnoj
fazi i uslovljava slabiju retenciju).

Razli¢it stepen interakcija ispitivanih jedinjenja sa stacionarnom, odnosno
mobilnom fazom pri upotrebi razli¢itih organskih rastvarac¢a uticace na razlike u Ry
vrednostima, pa samim tim i na Ry’ vrednosti. Iz Tabele 8 evidentno je da je Ry’
vrednost za najveci broj jedinjenja najveca kada je metanol koriS¢en kao komponenta
mobilne faza. Ovakvi rezultati su u saglasnosti sa ¢injenicom da od upotrebljenih
organskin  modifikatora  metanol ima  najmanju  elucionu mo¢  na
oktadecil-modifikovanom silika-gelu, kao i najmanju mo¢ sorpcije. Rezultati
predstavljeni u Tabeli 9 jasno pokazuju da su parametri lipofilnosti svih
hromatografisanih supstanci dobijeni na CN stacionarnoj fazi uz koriS¢enje
tetrahidrofurana kao organskog modifikatora veéi u odnosu na Ry° vrednosti dobijene

pri kori§¢enju metanola, odnosno acetonitrila kao organskog modifikatora.
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Tabela 8. Parametri lipofilnosti dobijeni za RP-18 stacionarnu fazu

MeOH/voda ACN/voda THF/voda
Jedinjenja 5 5 5
M m r S Rm m r S Rm m r S
1 3,398 -3,989 -0,993 0,067 2141 -2,915 -0,994 0,075 2,728 -4313 -0,990 0,119
2 3,126 -3,844 -0,993 0,066 2,265 -3,370 -0,990 0,114 2,788 -4,455 -0,991 0,114
3 3,340 -4,0561 -0,991 0,077 1,967 -2,877 -0,995 0,066 2,868 -4,493 -0,991 0,118
4 2,156 -3,006 -0,996 0,037 2012 -3,235 -0,992 0,087 2,445 -3940 -0,993 0,094
5 3,664 -4,114 -0,996 0,052 2,124 -2,695 -0,998 0,040 2,826 -4,268 -0,995 0,080
6 2,984 -3,619 -0,995 0,061 2,059 -2,913 -0,993 0,080 2,560 -4,071 -0,991 0,109
7 1,950 -2,983 -0,993 0,037 1,122 -2,460 -0,991 0,069 1,198 -2,430 -0,994 0,050
8 3,520 -4,000 -0,994 0,046 3,031 -3,892 -0,996 0,070 3,38 -5015 -0,990 0,116
9 3,164 -3,675 -0,991 0,070 1,992 -2,747 -0,994 0,072 2,077 -3,543 -0,995 0,071
10 4,601 -4,650 -0,997 0,041 2,343 -2,532 -0,998 0,037 2151 -3,515 -0,991 0,077
11 3,377 -3,429 -0,997 0,027 1,933 -2,186 -0,996 0,040 2560 -4,208 -0,994 0,087
12 2,754 -3,100 -0,997 0,029 2,053 -2,690 -0,995 0,051 2,303 -3,734 -0,998 0,044
13 1,637 -2,211 -0,996 0,020 1,470 -2,317 -0,992 0,068 2,274 -3,680 -0,990 0,086
14 1,387 -2,086 -0,996 0,020 1,353 -2,366 -0,997 0,043 1,960 -3,389 -0,992 0,070
15 2,153 -2,857 -0,998 0,021 1,924 -2,940 -0,998 0,049 2,295 -3,715 -0,991 0,100
16 1525 -2,001 -0,990 0,031 1,795 -2,860 -0,998 0,034 2,167 -3,801 -0,994 0,082
17 1,370 -2,057 -0,997 0,016 1,741 -3,120 -0,999 0,022 2,035 -3,685 -0,998 0,051
18 1,576 -2,280 -0,991 0,033 1,819 -3,214 -0,999 0,026 2,003 -3,703 -0,995 0,069
19 0,472 -1,370 -0,994 0,027 1,272 -2,753 -0,992 0,075 1,171 -2,416 -0,994 0,054
20 2,096 -2,470 -0,993 0,052 1580 -2,350 -0,995 0,042 1,834 -3,261 -0,992 0,083
21 2,408 -2,840 -0,996 0,047 1580 -2,350 -0,995 0,042 1,854 -3,286 -0,992 0,080
22 2,356 -2,500 -0,997 0,035 1546 -2,017 -0,991 0,049 1,793 -3,174 -0,991 0,066
23 2,060 -2,300 -0,997 0,034 17365 -1,925 -0,992 0,043 1,601 -3,174 -0,992 0,071
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Tabela 9. Parametri lipofilnosti dobijeni za CN stacionarnu fazu

MeOH/voda ACN/voda THF/voda
Jedinjenja
R’ m r s R’ m r s R’ m r s
1 2,823 -3,634 -0,992 0,048 2,528 -4,441 -0,993 0,076 3,580 -6,940 -0,998 0,035
2 3,072 -4,080 -0,997 0,028 2,391 -4,278 -0,994 0,066 3,768 -7,340 -0,998 0,044
3 2,857 -3900 -0,996 0,032 2,390 -4,309 -0,995 0,057 3,676 -7,140 -0,998 0,040
4 1896 -2,606 -0,993 0,033 2,056 -3,788 -0,994 0,057 3,078 -6,040 -0,998 0,035
5 2,810 -3,760 -0,993 0,041 2,438 -4,248 -0,991 0,081 3,466 -6,660 -0,999 0,023
6 2,322 -3,240 -0,997 0,023 2,292 -4,159 -0,993 0,067 3,222 -6,320 -0,998 0,037
7 1,000 -1,860 -0,998 0,012 1,199 -3,010 -0,995 0,041 2,208 -5140 -0,994 0,050
8 3,541 -4514 -0,991 0,064 2879 -4817 -0,993 0,077 3,966 -7,520 -0,997 0,054
9 1,772 -2,840 -0,996 0,022 2,049 -3,824 -0990 0,075 3,042 -6,240 -0,999 0,031
10 2,560 -3,503 -0,992 0,046 2,378 -4,231 -0990 0,083 3,270 -6,640 -0,995 0,059
11 1886 -2,560 -0,996 0,020 2,355 -4,293 -0,990 0,085 3,400 -6,920 -0,997 0,049
12 1,158 -2,000 -0,998 0,013 1,767 -3,960 -0,997 0,042 3,508 -7,040 -0,996 0,058
13 1,293 -2,220 -0,991 0,028 1,418 -3,031 -0,996 0,036 2,172 -4,620 -0,997 0,034
14 0,620 -1,420 -0,999 0,006 1,303 -3,036 -0,997 0,034 1,772 -3,980 -0,999 0,019
15 1494 -2,440 -0,991 0,030 1,785 -3,602 -0,995 0,049 2528 -5240 -0,995 0,046
16 1576 -2,360 -0,991 0,030 1,500 -3,098 -0,997 0,034 2420 -5040 -0,997 0,035
17 1,289 -2,046 -0996 0,020 1,381 -2986 -0,995 0,043 2,664 -5760 -0,993 0,064
18 1,324 -2,160 -0,995 0,023 1,647 -3,560 -0,995 0,051 2,524 -5420 -0,996 0,044
19 0,463 -1,067 -0,997 0,015 0,745 -2,117 -0,990 0,048 1,478 -3,540 -0,993 0,039
20 1895 -2,860 -0,997 0,021 1535 -3,420 -0,991 0,073 2,658 -5820 -0,997 0,040
21 0,820 -1,786 -0,998 0,014 0,840 -2,711 -0,994 0,046 2,702 -5840 -0,991 0,070
22 0,810 -1,321 -0,997 0,014 1,322 -2951 -0,992 0,058 2566 -5660 -0,995 0,051
23 1656 -2,640 -0991 0,032 1226 -2943 -0,991 0,063 2,324 -5320 -0,994 0,053
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Da bi se utvrdio uticaj prirode organskog modifikatora na parametar lipofilnosti,
Ry’ vrednosti dobijene za metanol/voda, acetonitril/voda i tetrahidrofuran/voda
hromatografske sisteme su poredene, a korelacioni koeficijenti dati su u Tabeli 10 za

RP-18 stacionarnu fazi i Tabeli 11 za CN stacionarnu fazu.

Tabela 10. Korelaciona matrica Ry° vrednosti dobijenih za RP-18 stacionarnu fazu

Rv’ (MeOH/voda) Ry’ (ACN/voda) Ry’ (THF/voda)

Rv° (MeOH/voda) 1
Rv’ (ACN/voda) 0,729 1
Rv’ (THF/voda) 0,651 0,863 1

Tabela 11. Korelaciona matrica Ry vrednosti dobijenih za CN stacionarnu fazu

Rv’ (MeOH/voda) Ry’ (ACN/voda) Ry° (THF/voda)

Rv’ (MeOH/voda) 1
Rv’ (ACN/voda) 0,911 1
Rv’ (THF/voda) 0,847 0,883 1

Rezultati ovog poredenja (Tabele 10 i 11) ukazuju da su razlike izmedu
upotrebljenih organskih modifikatora izrazenije na RP-18 stacionarnoj fazi (nizi
koeficijenti korelacije), u poredenju sa CN stacionarnom fazom.

Niske vrednosti korelacionih koeficijenata (Tabela 10), dobijene za poredenje
Rw° vrednosti za sistem MeOH/voda na RP-18 stacionarnoj fazi sa Ry° vrednostima za
ACN/voda (r = 0,729) i THF/voda (r = 0,651), ukazuju da se metanol po svojstvima
znacajno razlikuje od acetonitrila 1 tetrahidrofurana. Rezultati dobijeni u sistemima

rastvaraca koji su sadrzavali acetonitril i tetrahidrofuran (aproticni) kao organsku

v ==

postignuti sa metanolom kao modifikatorom (proticni). To se moze pripisati razli¢itim
interakcijama do kojih dolazi tokom hromatografskog procesa izmedu rastvaraca i
ispitivanih jedinjenja, kao i izmedu organske komponente mobilne faze i stacionarne

faze.
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Visi korelacioni koeficijenti dobijeni pri poredenju Ry’ vrednosti za CN
stacionarnu fazu (Tabela 11) ukazuju da je u ovim hromatografskim sistemima uticaj
prirode organske komponente na retenciju maniji.

Razlike izmedu priroda stacionarnih faza moguce je utvrditi poredeci parametre
lipofilnosti za dve stacionarne faze (RP-18 i CN) za isti sistem rastvaraca u mobilnoj
fazi. Rezultati poredenja Ry vrednosti dobijenih na dve stacionarne faze uz primenu

istin mobilnih faza dati su u Tabeli 12.

Tabela 12. Poredenje Ry vrednosti dobijenih na primenjenim stacionarnim fazama
(RP-18 i CN)

Organski modifikator Jednacina r t? =
MeOH Rv’on = 0.930 + 0,872-Ry’kes (13) 0,768 5,495 30,254
ACN Rv’on = 0,712 + 0,630-Ry’rp1s (14) 0,878 8,406 70,901
THF Rw’cn = 0,268 + 0,677-Ru’re.s (15) 0,842 7,152 51,266

— . b —
@ tkrit. (a=0,05v=21) — 210801 Fkrit. (a=0,05vl=1,v2=21) — 41325

Koeficijenti korelacije dati u Tabeli 12 ukazuju da su razlike izmedu
stacionarnih faza najizrazenije kad je metanol koris¢en kao organski modifikator.
Statistickim testovima za proveru znacajnosti linearne korelacije (t- i F-test) utvrdeno je
da izmedu R\° vrednosti dobijenih na dve stacionarne faze uz primenu istih mobilnih
faza postoji statisticki znacajna linearna zavisnost. Koeficijent korelacije (r) je veli¢ina
koja pokazuje koliko se dobro uklapaju podaci u jednacinu, tj. koliko je dobra korelacija
(idealna linearna korelacija ima r = 1), a F-vrednost ukazuje na verovatnoc¢u da je
dobijena jednacina statisticki znacajna.

Pored Ry’ vrednosti i drugi hromatografski parametri mogu se koristiti za
definisanje lipofilnosti jedinjenja. Parametar m u nekim slu¢ajevima moze da igra vaznu
ulogu u opisivanju lipofilnosti*®. Pored m vrednosti, za definisanje lipofilnosti moZe se
koristiti i parametar Co*****®. Sarbu i saradnici su predloZili da se skorovi dobijeni
primenom analize glavnih komponenata na retencione podatke mogu Koristiti za

opisivanje |ip0filnosti44'161'162.

Kada se PCA primeni na hromatografske podatke
(dimenzije pocetne matrice su broj jedinjenja x broj varijacija organske komponente za

svaki sitem) obi¢no prve dve glavne komponente opisuju najvecu varijabilnost. Prva
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glavha komponenta (PC1) najceSCe pokazuje visoku Kkorelaciju sa lipofilnoscu.
Vrednosti parametara Co i PC1 za sve primenjene hromatografske sisteme date su u
Prilogu u Tabelama P7 i P8.

Da bi se ustanovilo da li je moguce Koristiti m vrednosti kao parametre
lipofilnosti, proverena je korelacija izmedu Ry’ i m vrednosti za sve upotrebljene
hromatografske sisteme. Jedna¢ine prave koje opisuju ovu zavisnost, kao 1 statisticki
parametri dati su u Tabeli 13. Vrednosti nagiba m, kao $to se iz Tabela 8 i 9 moze
videti, prate Ry vrednosti ispitivanih jedinjenja. Naime, sa pove¢anjem Ry vrednosti,
veci je 1 nagib 1 obrnuto.

Statisticki parametri dobijeni pri poredenju Ry i m vrednosti pokazuju da se m
vrednosti mogu koristiti za opisivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja za sve
primenjene hromatografske sisteme, a najloSija korelacija dobijena je za sistem
ACN/voda na RP-18 stacionarnoj fazi. Brojni radovi su potvrdili da vrednost nagiba m
zavisi od prirode organskog modifikatora, a takode, i od molekulske strukture
ispitivanih jedinjenja (npr. velic¢ina supstance, broj i struktura polarnih funkcionalnih
grupa), pa posto Ry’ vrednosti zavise od istih fizicko-hemijskih parametara, dobijena
visoka korelacija je o¢ekivana. Visoke vrednosti koeficijenta potvrda su da se ispitivani
N-supstituisani 2-alkiliden-4-oksotiazolidini ponaSaju kao serija srodnih jedinjenja u

primenjenim hromatografskim uslovima.

Tabela 13. Statisti¢ki parametri linearne zavisnosti izmedu Ry’ i m vrednosti

Stacionarna faza Mobilna faza Jednacina r SE F
MeOH/voda m=-0,882 - O,863-RM0 (16) 0,966 0,226 295,829
RP-18 ACN/voda m=-1,317 - O,763-RM0 (17) 0,692 0,342 19,287

THFivoda  m=-1,166 - 1,149Ry’ (18) 0,985 0,108 699,172
MeOH/voda m=-0,711-1,086-Ry’ (19) 0,991 0,125 1183,002
CN ACN/ivoda  m=-1,518-1,156- Ry’ (20) 0,980 0,141 504,356

THF/voda  m=-1,166-1,149Ry’ (21) 0,986 0,177 758,598

Pt (= 005:vi = 1.v2-21y = 4,325
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Poredenjem Ry vrednosti sa Co i PC1 vrednostima provereno je da li ovi

parametri mogu da se koriste za opisivanje lipofilnosti. JendacCine koje opisuju ove

zavisnosti zajedno sa odgovarajué¢im statistickim parametrima date su u Tabelama 14 i

15.

Tabela 14. Poredenje Ry’ i Co vrednosti za sve upotrebljene hromatografske sisteme

Stacionarna faza Mobilna faza Jednacina r SE F
MeOH/voda C,=0,505+0,117-Ry’ (22) 0,807 0,084 39,206

RP-18 ACN/voda  C,=0,404 +0,149-Ry’ (23) 0,545 0,099 8,864
THF/voda Co=0,388 + 0,091-R\" (24) 0,941 0,018 162,930
MeOH/voda Co,=0,444 +0,117-Ry’ (25) 0,903 0,046 92,460

CN ACNivoda  Co=0,262+0,125Ry’ (26) 0,960 0,022 248,714
THF/voda Co=0,356 + 0,043-Ry" (27) 0,907 0,014 97,609

Fisit, (= 005:vi = 1.v2-21y = 4,325

Retencioni parametri dati u Tabeli 14 pokazuju da Co vrednosti odredene pri

upotrebi CN stacionarne faze mogu da se koriste umesto Ry vrednosti za opisivanje

lipofilnosti (koeficijenti korelacije su od 0,903 do 0,960). Kada se porede Ry’ i Co

vrednosti dobijene za RP-18 stacionarnu fazu, bas kao i pri poredenju m i Ry vrednosti,

najloSija korelacija je dobijena za sistem ACN/voda. Ova podudarnost je logi¢na

imajuéi na umu da je parametar Co izveden iz parametara m i Ry".

70



Rezultati i diskusija

Tabela 15. Poredenje Ry” i PC1 vrednosti za sve upotrebljene hromatografske sisteme

Stacionarna faza Mobilna faza Jednadina r SE F?
MeOH/voda  PC1 =-2,245 + 0,905-Ry° (28) 0,870 0,505 65,201
RP-18 ACN/voda PC1=-2,390 + 1,294-Ry’ (29) 05543 0,860 8,764

THF/ivoda  PC1=-3,975+ 1,797-Ry’ (30) 0954 0,308 211,023

MeOH/voda  PC1=-1,863 + 1,047-Ry’ (31) 0,887 0473 77,143
CN ACN/ivoda  PC1=-2,980 + 1,655-Ry" (32) 0,967 0,260 303,683
THF/voda  PC1=-3,954 + 1,378 Ry’ (33) 0,909 0,426 100,025

Fisit, (= 005:vi = 1.v2-21y = 4,325

Statisticki parametri koji opisuju zavisnost izmedu PC1 i Ry’ vrednosti
odredenih na CN stacionarnoj fazi (Tabela 15) ukazuju da se PC1 vrednosti mogu
koristiti za definisanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja. Sa druge strane, nizak
korelacioni koeficijent (r = 0,543) dobijen za poredenje PC1 i Ry vrednosti odredenih
pri upotrebi acetonitrila kao organskog modifikatora na RP-18 stacionarnoj fazi
pokazuje da ni PC1 parametar, ba$ kao ni m i Co, ne moZe da se koristi umesto Ry’ za

opisivanje lipofilnosti.
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4.2.2 Odredivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja racunskim putem

Razli¢iti kompjuterski programi omogucavaju brzo 1 jednostavno izraCunavanje
log P vrednosti. U okviru ovog istrazivanja pored hromatografski odredenih parametara
lipofilnosti (Rm®, m, Co i PC1), lipofilnost jedinjenja okarektirasana je i izradunatim
log P vrednostima.

U prilogu, u Tabeli P9 date su log P vrednosti izraCunate primenom
kompjuterskih algoritama. Iako se ove vrednosti medusobno razlikuju, u idealnom
slu¢aju, bez obzira na algoritam primenjen prilikom izra¢unavanja, korelacija izmedu
izratunatih log P vrednosti treba da bude potpuna (r = 1). Medutim, to nije uvek tako®*.
To dokazuju i podaci iz Tabele P10 u Prilogu, gde su prikazani koeficijenti korelacije
dobijeni pri poredenju izratunatih log P vrednosti. Cinjenica da postoje razlike izmedu
izracunatih log P vrednosti, kao i1 da korelacija izmedu njih nije savrSena, ukazuje da

razli¢ite procedure za izraCunavanje lipofilnosti rezultuju razli¢itim log P vrednostima,

jer se zasnivaju na razli¢itim metodama.
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4.3 Ispitivanje veze izmedu hromatografki odredenih parametara

lipofilnosti i izracunatih log P vrednosti

Brojna istrazivanja su pokazala statisticki znacajnu vezu izmedu retencionih
parametara (Rv’, m, Co i PC1) serije srodnih supstanci dobijenih primenom
reverzno-fazne hromatografije i kompjuterski izradunatih log P vrednosti**3>1%4,

Da bi se ustanovilo koji hromatografski sistem moZe da se upotrebi za dobijanje
parametara koji mogu da se koriste u opisivanju lipofilnosti, Ry” vrednosti za sve
upotrebljene hromatografske sisteme su poredene sa izraCunatim log P vrednostima.

Ova zavisnost moZe da se izrazi jednacinom:

Rv'=a+blogP  (34)

Rezultati poredenja Ry’ vrednosti dobijenih primenom RP-18 stacionarne faze i
izraCunatih log P vrednosti dati su u Tabeli 16. U Tabeli 17 date su jednacCine prave i
statisti¢ki parametri koji opisuju zavisnost izmedu Ry vrednosti dobijenih primenom
CN stacionarne faze i izraCunatih log P vrednosti.

Poredenjem eksperimentalno odredenih Ry° vrednosti, dobijenih na RP-18
stacionarnoj fazi, i parametara lipofilnosti izracunatih pomocu razli¢itih programa
(Tabela 16), vidi se da je kod metanola kao modifikatora dobijen najvisi stepen
korelacije (korelacioni koeficijenti koji opisuju ove zavisnosti imaju najvece vrednosti
za poredenje Rw® vrednosti odredenih primenom metanola kao organskog modifikatora
sa Alog Ps vrednostima). Takode, rezultati u Tabeli 16 ukazuju da se log P vrednosti
izraCunate upotrebom razliCitih algoritama u razli¢itom stepenu koreliSu sa
eksperimentalno dobijenim Ry’ vrednostima. Iako na osnovu ovih rezultata nije moguée
ukazati na algoritam koji je najbolji za sve slucajeve i uvek primenljiv moze se za svaki
hromatografski sistem odabrati log P vrednost koja se najbolje korelise sa Ry’
vrednostima dobijenim za dati sistem.

Vrednosti statistiCkih parametara date u Tabeli 17 pokazuju da je najbolje
slaganje ostvareno izmedu Ry vrednosti i izraCunatih log P vrednosti kada se

tetrahidrofuran koristi kao organska komponenta mobilne faze na CN stacionarnoj fazi
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(srednja vrednost retencionog koeficijenta je r = 0,900), dok je najloSije slaganje
dobijeno za sistem MeOH/voda (r = 0,728).

Cilj ispitivanja veze izmedu eksperimentalno odredenih i izra¢unatih parametara
lipofilnosti je pronalaZenje jednaCine koja bi se mogla koristi za predvidanje
hromatografskog ponasanja novih jedinjenja, strukturno slicnih ispitivanim
N-supstituisanim 2-alkiliden-4-oksotiazolidinima.

Poredenje statistiCkih parametara datih u Tabeli 16 (r, SE i F vrednosti) ukazuje
da najveéi stepen podudarnosti postoji izmedu Ry’ vrednosti dobijenih za sistem
MeOH/voda i izra¢unatih Alog Ps vrednosti (r = 0,901; F = 90,733), kao i R’
vrednosti dobijenih za sistem THF/voda i izra¢unatih Clog P vrednosti (r = 0,898; F =
87,808). Alog Ps vrednosti se najbolje koreli$u sa Ry’ vrednostima koje su odredene za
CN stacionarnu fazu pri upotrebi tetrahidrofurana kao organskog modifikatora (r =
0,946; F = 178,901). Vrednosti statistickih parametara za ove korelacije pruzaju priliku
da se jednacine koje opisuju ove zavisnosti koriste kao modeli za predvidanje retencije
novih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina. Kako su vrednosti statistickih parametara date za
jednacine (35) i (64) slicne, odluceno je da sistem THF/voda na obe stacionarne faze
bude sistem izbora pri daljim, detaljnijim proucavanjima odnosa izmedu strtukture i

retencije kongenernih 4-oksotiazolidina.
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Tabela 16. Korelacije izmedu Ry vrednosti dobijenih primenom

modifikatora na RP-18 stacionarnoj fazi i izra¢unatih log P vrednosti

tri organska

Rw’ = f(log P) Modifikator Jednacina r SE F
Rw° = f(Alog Ps) MeOH Rw® = 0,621 + 0,869-Alog Ps (35) 0,901 0,426 90,733
ACN Rw° = 1,085 + 0,354-Alog Ps (36) 0,842 0,232 51,040
THF Rw° = 1,339 + 0,406:Alog Ps (37) 0,762 0,352 29,046
Rv’ = f(AClog P) MeOH Rw° = 0,566 + 0,902-AClog P (38) 0,848 0,522 53,549
ACN Rv° = 0,998 + 0,400-AClog P (39) 0,861 0,218 60,137
THF Rm’ = 1,201 + 0,476-AClog P (40) 0,810 0,318 40,208
Rw’ = f(ABlog P) MeOH Rw’ = 1,129 + 0,643-ABlog P (41) 0,782 0,641 32,988
ACN Rw’ = 1,291 + 0,264-ABlog P (42) 0,736 0,291 24,829
THF Rm’ = 1,510 + 0,334-ABlog P (43) 0,735 0,368 24,704
Rv° = f(Milog P) MeOH Rw° = 0,956 + 0,854-Milog P (44) 0,884 0,460 74,983
ACN Rv’ = 1,266 + 0,326 Milog P (45) 0,838 0,235 49,378
THF Rw° = 1,530 + 0,382-Milog P (46) 0,716 0,379 22,080
Rw° = f(Alog P) MeOH Rw’ = 0,881 + 0,747-Alog P (47) 0,803 0,587 38,071
ACN Rw’ = 1,119 + 0,340-Alog P (48) 0,772 0,273 31,020
THF Rv’ = 1,281 + 0,435-Alog P (49) 0,846 0,290 52,732
Rv° = f(Mlog P) MeOH Rv° = 1,075 + 0,876:Mlog P (50) 0,865 0,493 62,555
ACN Rv° = 1,329 + 0,323-Mlog P (51) 0,730 0,293 24,017
THF Rv° = 1,593 + 0,386:Mlog P (52) 0,690 0,393 19,103
Ry’ = f(log Pkowwin) MeOH Ry’ =1,701 + 0,571-log Pxowwin  (53) 0,784 0,611 33,487
ACN Rv’ = 1,519 + 0,240-log Pxowwin  (54) 0,756 0,281 28,084
THF Rm’ = 1,749 + 0,339-log Pkowwin  (55) 0,843 0,293 51,404
Rv° = f(Xlog P2) MeOH Rv’ = 1,122 + 0,694-Xlog P2 (56) 0,873 0,479 67,452
ACN Rw’ = 1,356 + 0,251-Xlog P2 (57) 0,723 0,296 23,046
THF Rv’= 1,638 + 0,293-Xlog P2 (58) 0,667 0,405 16,858
Rv° = f(Xlog P3) MeOH Rw°= 0,908 + 0,785-Xlog P3 (59) 0,853 0,514 55,893
ACN Rw’= 1,234 + 0,306-Xlog P3 (60) 0,761 0,279 28,884
THF Rw’= 1,470 + 0,370-Xlog P3 (61) 0,728 0,372 23,680
Rv’ = f(Clog P) MeOH Ry’ = 1,085 + 0,672-Clog P (62) 0,734 0,668 24,532
ACN Rw’= 1,141 + 0,340-Clog P (63) 0,851 0,226 54,959
THF Rw’= 1,268 + 0,454-Clog P (64) 0,898 0,239 87,808

®Fiit. (@=0,05; v = 1,v2=21) = 4,325
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Tabela 17. Korelacije izmedu Ry vrednosti dobijenih primenom tri organska

modifikatora na CN stacionarnoj fazi i izracunatih log P vrednosti

Ry’ = f(log P) Modifikator Jednatina r SE F
Ru’ = f(Alog Ps) MeOH Rum’ = 0,370 + 0,655-Alog Ps (65) 0,771 0,552 30,727
ACN Rv’ = 0,752 + 0,487-Alog Ps (66) 0,831 0,333 46,846
THF Ru’ = 1,522 + 0,626-Alog Ps (67) 0946 0,219 178,901
Ru’ = f(AClog P) MeOH Rm’ = 0,264 + 0,714-AClog P (68) 0,761 0,562 28,958
ACN Rum’ = 0,626 + 0,554-AClog P (69) 0,855 0,310 57,091
THF Rv’ = 1,415 + 0,685-AClog P (70) 0,938 0,235 152,689
Ru’ = f(ABlog P) MeOH Rm’ = 0,714 + 0,507-ABlog P (71) 0,699 0,610 20,091
ACN Rm’ = 1,021 + 0,371-ABlog P (72) 0,742 0,401 25,665
THF Rv’ = 1,810 + 0,503-ABlog P (73) 0,891 0,306 81,323
Ru’ = f(Milog P) MeOH R’ = 0,722 + 0,592 Milog P (74) 0,695 0,623 19,674
ACN Rv’ = 0,966 + 0,467-Milog P (75) 0,795 0,363 36,170
THF Rum’ = 1,801 + 0,598-Milog P (76) 0902 0,292 91,655
Rum’ = f(Alog P) MeOH R’ = 0,387 + 0,651-Alog P (77) 0,793 0,528 35,596
ACN Ru’ = 0,731 + 0,500-Alog P (78) 0882 0,282 73,854
THF Rv’ = 1,605 + 0,591-Alog P (79) 0,924 0,258 122,955
Ru’ = f(Mlog P) MeOH Rm’ = 0,798 + 0,611-Mlog P (80) 0,685 0,631 18,579
ACN Rv’ = 1,052 + 0,467-Mlog P (81) 0,758 0,390 28,323
THF R’ = 1,854 + 0,632-Mlog P (82) 0910 0,280 100,778
Rv’ = f(log Pkowwin) ~ MeOH Ry’ = 1,120 + 0,483log Pcowwin ~ (83) 0,753 0,570 27,494
ACN Rv’ = 1,295 + 0,370-log Pcowwin ~ (84) 0,837 0,327 49,094
THF Rv’ = 2,292 + 0,422 log Pkowwin ~ (85) 0,845 0,361 52,286
Ru’ = f(Xlog P2) MeOH R’ = 0,878 + 0,460-Xlog P2 (86) 0,657 0,653 15,986
ACN R’ = 1,093 + 0,361-Xlog P2 (87) 0,748 0,397 26,639
THF Ry’ = 1,920 + 0,484-Xlog P2 (88) 0,888 0,311 77,951
Ru’ = f(Xlog P3) MeOH Ru’= 0,661 + 0,289-Xlog P3 (89) 0,688 0,629 18,852
ACN Rum’= 0,930 + 0,435-Xlog P3 (90) 0,776 0,377 31,770
THF Ru’= 1,714 + 0,577-Xlog P3 (91) 0912 0,277 103,379
Ru’ = f(Clog P) MeOH Rum’= 0,468 + 0,631-Clog P (92) 0,782 0,540 33,114
ACN Rv’= 0,801 + 0,481-Clog P (93) 0,864 0,301 61,911
THF Rv’= 1,775 + 0,526-Clog P (94) 0,837 0,369 49,325

®Fiit. (@=0,05; v = 1,v2=21) = 4,325
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Kao §to je veé istaknuto, pored Ry vrednosti i drugi retencioni parametri (m, Co
i PC1) mogu da se koriste za opisivanje lipofilnosti. Korelacija Ry vrednosti i
izraCunatih log P vrednosti daje uvid koji hromatografski sistemi su najpodesniji za
odredivanje parametara lipofilnosti, pa su za poredenje sa izraCunatim log P
vrednostima kori§¢eni samo retncioni parametri dobijeni za sistem THF/voda na RP-18
i CN stacionarnoj fazi.

U Tabeli 18 predstavljeni su korelacioni koeficijenti za poredenje retencionih
parametara (m, Co i PC1) dobijenih primenom THF/voda mobilne faze na RP-18

stacionaranoj fazi sa izracunatim log P vrednostima.

Tabela 18. Korelacije izmedu izracunatih log P vrednosti i retencionih parametara

(m, Co i PC1) dobijenih za sistem THF/voda na RP-18 stacionarnoj fazi

m Co PC1
Alog Ps -0,737 0,753 0,798
AClog P -0,786 0,782 0,816
ABlog P -0,716 0,698 0,713
Milog P -0,696 0,709 0,738
Alog P -0,824 0,788 0,819
Mlog P -0,683 0,660 0,688
log Pkowwin  -0,828 0,794 0,821
Xlog P2 -0,652 0,653 0,684
Xlog P3 -0,715 0,699 0,723
Clog P -0,867 0,870 0,885

Vrednosti korelacionih koeficijenata date u Tabeli 18 govore da se m parametar,
odreden za sistem THF/voda na RP-18 stacionarnoj fazi, najbolje korelise sa Clog P
vrednostima (r = -0,867), bas kao $to se pokazalo i sa Ry” vrednostima (Tabela 16).
Takode, Cp i PC1 parametri se najbolje koreliSu sa Clog P vrednostima (r = 0,870 za Cy;
r = 0,885 za PC1). Medutim, iako je poredenje Ry vrednosti sa drugim retencionim
parametrima (m, Co i PC1) ukazalo da se oni mogu koristiti umesto Ry’ vrednosti
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(Tabele 13-15), koeficijenti korelacije dati u Tabelama 16 i 18 pokazuju da su ipak Ry’
vrednosti parametri koji najbolje definisu lipofilnost ispitivanih jedinjenja.

Koeficijenti korelacije koji opisuju odnos izmedu retencionih parametara (m, Co
i PC1) dobijenih primenom THF/voda mobilne faze na CN stacionaranoj fazi i
izraCunatih log P vrednosti dati su u Tabeli 19. Poredenje korelacionih koeficijenata sa
rezultatima u Tabeli 17 navodi na zaklju¢ak da se i parametar m u znacajnoj meri
koreliSe sa izracunatim log P vrednostima 1 da je najveci koeficijent korelacije dobijen
pri poredenju sa Alog Ps vrednostima, ba§ kao §to je slucaj i sa Ry’ vrednostima
dobijenim za primenjeni sistem. Koeficijenti korelacije dobijeni pri definisanju veze

izmedu Cop, odnosno PC1 i izraCunatih parametara lipofilnosti su zna¢ajno nizi.

Tabela 19. Korelacije izmedu rac¢unskih log P vrednosti i retencionih parametara (m, Co

i PC1) za sistem THF/voda na CN stacionarnoj fazi

m Co PC1
Alog Ps -0,942 0,825 0,825
AClog P -0,915 0,861 0,876
ABlog P -0,892 0,770 0,776
Milog P -0,904 0,782 0,788
Alog P -0,885 0,882 0,901
Mlog P -0,929 0,755 0,749
log Pkowwin -0,812 0,816 0,820
Xlog P2 -0,904 0,734 0,737
Xlog P3 -0,916 0,782 0,787
Clog P -0,771 0,888 0,899

Poredenje svih retencionih parametara sa izracunatim log P vrednostima dalo je
uvid u moguénost njithovog koriS¢enja za definisanje parametra lipofilnosti. Vrednosti
korelacionih koeficijenata izraCunatih pri ispitivanju odnosa izmedu retencionih
parametara dobijenih primenom sistema THF/voda na RP-18 stacionarnoj fazi i
izraCunatih parametara lipofilnosti govore da parametar Ry’ najpouzdanije odreduje

lipofilnost ispitivanih 4-oksotiazolidina. Iako je utvrdena linearna veza izmesu Ry’
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vrednosti i drugih retencionih parametara (m, Co i PC1), njihove loSije korelacije sa
izratunatim log P vrednostima pokazale su da ne mogu da se koriste umesto Ry’
vrednosti za definisanje lipofilnosti.

Sa druge strane za sistem THF/voda na CN stacionarnoj fazi utvrdeno je da
parametar m moZe biti upotrebljen umesto parametra Ry’ da bi se definisala lipofilnost
ispitivanih jedinjenja. Medutim, kako literaturni podaci favorizuju upotrebu Ry’
vrednosti, a imajuci i u vidu ipak neSto nize vrednosti koeficijenata korelacije kod
poredenja m i log P vrednosti, Ry’ vrednosti su koris¢ene u daljim QSRR
istrazivanjima.

Kako je utvrdeno da je uticaj stacionarne faze na retenciju ispitivanih jedinjenja
znacajan, u daljim QSRR analizama Ry° vrednosti dobijene za dva sistema, THF/voda

na RP-18 i na CN stacionarnoj fazi, su korelisane sa molekulskim deskriptorima.
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4.4 Modelovanje QSRR modela primenom hemometrijskih tehnika

Proucavanje odnosa izmedu strukture i1 retetencije ima za cilj pronalaZenje
matematiCckih modela koji se koriste da povezu molekulske deskriptore sa
hromatografskim ponaSanjem odabrane serije jedinjenja.

Hemometrijska obrada hromatografskih podataka moze otkriti bitne informacije
0 ispitivanim jedinjenjima (retenciju, fizicko-hemijska svojstva, relativnu biolosku
aktivnost), ali i o prirodi stacionarne faze na kojoj je vrSseno hromatografsko ispitivanje
(mehanizam hromatografskog odvajanja u datom hromatografskom sistemu,
kvantitativno poredenje retencionih svojstava dobijenih na razliitim stacionarnim
fazama, otkrivanje koji su strukturni deskriptori pogodni za predvidanje retencije)165.

Da bi se opisala veza izmedu retencije i strukture novosintetisanih
N-supstituisanih  2-alkiliden-4-oksotiazolidina osim jednostavne linearne regresije
(poglavlje 4.2) uporebljene su viSestruka linearna regresija i parcijalna regresija
najmanjih kvadrata. Cilj primene ove dve regresione analize bio je dobijanje modela
koji bi na najbolji nadin kvantitativno opisivali vezu izmedu Ry’ i molekulskih
deskriptora i koji bi se mogli koristiti za predvidanje retencije i lipofilnosti novih
strukturno sli¢nih jedinjenja.

Pre regresione analize podaci su podeljeni u dve grupe, na kalibracioni i test set,
a odabir jedinjenja u odredeni set izvrSen je nasumicno. Istrazivanja su pokazala da
veli€ina test seta utiCe na kvalitet modela 1 da je optimalna koli¢ina podataka koju treba
da sadrZi test set 15-40% podataka iz osnovnog seta’®**®’. U ovom radu test set je
obuhvatao priblizno 26% jedinjenja nasumi¢no odabranih iz osnovnog seta.
Kalibracioni set se sastojao od 17 jedinjenja (2, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 16, 17,
19, 20, 21, 22) koja su kori$¢ena za konstruisanje modela, dok je test set obuhvatao
preostalih 6 jedinjenja (1, 4, 6, 14, 18, 23) i koriS¢en je za proveru prediktivne moci

dobijenih matematickih modela.
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4.4.1 Visestruka linearna regresiona analiza, MLR

Visestruka linearna regresija je jedna od najces¢e primenjivanih hemometrijskih
tehnika u QSRR istrazivanjima’®. Prednost MLR metode je jednostavna interpretacija
rezultata, jer daje direktnu korelaciju zavisno promenljive od varijabli (koeficijenti uz
molekulske deskriptore govore o uticaju tih deskriptora na zavisno promenljivu). Sa
druge strane, ograni¢en broj nezavisnih varijabli (broj nezavisnih varijabli mora biti
manji od broja objekata) istice se kao glavni nedostatak MLR analize. Takode, bitan
nedostatak ove regresione analize je nemoguénost koris¢enja deskriptora Kkoji se
medusobno visoko koreliSu.

Da bi se smanjio pocetni broj deskriptora i olakSalo uspostavljanje korelacije
izmedu hromatografske retencije i molekulskih deskriptora izvrSena je njihova selekcija.
Prvi korak u selekciji deskriptora bio je eliminisanje deskriptora ¢ije su vrednosti
priblizno jednake za sva jedinjenja, jer takvi deskriptori nisu pruzali informaciju o
razlikama izmedu ispitivani 2-alkiliden-4-oksotiazolidina. Deskriptori zadrzani nakon
ovog koraka selekcije predstavljeni su u Tabeli P11 u Prilogu. Dalje, ispitivanjem
korelacije izmedu Ry’ vrednosti (dobijenih za sistem THF/voda na RP-18 i CN
stacionarnoj fazi) i molekulskih deskriptora utvrdeno je da se od svih izracunatih
deskriptora vrednosti log P najbolje koreli$u sa Ry (Clog P se najbolje korelie sa Ry°
(THF/voda: RP-18), dok se Alog Ps vrednosti najbolje koreli$u sa Ry (THF/voda:
CN)). Ovaj podatak je iskoris¢en u slede¢em koraku selekcije deskriptora. Naime,
proveravanjem korelacije izmedu deskriptora doSlo se do podataka kod kojih
deskriptora postoji visoka medusobna korelacija 1 svi deskriptori koji su pokazali visoku
korelaciju (r > 0,800) sa Clog P i Alog Ps vrednostima su eliminisani. 1z seta
deskriptora predstavljenog u Tabeli P11 u Prilogu eliminisani su slede¢i deskriptori:
SW, TE, BE, P i F. Korelaciona matrica molekulskih deskriptora zadrzanih nakon
selekcije, koji su koris¢eni pri MLR analizi, data je u Tabeli P12 u Prilogu. Pre MLR
analize, vrednosti molekulskih deskriptora su centrirane u odnosnu na srednju vrednost i
izvrSeno je skaliranje na jedini¢nu vrednost standardne devijacije.

Da bi se odabrao set molekulskih deskriptora koji ¢e dati model sa najboljom
prediktivnoscu, selekcija varijabli izvrSena je metodom postepene regresije. Statisticki

parametri koriS¢eni za proveru kvaliteta MLR modela bili su kvadrat korelacionog
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koeficijenta, R? standardna greska, SE, nivo znalajnosti, P, i Fischer-ova vrednost
znacajnosti, F, pri ¢emu je nivo prihvatljivosti za pojedina¢ne nezavisne promenljive
podeSen na 95%-tni nivo pouzdanosti. Ocena prediktivne mo¢ dobijenih MLR modela
bila je okarakterisana parametrima Ro,” i PRESS.

Regresione jednacine dobijene za zavisnost Rw° vrednosti, odredenih za sistem
THF/voda na RP-18 i CN stacionarnoj fazi, od molekulskih deskriptora date su u

Tabeli 20, a statisticki parametri koji opisuju date jednac¢ine prikazani su u Tabeli 21.

Tabela 20. Regresione jednadine koje definiSu odnos izmedu Ry’ vrednosti i

molekulskih deskriptora

Hromatografski sistem  Model Jednacdina
1 Rv° = 1,166 + 0,488-Clog P (95)
THF/voda
RP.18 s f 2 Rv’ = 2,847 + 0,455:Clog P - 0,647-SP (96)
-18 s.f.
3 Rm’ = 3,439 + 0,461-ClogP - 0,079-SP - 0,375-HBA (97)
4 Rv’ = 1,534 + 0,609-Alog Ps (98)
THF/voda
CNsf 5 Rw’ = 1,455 + 0,560-Alog Ps + 0,550-HBD (99)
s.f.
6 Rm’ = -0,480 + 0,574-Alog Ps + 0,563-HBD - 0,218:HOMO  (100)

Povecanje broja deskriptora u regresionoj jednaCini rezultuje boljim
prediktivnim karakteristikama modela, sto pokazuju i statisticki parametri dati u Tabeli
21. Medutim, uvodenjem prevelikog broja varijabli dobio bi se precenjeni model.
Imajuéi u vidu da je opste prihvaéeno da broj jedinjenja treba da bude najmanje pet puta
ve¢i od broja nezavisnih promenljivih'®?, regresione jednadine sa tri promenljive
(Tabela 20) mogu se koristiti za definisanje kvantitativne veze izmedu retencije i

strukture ispitivanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina.
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Tabela 21. Statisti¢ki parametri MLR modela

Model  Deskriptori p2 R® F PP R.° PRESS PRESS/SSY N°
1 Clog P 0,0000 0,834 75447 0,0000 0801 0,875 0,199 17
g Clog P 0,0000
S 2 0,0000 0,849 39,361 0,822 0,79 0,178 17
S o SP 0,2576
N
§J-° Clog P 0,0000
5 3 SP 0,0000 0,861 26,922 0,1841 0,839 0,731 0,161 17
[ad
HBA 0,3039
4 Alog Ps 0,0000 0,892 124,051 0,0000 0,879 0,782 0,121 17
[}
& Alog Ps 0,0000
® 5 0,0000 0,927 88,818 0,921 0,530 0,079 17
£ HBD 0,0217
c
§ Alog Ps 0,0000
g 6 HBD 0,0000 0,939 66,453 0,0158 0,935 0,445 0,065 17
o HOMO 0,1409

 Nivo znadajnosti jednadine (modela).
® Nivo znacajnosti pojedinaénih deskriptora.

¢ Broj jedinjenja u kalibracionom setu.

Regresione jednaine dobijene pri ispitivanju kvantitativne veze izmedu
retencije na RP-18 stacionarnoj fazi i deskriptora molekulske strukture ukazuju da je
Clog P deskriptor koji u najvecoj meri odreduje retenciju ispitivanih jedinjenja, jer je
primenom metode postepene regresije bas Clog P uklju¢en u jedno-parametarsku
jednacinu (Tabela 20, Model 1). Pored Clog P deskriptora, na retenciono ponasanje
ispitivanih jedinjenja na RP-18 stacionarnoj fazi uticu i deskriptor koji opisuje
sposobnost jedinjenja da bude akceptor vodoniéne veze (HBA) 1 parametar
rastvorljivosti (SP).

MLR modeli dobijeni pri poredenju retencije na CN stacionarnoj fazi sa
molekulskim deskriptorima potvrduju znacajan uticaj parametra lipofilnosti na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih jedinjenja. Prvi parametar uklju¢en primenom
metode postepene regresije bio je Alog Ps. Cinjenica da za oba proucavana
hromatografska sistema log P parametar u najvecoj meri odreduje retenciju ukazuje na
znacaj hidrofobnih interakcija izmedu ispitivanih jedinjenja 1 stacionarne faze. 1z
regresionih jednacina, kojima su predstavljeni Modeli 4 i 5 (Tabela 20) moze se videti

da su deskriptori od znacaja za definisanje retencije na CN stacionarnoj fazi i energija
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najvise popunjene molekulske orbitale (HOMO) i deskriptor koji opisuje sposobnost
jedinjenja da bude donor vodoni¢nih veza (HBD).

Regresione jednacine date u Tabeli 20 ukazuju da je samo parametar
lipofilnosti, log P, zajednicki deskriptor za sve MLR modele. Imajuéi u vidu da su
retencioni parametri koriS¢eni pri MLR analizi dobijeni primenom iste mobilne faze
(THF/voda), moze se zakljuéiti da su razlike u upotrebljenim stacionarnim fazama
odgovorne za selekciju razli¢itih deskriptora.

Vrednosti koeficijenata uz molekulske deskriptore govore o uticaju tih
deskriptora na retenciju ispitivanih jedinjenja, pa tako pozitivna vrednost koeficijenta
govori da sa povecanjem vrednosti datog molekulskog deskriptora dolazi do povecanja
Rwv° vrednosti.

Parametri lipofilnosti, Alog Ps i Clog P imaju pozitivne koeficijente
(Modeli 1-6), sto znaci da jedinjenja sa viSim log P vrednostima snaznije interaguju sa
nepolarnim stacionarnim fazama, $to za posledicu ima jacu retenciju, odnosno Ry’
vrednosti. Ovakav uticaj parametra lipofilnosti na retenciju je ocekivan, jer sa porastom
lipofilnosti raste i mogucnost uspostavljanja hidrofobnih interakcija izmedu jedinjenja i
stacionarne faze.

Pozitivan uticaj na retenciju na CN stacionarnoj fazi ima i HBD deskriptor, Sto
znaci da ¢e jedinjenja sa ve¢om sposobnos$c¢u da budu donori vodoni¢nih veza snaznije
interagovati sa CN stacionarnom fazom, koja ima dovoljnu elektronsku gustinu da
udestvuje u gradenju vodoni¢nih veza®. Na isti na¢in mogao bi se objasniti i negativan
uticaj HOMO energije na retenciju na CN stacionarnoj fazi. Jedinjenja sa nizom
vredno$¢u HOMO energije, koja je povezana sa jonizacionim potencijalom, su snaznije
vezana za CN stacionarnu fazu u odnosu na jedinjenja sa visim vrednostima HOMO
energije.

Negativne vrednosti koeficijenata koje stoje uz parametre SP i HBA ukazuju da
jedinjenja koja se slabije rastvaraju u vodi (nize SP vrednosti) i kod kojih nisu izrazene
sposobnosti da se ponaSaju kao akceptori vodoni¢nih veza (nize HBA vrednosti)
snaznije interaguju sa nepolarnom RP-18 stacionarnom fazom, Sto za posledicu ima jac¢u

retenciju.
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Uporedujuci statisticke parametre dobijene za Modele 1-3 (Tabela 21) moze se
zakljuciti da se sa uvodenjem novih deskriptora (HBA 1 SP) poboljSavaju statisticki
parametri koji opisuju date modele. Uvodenjem deskriptora koji opisuje sposobnost
ispitivanih  molekula da budu akceptori vodoni¢nih veza (HBA) 1 parametra
rastvorljivosti (SP) vrednost koeficijenta determinacije raste od R? = 0,834 (Model 1,
Tabela 21) do R? = 0, 861 (Model 3, Tabela 21).

Na sli¢an nacin, povecanje broja deskriptora u regresionim jednac¢inama koje
opisuju zavisnost retencije na CN stacionarnoj fazi od strukture ispitivanih jedinjenja
dovodi do poboljsanja statistiCkih parametara koji opisuju Modele 4-6 (Tabela 21). Sa
uklju¢ivanjem HOMO 1 HBD deskriptora u jednoparametarsku regresionu jednacinu
vrednost koeficijenta determinacije R? raste.

Na prediktivnu mo¢ modela ukazuju kvadrat korelacionog koeficijenta unakrsne
validacije, Re,’, vrednost parametra PRESS i koli¢nik PRESS/SSY. Da bi QSRR model
bio pouzdan koli¢nik PRESS/SSY bi trebalo da bude manji od 0,4'%®. Takode, vrednost
kolicnika PRESS/SSY koja je manja od 0,1 ukazuje da je postavljena jednacina
prihvatljiva.

Poredenjem statistickih parametara datih za Modele 3 i 6, koji ukljucuju tri
molekulska deskriptora moze se zakljuciti da su oba predlozena modela statisticki
znacajna. Oba modela imaju koli¢nik PRESS/SSY manji od 0,4, a Model 6 ima koli¢nik
PRESS/SSY manji od 0,1 te se moze smatrati veoma dobrim modelom. Takode, vrednost
kvadrata korelacionog koeficijenta unakrsne validacije za Model 6 (Rn? = 0,935)
pokazuju veoma dobru stabilnost prema varijaciji podataka u postupku unakrsne
validacije.

lako statisti¢ki parametri mogu posluZiti za opisivanje kvaliteta dobijenih MLR
modela, provera prediktivne moé¢i MLR modela izvrSena je primenom regresionih
jednacina na jedinjenja iz test seta. Regresione jednacine koje opisuju Modele 3 i 6 su
iskoris¢ene za izratunavanje Ry’ vrednosti za jedinjenja iz test seta, a onda je njihova
prediktivna mo¢ ispitina uporedivanjem sa ekspirimentalno dobijenim.

Statisticki parametri dobijeni za ispitivanje zavisnosti izmedu predvidenih i
cksperimentalno odredenih Ry° vrednosti prikazani su u Tabeli 22. Poredenjem
statistiCkih parametara moze se zakljuciti da je preiktivna mo¢ Modela 6 dobijenog za

retenciju na CN stacionarnoj fazi mnogo bolja u poredenju sa Modelom 3 koji opisuje
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zavisnost retencije na RP-18 stacionarnoj fazi od molekulskih deskriptora. Visoka
vrednost koeficijenta determinacije (R* = 0,935) i F-vrednosti (F = 57,082), te niske
vrednosti parametara PRESS (0,145) i koli¢énika PRESS/SSY ukazuju na dobru
prediktivnu mo¢ Modela 6.

Grafik zavisnosti Ry’ vrednosti predvidenih na osnovu Modela 3 (RP-18
stacionarna faza) od eksperimentalno odredenih Ry° vrednosti dat je na Slici 17. Na
Slici 18 predstavljena je graficka zavisnost Ry vrednosti dobijenih na osnovu Modela 6
(CN stacionarna faza) od Rm’ vrednosti eksperimentalno odredenih za dati

hromatografski sitem.

Tabela 22. Statisti¢ki parametri koji opisuju prediktivnu mo¢ modela

Test set Regresiona jednacina R? F R.? PRESS PRESS/SSY N°?
Model 3 Ry pred. =-1,195 + 0,922 Ry’eksp.  (101) 0,765 12,994 0,692 0,217 0,308 6
Model 6 Ry pred. =-1,195 + 0,922 Ry’eksp.  (102) 0,935 57,082 0,930 0,145 0,070 6

# Broj jedinjenja u test setu.
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4.4.2 Parcijalna regresija najmanjih kvadrata, PLS

Da bi se utvrdila kvantitativna veza izmedu retencije 1 strukture ispitivanih
jedinjenja sve ceSce se koristi PLS analiza, koja je u velikoj meri i potisnula MLR.
Prednosti PLS regresije u poredenju sa MLR metodom su sposobnost analize podataka
koji su kolinearni, pa nije neophodna selekcija varijabli, kao i moguénost upotrebe
neogranicenog broja deskriptora (broj deskriptora moze biti veci od broja objekata).

PLS analiza je primenjena na retencione podatke u okviru kalibracionog seta.
Rv° vrednosti odredene za dva hromatografska sistema (THF/voda na RP-18 i CN
stacionarnoj fazi) korelisane su sa molekulskim deskriptorima datim u Tabeli P11 u
Prilogu. Primenom unakrsne validacije metodom izostavljanja jednog objekta,
LOO-CV, izvrsena je kalibracija modela. Broj latentnih varijabli je odabran na osnovu
minimalne vrednosti RMSECV. Za oba PLS modela (dobijena za dva ispitivana
hromatografska sistema) minimalna vrednost RMSECV dobijena je za trikomponentni
model (tri latentne varijable). Statisticki parametri za dobijene PLS modele dati su u
Tabeli 23.

Tabela 23. Statisti¢ki parametri koji opisuju PLS modele dobijene za RP-18 i CN

stacionarnu fazu

R?Y Q% RMSEC RMSECV N
PLS Model 1 (RP-18) 0,939 0,774 0,138 0,265 17
PLS Model 2(CN) 0,975 0,930 0,103 0,173 17

Rezultati predstavljeni u Tabeli 23 su uporedivi sa statistickim parametrima koji
opisuju MLR modele dobijene za dva hromatografska sistema (Tabela 21).
Uporedujuci statisticke parametre dobijene za dva PLS modela moze se zakljuciti da je
statisticki zna&jniji model (vise vrednossti R%Y i QZY, te niZe vrednosti RMSEC i
RMESCV), baS kao i pri MLR analizi, dobijen pri upotrebi retencionih parametara
odredenih na CN stacionarnoj fazi. Grafici zavisnosti Ry’ vrednosti dobijenih na osnovu
PLS modela od eksperimentano odredenih Ry vrednosti (Slike 19 i 20), potvrduju

dobro uklapanje predlozenih modela u set podataka.
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Slika 19. Grafik zavisnosti Ry vrednosti predvidenih na osnovu PLS Modela 1 (RP-18)

od eksperimentalno odredenih
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Slika 20. Grafik zavisnosti Ry vrednosti predvidenih na osnovu PLS Modela 2 (CN)

od eksperimentalno odredenih
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Pri PLS modelovanju nezavisne varijable koje znaajno utiCu na vrednost
zavisno promenljive karakteriSe visoka vrednost regresionog koeficijenta, dok niska
vrednost regresionog koeficijenta ukazuje na mali doprinos predikciji odgovora.
Medutim, varijabla moze biti znacajna i za modelovanje matrice nezavisnih varijabli,
Sto se manifestuje visokom vrednoS¢u koeficijenata latentne varijable. Znafaj neke
nezavisne varijable u pogledu njenog uticaja na zavisnu varijablu ili varijansu nezavisno
promenljivih, izrazava se kroz vrednost koja definiSe koliko je varijabla znaCajna za
projekciju (engl. Variable Importance for the Projection, VIP). VIP vrednost se

izraCunava pomocu jednacine:

kzaAzl a)ak SSa
VIP, = |k T7a (103)
2.4 SS,

gde je k broj varijabli, wak je znacaj k-te varijable za glavnu komponentu a, A je ukupan
broj glavnih komponenti, a SS; je suma kvadrata objaSnjena pomocu glavne
komponente a*®.

Varjjable sa VIP vrednostima ve¢im od 1 smatraju se najrelevantnijim za
objasnjenje zavisno promenljive i varijanse nezavisno promenljivih'”®. Upravo se ova
Cinjenica koristi pri selekciji varijabli, odnosno definisanju nezavisnih varijabli koje
imaju najznacajniji doprinos predikciji zavisne varijable. Grafik zavisnosti VIP
vrednosti, dobijenih za PLS Model 1 (RP-18), od varijabli dat je na Slici 21, dok je
zavisnost VIP skorova, dobijenin za PLS Model 2 (CN), od nezavisnih varijabli
predstavljena na Slici 22. Molekulski deskriptori koji imaju najveéi uticaj na Ry’
vrednosti odredene na RP-18 stacionarnoj fazi su: Clog P, TE, BE, HOMO, R, P, HHB i
SW. Slika 22 pokazuje da su deskriptori koji u najve¢oj meri uti¢u na Ry° vrednosti
odredene na CN stacionarnoj fazi (VIP > 1): Alog Ps, TE, BE, R, P, HP, HHB, SW i
HSA. Porede¢i VIP vrednosti za deskriptore (Slike 21 i 22) moze se zakljuciti da se
najveci broj deskriptora sa VIP vrednostima ve¢im od 1 podudara za oba dobijena PLS
modela i da su od svih deskriptora parametri lipofilnosti, Clog P i Alog Ps, najznacajniji
(najvise VIP vrednosti) za oba PLS modela.
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Slika 21. Grafik zavisnosti VIP vrednosti za PLS Model 1 (RP-18) od varijabli
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Slika 22. Grafik zavisnosti VIP vrednosti za PLS Model 2 (CN) od varijabli




Rezultati i diskusija

Dok VIP vrednosti govore o doprinosu nazavisnih varijabli na predikciju zavisne
varijable, vrednosti korelacionih koeficijenata varijabli ukazuju da li nezavisno
promenljiva ima pozitivan ili negativan uticaj na zavisno promenljivu. Vrednosti
korelacionih koeficijenata varijabli u predlozenim PLS modelima date su na Slikama
23124,

Predznaci korelacionih koeficijenata deskriptora (Slike 23 i 24) pokazuju da
deskriptori imaju isti efekat na retenciju na obe stacionarne faze. Najveci pozitivan
uticaj na retencione parametre dobijene primenom oba ispitivana hromatografska
sistema (THF/voda na RP-18 i CN stacionarnoj fazi) imaju parametri lipofilnosti
(Clog P i Alog Ps), dok deskriptori povezani sa polarnim svojstvima jedinjenja imaju
najvisi negativan korelacioni koeficijent, tj. imaju najizraZeniji negativan uticaj na Ry’
vrednosti. Molekuli sa vecom tendecijom da formiraju vodoni¢ne veze (visok
korelacioni koeficijent za HHB deskriptor) i ve¢om energijom dipolnih interakcija medu
molekulima (visok korelacioni koeficijent za HP deskriptor) se slabije vezu na obe
stacionarne faze, Sto rezultuje slabijom retencijom na nepolarnim stacionarnim
fazama'". Sli¢an efekat na retenciju ispitivanih jedinjenja imaju i drugi deskriptori koji
opisuju elektronska svojstva molekula (TE, BE, SW i HOMO energija). Sa druge strane,
polarizabilnost (P) i refraktivnost (R) su molekulski deskriptori, koji zavise od
zapremine molekula 1 moguénosti preraspodele elektronske gustine, koji imaju
pozitivan efekat na retenciju u oba ispitivana hromatografska sistema, $to potvrduju
pozitivni koeficijenti na Slikama 23 i 24.
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Slika 23. Vrednosti korelacionih koeficijenata varijabli u PLS Modelu 1 (RP-18)
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Slika 24. Vrednosti korelacionih koeficijenata varijabli u PLS Modelu 2 (CN)
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Prediktivne sposobnosti dobijenih PLS modela proverene su na podacima iz test
seta. Statisti¢ki parametri koji opisuju prediktivnu mo¢ PLS modela su Rpreq® i RMSEP.
Ba$ kao 1 u slucaju MLR analize, prediktivna mo¢ PLS modela dobijenog za CN
stacionarnu fazu je veéa od modela dobijenog za RP-18 stacionarnu fazu (Rpres® = 0,870
i RMSEP = 0,153 za PLS Model 1 (RP-18); Rpreq® = 0,881 i RMSEP = 0,237 za PLS
Model 1 (CN)). Grafici zavisnosti Ry’ vrednosti, za kalibracioni i test set, od
eksperimentalno odredenih Ry’ vrednosti dati su na Slikama 25 i 26.

Statisticki parametri koji opisuju dobijene MLR 1 PLS modele pokazuju
znacajnu prediktivnu sposobnost. Poredenjem statistickih parametara koji opisuju MLR
I PLS modele moze se zakljuciti da MLR i PLS modeli, dobijeni za hromatografski
sitem THF/voda na CN stacionarnoj fazi, pokazuju bolju mo¢ predvidanja u odnosu na
modele dobijena za RP-18 stacionarnu fazu. Model sa najboljim statistickim
parametrima, koji bi mogao da se koristi za predvidanje retencije je MLR Model 6,

jednacina (100), gde je Rpreq® = 0,94.
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Slika 25. Grafik zavisnosti predvidenih Ry vrednosti za kalibracioni (e) i test set (V)

dobijenih na osnovu PLS Modela 1 od eksperimentalno odredenih
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Slika 26. Grafik zavisnosti predvidenih Ry vrednosti za kalibracioni (e) i test set (V)

dobijenih na osnovu PLS Modela 2 od eksperimentalno odredenih
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U okviru ovog istrazivanje ispitano je retenciono ponaSanje 23 N-supstituisana
2-alkiliden-4-oksotiazolidina u uslovima reverzno-fazne planarne hromatografije. Kao
stacionarne faze kori$¢eni su oktadecil-modifikovan (RP-18) i cijano-modifikovan (CN)
silika-gel. Dvokomoponentne smeSe vode i organskih rastvarac¢a (metanol, acetonitril i
tetrahidrofuran) upotrebljene su kao mobilne faze.

Poredenjem  retencionth  parametara  dobijenth  primenom  razlicitih
hromatografskih sistema utvrdeno je da na retenciju ispitivanih jedinjenja u uslovima
reverzno-fazne hromatografije uti¢u kako priroda stacionarne, tako i svojstva mobilne
faze. Hromatografsko ponaSanje ispitivanih jedinjenja u skladu je sa oc¢ekivanim u
reverzno-faznim uslovima. Sa povecanjem sadrzaja organske komponente u mobilnoj
fazi slabi retencija, tj. Rg vrednosti ispitivanih jedinjenja su vise §to je veca
koncentracija organskog modifikatora u binarnoj mobilnoj fazi. Analiza glavnih
komponenata primenjena na retencione podatke ukazala je na razlike izmedu
upotrebljenih hromatografskih sistema.

Retencioni podaci, dobijeni primenom razliCitih hromatografskih sistema,
upotrebljeni su za odredivanje parametara lipofilnosti (Rm’, m, Co i PC1). Pored
hromatografski odredenih parametara lipofilnosti (RMO, m, Co 1 PC1), lipofilnost
jedinjenja okarektirasana je i izraGunatim log P vrednostima.

Korelacija Ry° i log P vrednosti dala je uvid koji hromatografski sistemi su
najpodesniji za odredivanje parametara lipofilnosti, pa je na osnovu statistickih
parametara koji opisuju date korelacije sistem tetrahidrofuran/voda na obe stacionarne
faze (RP-18 i CN) odabran za detaljnije proucavanje odnosa strukture i retencije serije
2-alkiliden-4-oksotiazolidina.

lako je utvrdena linearna veza izmedu Ry° vrednosti i drugih retencionih
parametara (m, Co i PC1), ispitivanje korelacije izmedu ovih retencionih parametara i
log P vrednosti pokazalo je da se oni u manjoj meri korelisu sa izracunatim log P
vrednostima, te da ne mogu da se koriste umesto Ry’ vrednosti za definisanje
lipofilnosti.

Da bi se opisala veza izmedu retencije i strukture novosintetisanih
N-supstituisanih 2-alkiliden-4-oksotiazolidina osim jednostavne linearne regresije,
uporebljene su viSestruka linearna regresija (MLR) i parcijalna regresija najmanjih
kvadrata (PLS). Pomo¢éu MLR 1 PLS analize identifikovani su deskriptori koji u
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najve¢oj meri odreduju hromatografsko ponaSanje 2-alkiliden-4-oksotiazolidina u
ispitivanim hromatogratksim sistemima, a sve u cilju dobijanja matematickih modela
koji bi se mogli koristiti za predvidanje retencije 1 lipofilnosti novih strukturno sli¢nih
jedinjenja.

Kao najznacajniji deskriptor u svim MLR i PLS modelima izdvojio se parametar
lipofilnosti (Clog P i Alog Ps), koji je pozitivno korelisan sa retencijom ispitivanih
jedinjenja.

MLR analiza je pokazala da pored parametra lipofilnosti na retenciju na RP-18
stacionarnoj fazi utiCu i parametar rastvorljivosti (SP) i parametar koji ukazuje na
sposobnost ispitivanih jedinjenja da budu akceptori vodoni¢nih veza (HBA). Za razliku
od parametra lipofilnosti, molekulski deskriptori povezani sa polarno$¢u molekula (SP i
HBA) imaju negativan uticaj na retenciju ispitivanih jedinjenja, tj. sa povecanjem
vrednosti ovih deskriptora dolazi do smanjenja retencije ispitivanih jedinjenja na RP-18
stacionarnoj fazi.

Sa druge strane, MLR model dobijen pri poredenju retencionih parametara
odredenih na CN stacionarnoj fazi i molekulskih deskriptora, pored Alog Ps izdvaja kao
deskriptore od znacaja za definisanje retencije HBD (sposobnost jedinjenja da bude
donor vodoni¢nih veza) i HOMO (energija najvise popunjene molekulske orbitale).
Pozitivan uticaj HBD deskriptora na retenciju na CN stacionarnoj fazi pokazuje da
elektronska gustina na CN-grupama pruza moguénost gradenja vodoni¢nih veza, pa se
jedinjenja sa ve¢om sposobnos¢u doniranja vodoni¢nih veza snaZznije vezuju za CN
stacionarnu fazu.

Molekulski deskriptori koji su pri PLS regresiji izdvojeni kao bitni za retenciju
na obe stacionarne faze su sli¢ne prirode i imaju priblizno jednak uticaj na retenciju.
Pored parametara lipofilnosti, deskriptori izdvojeni kao znacajni za definisanje retencije
na obe stacionarn faze su: TE, BE, R, P, HHB i SW.

Prediktivna mo¢ svih MLR 1 PLS modela, predloZzenih za predvidanje retencije
strukturno sli¢nih 4-oksotiazolidina, proverena je pomocu test seta. StatistiCki parametri
koji opisuju zavisnost predvidenih od eksperimentalno odredenih parametara retencije

potvrdili su moguénost koriS¢enja ovih modela za procenu lipofilnosti sli¢nih jedinjenja.
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Tabela P1. Retencioni podaci za hromatografski sistem RP-18 / MeOH:voda

Jedinjenje 95%°? 90% 85% 80% 75% 70%
Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm
1 0,70 -0,37 0,60 -0,18 0,54 -0,07 0,42 0,14 0,30 0,37 0,16 0,72
2 0,75 -0,48 0,69 -0,35 0,62 -0,21 0,51 -0,02 0,40 0,18 0,24 0,50
3 0,74 -0,45 0,67 -0,31 0,61 -0,19 0,49 0,02 0,37 0,23 0,20 0,60
4 0,82 -0,66 0,79 -0,58 0,74 -0,45 0,65 -0,27 0,56 -0,10 0,44 0,10
5 0,63 -0,23 0,51 -0,02 0,44 0,10 0,30 0,37 0,23 0,52 0,12 0,87
6 0,74 -0,45 0,65 -0,27 0,59 -0,16 0,47 0,05 0,37 0,23 0,23 0,52
7 0,89 -0,91 0,84 -0,72 0,81 -0,63 0,74 -0,45 0,64 -0,25 0,72 -0,41
8 0,65 -0,27 0,56 -0,10 0,46 0,07 0,34 0,29 0,21 0,58 0,22 0,55
9 0,64 -0,25 0,59 -0,16 0,51 -0,02 0,43 0,12 0,30 0,37 0,18 0,66
10 0,37 0,23 0,30 0,37 0,20 0,60 0,12 0,87 0,07 1,12 0,04 1,38
11 0,42 0,14 0,35 0,27 0,24 0,50 0,19 0,63 0,14 0,79 0,14 0,79
12 0,60 -0,18 0,54 -0,07 0,43 0,12 0,33 0,31 0,26 0,45 0,22 0,55
13 0,74 -0,45 0,69 -0,35 0,64 -0,25 0,59 -0,16 0,50 0,00 0,50 0,00
14 0,80 -0,60 0,76 -0,50 0,70 -0,37 0,67 -0,31 0,59 -0,16 0,59 -0,16
15 0,79 -0,58 0,72 -0,41 0,65 -0,27 0,59 -0,16 0,48 0,03 0,51 -0,02
16 0,73 -0,43 0,70 -0,37 0,65 -0,27 0,59 -0,16 0,54 -0,07 0,44 0,10
17 0,79 -0,58 0,75 -0,48 0,70 -0,37 0,66 -0,29 0,61 -0,19 0,53 -0,05
18 0,79 -0,58 0,74 -0,45 0,71 -0,39 0,65 -0,27 0,59 -0,16 0,49 0,02
19 0,87 -0,83 0,86 -0,79 0,86 -0,79 0,81 -0,63 0,79 -0,58 0,76 -0,50
20 0,51 -0,02 0,60 -0,18 0,62 -0,21 0,40 0,18 0,41 0,16 0,29 0,39
21 0,52 -0,03 0,62 -0,21 0,63 -0,23 0,40 0,18 0,41 0,16 0,27 0,43
22 0,49 0,02 0,46 0,07 0,49 0,02 0,29 0,39 0,28 0,41 0,19 0,63
23 0,56 -0,10 0,52 -0,03 0,55 -0,09 0,35 0,27 0,36 0,25 0,26 0,45

% Procenat organskog modifikatora u mobilnoj fazi.
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Tabela P2. Retencioni podaci za hromatografski sistem RP-18 / ACN:voda

Jedinjenje 90%°? 80% 70% 60% 50%
Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm
1 0,75 -0,48 0,60 -0,18 0,38 0,21 0,29 0,39 0,21 0,58
2 0,84 -0,72 0,70 -0,37 0,51 -0,02 0,36 0,25 0,27 0,43
3 0,82 -0,66 0,70 -0,37 0,54 -0,07 0,38 0,21 0,25 0,48
4 0,89 -0,91 0,80 -0,60 0,59 -0,16 0,46 0,07 0,35 0,27
5 0,66 -0,29 0,56 -0,10 0,35 0,27 0,23 0,52 0,15 0,75
6 0,78 -0,55 0,69 -0,35 0,48 0,04 0,37 0,23 0,22 0,55
7 0,91 -1,00 0,89 -0,91 0,82 -0,66 0,69 -0,35 0,58 -0,14
8 0,79 -0,58 0,53 -0,05 0,33 0,31 0,18 0,66 0,07 1,12
9 0,75 -0,48 0,64 -0,25 0,48 0,04 0,33 0,31 0,22 0,55
10 0,45 0,09 0,34 0,29 0,22 0,55 0,14 0,79 0,07 1,12
11 0,52 -0,04 0,43 0,12 0,29 0,39 0,19 0,63 0,12 0,86
12 0,68 -0,33 0,58 -0,14 0,40 0,18 0,29 0,39 0,15 0,75
13 0,80 -0,60 0,74 -0,45 0,58 -0,14 0,50 0,00 0,34 0,29
14 0,86 -0,79 0,79 -0,58 0,68 -0,33 0,56 -0,10 0,40 0,18
15 0,86 -0,79 0,73 -0,43 0,58 -0,14 0,40 0,18 0,28 0,41
16 0,80 -0,60 0,76 -0,50 0,62 -0,21 0,43 0,12 0,32 0,33
17 0,87 -0,83 0,85 -0,75 0,74 -0,45 0,56 -0,10 0,41 0,16
18 0,85 -0,75 0,85 -0,75 0,73 -0,43 0,55 -0,09 0,40 0,18
19 0,95 -1,28 0,89 -0,91 0,81 -0,63 0,66 -0,29 0,55 -0,09
20 0,76 -0,50 0,67 -0,31 0,57 -0,12 0,40 0,18 0,27 0,43
21 0,76 -0,50 0,67 -0,31 0,57 -0,12 0,40 0,18 0,27 0,43
22 0,63 -0,23 0,55 -0,09 0,46 0,07 0,30 0,37 0,22 0,55
23 0,68 -0,33 0,61 -0,19 0,52 -0,04 0,38 0,21 0,27 0,43

% Procenat organskog modifikatora u mobilnoj fazi.
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Tabela P3. Retencioni podaci za hromatografski sistem RP-18 / THF:voda

Jedinjenje 85%° 80% 70% 60% 50%
Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm
1 0,92 -1,06 0,80 -0,60 0,61 -0,19 0,47 0,05 0,24 0,50
2 0,93 -1,12 0,82 -0,66 0,63 -0,23 0,47 0,05 0,25 0,48
3 0,93 -1,12 0,80 -0,60 0,61 -0,19 0,47 0,05 0,27 0,43
4 0,93 -1,12 0,79 -0,58 0,62 -0,21 0,49 0,02 0,28 0,41
5 0,87 -0,83 0,76 -0,50 0,59 -0,16 0,41 0,16 0,20 0,60
6 0,91 -1,00 0,80 -0,60 0,61 -0,19 0,47 0,05 0,29 0,39
7 0,97 -1,51 0,86 -0,79 0,74 -0,45 0,65 -0,27 0,49 0,02
8 0,90 -0,95 0,79 -0,58 0,48 0,03 0,38 0,21 0,11 0,91
9 0,93 -1,12 0,84 -0,72 0,65 -0,27 0,55 -0,09 0,36 0,25
10 0,90 -0,95 0,79 -0,58 0,63 -0,23 0,51 -0,02 0,28 0,41
11 0,95 -1,28 0,81 -0,63 0,69 -0,35 0,52 -0,03 0,25 0,48
12 0,91 -1,00 0,81 -0,63 0,67 -0,31 0,48 0,03 0,24 0,50
13 0,90 -0,95 0,79 -0,58 0,64 -0,25 0,49 0,02 0,27 0,43
14 0,93 -1,12 0,81 -0,63 0,67 -0,31 0,56 -0,10 0,36 0,25
15 0,91 -1,00 0,79 -0,58 0,63 -0,23 0,47 0,05 0,25 0,48
16 0,93 -1,12 0,89 -0,91 0,72 -0,41 0,54 -0,07 0,32 0,33
17 0,93 -1,12 0,90 -0,95 0,76 -0,50 0,58 -0,14 0,37 0,23
18 0,94 -1,19 0,91 -1,00 0,76 -0,50 0,61 -0,19 0,39 0,19
19 0,90 -0,95 0,84 -0,72 0,75 -0,48 0,64 -0,25 0,55 -0,09
20 0,90 -0,95 0,84 -0,72 0,73 -0,43 0,60 -0,18 0,44 0,10
21 0,90 -0,95 0,85 -0,75 0,72 -0,41 0,58 -0,14 0,45 0,09
22 0,90 -0,95 0,83 -0,69 0,71 -0,39 0,57 -0,12 0,45 0,09
23 0,89 -0,91 0,81 -0,63 0,70 -0,37 0,59 -0,16 0,45 0,09

% Procenat organskog modifikatora u mobilnoj fazi.
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Tabela P4. Retencioni podaci za hromatografski sistem CN / MeOH:voda

Jedinjenje 100%? 90 80 75 70 65 60
Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm
1 0,76 -0,50 0,71 -0,39 0,57 -0,12 0,47 0,05 0,34 0,29 0,24 0,50 0,10 0,95
2 0,79 -0,58 0,73 -0,43 0,61 -0,19 0,51 -0,02 0,36 0,25 0,28 0,41 0,10 0,95
3 0,80 -0,60 0,74 -0,45 0,63 -0,23 0,56 -0,10 0,41 0,16 0,31 0,35 0,12 0,87
4 0,76 -0,50 0,72 -0,41 0,61 -0,19 0,55 -0,09 0,46 0,07 0,37 0,23 0,21 0,58
5 0,79 -0,58 0,72 -0,41 0,61 -0,19 0,54 -0,07 0,38 0,21 0,30 0,37 0,13 0,83
6 0,80 -0,60 0,74 -0,45 0,64 -0,25 0,58 -0,14 0,47 0,05 0,37 0,23 0,16 0,72
7 0,82 -0,66 0,79 -0,58 0,75 -0,48 0,72 -0,41 0,66 -0,29 0,62 -0,21 0,46 0,07
8 0,78 -0,55 0,75 -0,48 0,53 -0,05 0,47 0,05 0,29 0,39 0,18 0,66 0,08 1,06
9 0,80 -0,60 0,76 -0,50 0,75 -0,48 0,70 -0,37 0,63 -0,23 0,55 -0,09 0,45 0,09
10 0,83 -0,69 0,78 -0,55 0,63 -0,23 0,57 -0,12 0,45 0,09 0,32 0,33 0,12 0,87
11 0,80 -0,60 0,72 -0,41 0,58 -0,14 0,53 -0,05 0,44 0,10 0,24 0,50 0,11 0,91
12 0,86 -0,79 0,81 -0,63 0,74 -0,45 0,69 -0,35 0,63 -0,23 0,51 -0,02 0,28 0,41
13 0,84 -0,72 0,81 -0,63 0,75 -0,48 0,71 -0,39 0,66 -0,29 0,57 -0,12 0,40 0,18
14 0,83 -0,69 0,82 -0,66 0,77 -0,52 0,74 -0,45 0,70 -0,37 0,62 -0,21 0,47 0,05
15 0,85 -0,75 0,81 -0,63 0,73 -0,43 0,70 -0,37 0,65 -0,27 0,54 -0,07 0,37 0,23
16 0,77 -0,52 0,73 -0,43 0,67 -0,31 0,63 -0,23 0,55 -0,09 0,46 0,07 0,36 0,25
17 0,81 -0,63 0,78 -0,55 0,68 -0,33 0,65 -0,27 0,59 -0,16 0,51 -0,02 0,37 0,23
18 0,82 -0,66 0,80 -0,60 0,72 -0,41 0,67 -0,31 0,62 -0,21 0,53 -0,05 0,37 0,23
19 0,80 -0,60 0,76 -0,50 0,71 -0,39 0,73 -0,43 0,70 -0,37 0,64 -0,25 0,59 -0,16
20 0,81 -0,63 0,79 -0,58 0,70 -0,37 0,65 -0,27 0,57 -0,12 0,47 0,05 0,30 0,37
21 0,88 -0,87 0,86 -0,79 0,80 -0,60 0,77 -0,52 0,74 -0,45 0,68 -0,33 0,55 -0,09
22 0,76 -0,50 0,71 -0,39 0,64 -0,25 0,61 -0,19 0,56 -0,10 0,45 0,09 0,28 0,41
23 0,80 -0,60 0,77 -0,52 0,73 -0,43 0,69 -0,35 0,61 -0,19 0,55 -0,09 0,44 0,10

% Procenat organskog modifikatora u mobilnoj fazi.
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Tabela P5. Retencioni podaci za hromatografski sistem CN / ACN:voda

Jedinjenje 70%° 60% 50% 45% 40%
Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm
1 0,78 -0,55 0,60 -0,18 0,36 0,25 0,19 0,63 0,16 0,72
2 0,79 -0,58 0,63 -0,23 0,36 0,25 0,22 0,55 0,19 0,63
3 0,80 -0,60 0,64 -0,25 0,37 0,23 0,23 0,52 0,19 0,63
4 0,79 -0,58 0,64 -0,25 0,42 0,14 0,27 0,43 0,24 0,50
5 0,76 -0,50 0,60 -0,18 0,34 0,29 0,19 0,63 0,17 0,69
6 0,79 -0,58 0,65 -0,27 0,39 0,19 0,24 0,50 0,20 0,60
7 0,89 -0,91 0,81 -0,63 0,65 -0,27 0,57 -0,12 0,53 -0,05
8 0,74 -0,45 0,56 -0,10 0,25 0,48 0,14 0,79 0,11 0,91
9 0,80 -0,60 0,66 -0,29 0,45 0,09 0,27 0,43 0,25 0,48
10 0,78 -0,55 0,63 -0,23 0,36 0,25 0,21 0,58 0,19 0,63
11 0,80 -0,60 0,67 -0,31 0,39 0,19 0,23 0,52 0,20 0,60
12 0,91 -1,00 0,80 -0,60 0,65 -0,27 0,48 0,03 0,40 0,18
13 0,83 -0,69 0,73 -0,43 0,56 -0,10 0,44 0,10 0,40 0,18
14 0,87 -0,83 0,77 -0,52 0,62 -0,21 0,51 -0,02 0,47 0,05
15 0,84 -0,72 0,72 -0,41 0,52 -0,03 0,37 0,23 0,33 0,31
16 0,82 -0,66 0,71 -0,39 0,52 -0,03 0,42 0,14 0,37 0,23
17 0,83 -0,69 0,74 -0,45 0,57 -0,12 0,45 0,09 0,41 0,16
18 0,88 -0,87 0,75 -0,48 0,56 -0,10 0,45 0,09 0,41 0,16
19 0,83 -0,69 0,8 -0,60 0,67 -0,31 0,62 -0,21 0,54 -0,07
20 0,86 -0,79 0,78 -0,55 0,62 -0,21 0,52 -0,03 0,44 0,10
21 0,92 -1,06 0,87 -0,83 0,74 -0,45 0,69 -0,35 0,66 -0,29
22 0,84 -0,72 0,72 -0,41 0,63 -0,23 0,51 -0,02 0,44 0,10
23 0,86 -0,79 0,78 -0,55 0,67 -0,31 0,54 -0,07 0,51 -0,02

% Procenat organskog modifikatora u mobilnoj fazi.
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Tabela P6. Retencioni podaci za hromatografski sistem CN / THF:voda

Jedinjenje 60% * 55% 50% 45% 40%
Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm Re Rwm
1 0,79 -0,10 0,63 -0,20 0,46 -0,34 0,24 -0,62 0,14 -0,85
2 0,82 -0,09 0,64 -0,19 0,45 -0,35 0,23 -0,64 0,14 -0,85
3 0,80 -0,10 0,65 -0,19 0,45 -0,35 0,23 -0,64 0,14 -0,85
4 0,78 -0,11 0,64 -0,19 0,47 -0,33 0,28 -0,55 0,19 -0,72
5 0,77 -0,11 0,62 -0,21 0,43 -0,37 0,24 -0,62 0,14 -0,85
6 0,79 -0,10 0,64 -0,19 0,47 -0,33 0,27 -0,57 0,18 -0,74
7 0,89 -0,05 0,80 -0,10 0,69 -0,16 0,53 -0,28 0,44 -0,36
8 0,78 -0,11 0,60 -0,22 0,39 -0,41 0,18 -0,74 0,11 -0,96
9 0,84 -0,08 0,70 -0,15 0,55 -0,26 0,35 -0,46 0,23 -0,64
10 0,85 -0,07 0,70 -0,15 0,52 -0,28 0,31 -0,51 0,22 -0,66
11 0,86 -0,07 0,71 -0,15 0,52 -0,28 0,32 -0,49 0,21 -0,68
12 0,85 -0,07 0,69 -0,16 0,50 -0,30 0,28 -0,55 0,19 -0,72
13 0,81 -0,09 0,69 -0,16 0,57 -0,24 0,43 -0,37 0,34 -0,47
14 0,81 -0,09 0,72 -0,14 0,62 -0,21 0,50 -0,30 0,41 -0,39
15 0,82 -0,09 0,68 -0,17 0,53 -0,28 0,39 -0,41 0,29 -0,54
16 0,81 -0,09 0,68 -0,17 0,56 -0,25 0,39 -0,41 0,30 -0,52
17 0,87 -0,06 0,76 -0,12 0,60 -0,22 0,42 -0,38 0,34 -0,47
18 0,85 -0,07 0,74 -0,13 0,60 -0,22 0,42 -0,38 0,33 -0,48
19 0,82 -0,09 0,75 -0,12 0,65 -0,19 0,54 -0,27 0,49 -0,31
20 0,88 -0,06 0,77 -0,11 0,63 -0,20 0,46 -0,34 0,34 -0,47
21 0,87 -0,06 0,77 -0,11 0,61 -0,21 0,41 -0,39 0,34 -0,47
22 0,88 -0,06 0,77 -0,11 0,64 -0,19 0,46 -0,34 0,36 -0,44
23 0,89 -0,05 0,79 -0,10 0,67 -0,17 0,51 -0,29 0,42 -0,38

% Procenat organskog modifikatora u mobilnoj fazi.
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Tabela P7. Parametri lipofilnosti, Cy i PC1, za RP-18 stacionarnu fazu

MeOH/voda ACN/voda THF/voda
Jedinjenje
0 PC1 Co PC1 Co PC1
1 0,852 0,590 0,735 0,627 0,632 0,903
2 0,813 0,121 0,672 0,035 0,626 0,806
3 0,825 0,280 0,684 -0,014 0,638 0,863
4 0,717 -0,837 0,622 -0,558 0,621 0,602
5 0,891 1,004 0,788 0,984 0,662 1,408
6 0,825 0,251 0,707 0,203 0,629 0,697
7 0,654 -1,672 0,725 0,355 0,493 -1,774
8 0,880 0,859 0,925 1,991 0,675 2,127
9 0,861 0,560 0,884 1,564 0,586 -0,130
10 0,989 1,811 0,763 0,861 0,612 0,706
11 0,985 1,449 0,634 -0,466 0,608 0,431
12 0,888 0,828 0,572 -0,974 0,617 0,277
13 0,740 -0,596 0,654 -0,250 0,618 0,199
14 0,665 -1,100 0,456 -1,905 0,578 -0,704
15 0,754 -0,581 0,779 1,172 0,618 0,603
16 0,729 -0,551 0,628 -0,421 0,570 -0,327
17 0,666 -0,987 0,558 -1,146 0,552 -0,758
18 0,691 -0,841 0,566 -1,064 0,541 -0,977
19 0,345 -2,243 0,462 -1,913 0,484 -1,914
20 0,849 0,166 0,673 0,000 0,562 -0,758
21 0,848 0,218 0,673 0,000 0,564 -0,733
22 0,942 0,829 0,766 0,657 0,565 -0,703
23 0,896 0,443 0,709 0,264 0,504 -0,843
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Tabela P8. Parametri lipofilnosti, Co i PC1, za CN stacionarnu fazu

Jedinjenje MeOH/voda ACN/voda THF/voda
0 PC1 Co PC1 Co PC1
1 0,777 1,464 0,569 1,176 0,516 1,173
2 0,753 1,255 0,559 1,014 0,513 1,190
3 0,733 0,987 0,555 0,959 0,515 1,190
4 0,728 0,650 0,543 0,688 0,510 0,856
5 0,747 1,089 0,574 1,204 0,520 1,277
6 0,717 0,655 0,551 0,876 0,510 0,912
7 0,538 -1,056 0,398 -1,191 0,430 -1,596
8 0,784 1,721 0,598 1,649 0,527 1,682
9 0,624 -0,809 0,536 0,586 0,488 0,174
10 0,731 0,865 0,562 1,042 0,492 0,396
11 0,737 1,181 0,549 0,870 0,491 0,373
12 0,579 -0,396 0,446 -0,739 0,498 0,650
13 0,582 -0,837 0,468 -0,370 0,470 -0,437
14 0,437 -1,200 0,429 -0,834 0,445 -1,048
15 0,612 -0,673 0,496 -0,002 0,482 -0,047
16 0,668 -0,140 0,484 -0,167 0,480 -0,144
17 0,630 -0,387 0,462 -0,440 0,463 -0,636
18 0,613 -0,547 0,463 -0,461 0,466 -0,557
19 0,434 -1,388 0,352 -1,310 0,418 -1,557
20 0,663 -0,155 0,449 -0,800 0,457 -0,857
21 0,459 -1,639 0,310 -1,953 0,463 -0,644
22 0,613 0,089 0,448 -0,722 0,453 -0,945
23 0,627 -0,729 0,417 -1,074 0,437 -1,405
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Tabela P9. Izrac¢unate log P vrednosti

Jedinjenje Alog Ps* AClog P* ABlog P> Milog P* Alog P* Mlog P* log Pxowwin® Xlog P2* Xlog P3* Clog P°

1

© 00 N o O b~ W N

B o o = e e O o
N P O ©W 00 N OO0 01 B W N +— O

23

3,19
3,00
2,68
2,07
3,25
2,24
0,90
3,80
2,39
3,56
3,36
3,35
1,14
0,72
1,49
1,47
1,76
1,49
0,14
2,17
2,12
1,86
1,35

3,18
2,86
2,99
2,20
2,89
2,19
0,76
3,74
2,41
3,09
3,38
3,20
1,38
0,82
1,38
1,81
1,49
1,63
0,83
1,70
1,83
2,02
1,03

2,87
3,31
4,00
1,29
3,19
2,40
1,73
3,86
131
3,21
2,89
4,02
1,12
0,73
1,71
1,20
1,64
2,33
-0,38
1,66
2,35
1,22
0,75

2,83
2,49
2,59
1,47
2,68
1,92
0,42
3,02
2,06
3,27
3,42
3,18
0,89
0,52
0,71
1,43
1,09
1,20
0,07
1,48
1,59
1,83
0,92

3,69
3,07
3,40
2,16
3,24
2,49
1,29
4,02
1,87
2,94
3,40
3,11
1,28
0,91
1,24
2,11
1,49
1,82
0,58
1,19
1,52
1,81
0,61

2,71
2,31
2,50
1,16
2,35
1,70
0,75
2,76
1,60
2,74
3,05
2,83
0,54
0,23
0,58
1,42
1,02
1,29
-0,47
1,48
1,71
1,86
0,80

2,98
2,41
2,81
0,36
3,06
2,17
0,15
3,43
-0,10
2,60
3,52
2,35
0,88
0,47
0,92
1,28
0,70
111
-1,34
0,24
0,64
0,81
0,00

3.27
2,69
2,99
1,44
2,88
2,08
0,61
3,43
2,17
3,60
4,00
3,72
0,66
0,37
0,52
1,57
0,98
1,28
0,27
1,70
2,01
2,29
1,09

3,23
2,72
3,12
1,60
2,79
2,10
0,76
3,45
2,01
3,20
3,63
3,52
1,01
0,61
0,83
1,73
1,22
1,62
0,11
1,63
2,03
2,14
1,01

3,46
2,83
3,15
1,55
3,51
2,65
0,86
4,13
131
3,06
2,83
3,11
1,93
1,41
2,02
2,24
1,60
1,92
0,32
1,10
1,34
1,06
0,43

a C - 155. b Sy .
log P vrednosti su izraunate primenom programa™; = Clog P vrednosti su izra¢unate primenom programa'.
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Tabela P10. Korelaciona matrica log P vrednosti

AlogPs AClogP ABlogP MilogP AlogP MlogP log Pkowwin XlogP2 Xlog P3 Clog P
Alog Ps 1
AClog P 0,962 1
ABlog P 0,869 0,842 1
Milog P 0,969 0,973 0,842 1
Alog P 0,901 0,956 0,874 0,914 1
Mlog P 0,956 0,942 0,880 0,976 0,910 1
log Prowwin 0,853 0,866 0,881 0,866 0,928 0,873 1
Xlog P2 0,956 0,953 0,843 0,992 0,897 0,989 0,851 1
Xlog P3 0,956 0,971 0,880 0,988 0,935 0,989 0,885 0,992 1
Clog P 0,827 0,862 0,865 0,815 0,928 0,796 0,948 0,776 0,829 1
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Tabela P11. Molekulski deskriptori kori§¢eni za multivarijantnu analizu

Jedinjenje Clog P Alog Ps TE BE HOF DM HOMO LUMO SA HE R P
1 3,46 3,19 -81896,21 -4135,26 20,81 2,59 -8,75 -0,65 423,50 -3,93 97,61 34,66
2 2,83 3,00 -86970,56 -4279,07 42,10 4,30 -8,89 -0,36 447,52 -6,55 101,05 36,01
3 3,15 2,68 -94157,67 -4842,70 28,66 4,22 -8,82 -0,37 518,76 -5,78 109,97 39,68
4 1,55 2,07 -59978,43 -2870,17 53,49 2,31 -8,90 -0,41 362,98 -6,83 68,80 24,93
5 3,51 3,25 -85334,21 -3566,32 -59,61 1,48 -9,03 -0,56 485,71 -2,97 86,80 31,93
6 2,65 2,24 -77501,30 -3595,31 -63,24 2,04 -8,86 -0,39 424,26 -2,73 79,27 29,31
7 0,86 0,90 -68025,34 -3101,89 -14,47 3,33 -8,67 -0,24 356,94 7,71 71,57 26,35
8 4,13 3,80 -110365,61 -5304,12 -32,76 3,05 -8,97 -0,75 465,22 -5,37 117,66 42,72
9 131 2,39 -75172,48 -3724,06 85,78 1,27 -8,66 -0,81 479,37 -6,61 87,45 31,60
10 3,06 3,56 -100527,62 -4419,56 -26,67 2,17 -8,64 -0,81 570,34 -2,37 105,45 38,60
11 2,83 3,36 -97072,81 -4971,70 70,55 2,89 -8,35 -0,27 490,15 -3,77 116,26 41,33
12 3,11 3,35 -109315,20 -5660,06 97,48 5,51 -8,16 -0,36 600,42 -4,41 128,62 46,35
13 1,93 1,14 -62125,09 -2675,40 -101,99 0,90 -8,95 -0,46 428,06 -1,53 55,01 21,48
14 1,41 0,72 -58533,78 -2395,83 -97,51 1,03 -8,97 -0,50 396,94 -1,84 50,51 19,65
15 2,02 1,49 -87041,23 -3602,76 -189,15 2,13 -9,06 -0,59 532,39 -2,89 70,56 27,71
16 2,24 1,47 -62924,82 -2931,91 -9,59 2,21 -8,81 -0,68 383,39 -2,56 68,86 25,00
17 1,60 1,76 -68017,87 -3094,42 -6,99 2,73 -8,92 -0,15 398,05 -5,13 72,30 26,35
18 1,92 1,49 -75206,15 -3659,21 -21,60 2,77 -8,76 -0,28 477,44 -4,35 81,22 30,02
19 0,32 0,14 -41006,77 -1666,55 23,36 2,26 -9,03 -0,53 322,36 -5,81 40,05 15,27
20 1,10 2,17 -83108,64 -3845,03 128,57 4,35 -8,62 -0,59 532,24 -4,89 90,95 33,02
21 1,34 2,12 -90295,09 -4407,99 115,80 3,87 -8,75 -0,48 614,49 -4,10 99,87 36,69
22 1,06 1,86 -78130,18 -3797,11 11,39 2,32 -7,79 -0,48 504,87 -2,21 87,51 31,66
23 0,43 1,35 -73623,02 -3144,91 39,59 2,19 -8,59 -0,59 523,49 -1,77 69,16 26,31
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Tabela P11. Nastavak

Jedinjenje HLB SP HD HP HHB HBA HBD WS ST HSA PSA
1 6,59 25,24 23,56 6,32 6,51 0,46 0,42 -2,95 47,67 4,06 43,70
2 10,00 25,70 23,79 6,26 7,42 0,70 0,69 -2,73 50,92 10,59 55,73
3 8,88 24,53 22,88 5,48 6,94 0,78 0,67 -3,77 48,40 10,84 55,73
4 11,56 26,23 23,08 9,76 7,76 0,33 0,23 -0,44 40,51 8,36 47,26
5 7,65 24,84 22,37 6,44 8,67 0,54 0,19 -2,56 36,31 8,31 52,93
6 8,92 24,02 21,69 6,12 8,31 0,54 0,23 -1,47 39,14 8,26 52,93
7 12,12 26,79 23,09 8,97 10,20 0,98 0,72 -0,46 65,72 9,33 69,72
8 7,67 24,16 22,37 5,15 7,53 0,80 0,42 -3,76 44,16 10,08 73,16
9 7,76 25,50 22,52 8,51 8,41 0,46 0,27 -0,57 36,21 7,68 52,19
10 591 24,58 22,05 6,11 8,99 0,68 0,23 -2,69 38,21 7,77 57,86
11 5,84 24,91 23,03 6,02 7,32 0,60 0,46 -3,09 31,59 8,25 48,63
12 6,56 24,35 22,52 5,33 7,56 0,91 0,71 -3,90 43,25 9,97 60,66
13 8,07 22,78 19,46 7,48 9,19 0,57 0,04 0,86 30,72 6,30 52,93
14 9,52 23,69 19,99 8,26 9,66 0,57 0,04 1,06 34,94 6,57 52,93
15 8,71 22,71 19,51 6,18 9,83 0,90 0,04 0,26 33,66 8,90 82,39
16 8,03 25,23 22,61 8,33 7,48 0,49 0,23 -0,42 44,49 6,10 43,70
17 11,18 25,80 22,94 8,21 8,50 0,72 0,51 -0,19 61,40 8,67 55,73
18 9,22 24,27 21,92 6,91 7,80 0,80 0,48 -1,23 57,01 8,63 55,73
19 13,42 27,53 21,40 14,49 9,46 0,35 0,05 2,09 35,69 6,63 47,26
20 8,36 25,26 22,43 7,43 8,93 0,77 0,31 -0,33 52,51 8,36 60,66
21 7,09 24,09 21,66 6,47 8,33 0,84 0,28 -1,37 46,71 8,66 60,66
22 5,81 24,79 22,16 7,52 8,19 0,53 0,04 -0,55 37,04 6,19 48,63
23 6,75 23,61 20,11 7,50 9,83 0,59 0,02 0,93 30,74 6,60 57,86
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Tabela P12. Korelacina matrica deskriptora koris¢enih u MLR analizi

Clog P Alog Ps HOF DM HOMO LUMO SA HE
Clog P 1
Alog Ps 0,827 1
HOF -0,701 0,274 1
DM -0,682 0,366 0,593 1
HOMO -0,160 0,223 0,471 0,332 1
LUMO 0,194 -0,219 0,057 0,338 0,104 1
SA -0,107 0,508 0,268 0,418 0,432 -0,202 1
HE -0,147 -0,076 -0,449 -0,456 0,132 -0,254 0,280 1
HLB 0,240 -0,595 -0,136 -0,030 -0,551 0,405 -0,730 -0,581
SP 0,062 -0,117 0,461 0,191 0,008 0,172 -0,545 -0,716
HD 0,677 0,532 0,575 0,506 0,228 0,198 -0,115 -0,643
HP 0,680 -0,722 0,069 -0,318 -0,211 0,024 -0,670 -0,271
HHB -0,414 -0,641 -0,388 -0,389 -0,197 -0,054 -0,110 0,195
HBA -0,258 0,149 -0,045 0,601 0,102 0,293 0,502 -0,156
HBD 0,354 0,437 0,386 0,744 0,135 0,479 0,080 -0,641
ST -0,708 -0,913 -0,255 -0,537 -0,233 -0,010 -0,451 0,184
HSA -0,642 -0,012 0,235 0,534 -0,051 0,459 -0,156 -0,588
PSA 0,152 0,340 0,128 0,612 -0,093 0,366 0,298 -0,528

129



Prilog

Tabela P12. Nastavak

HLB SP HD HP HHB HBA HBD ST HSA PSA
Clog P

Alog Ps

HOF

DM

HOMO

LUMO

SA

HE

HLB 1

SP 0,582

HD 0,061 0,670 1

HP 0,696 0,645 -0,103 1

HHB 0,314 -0,091 -0,665 0,415 1

HBA -0,079 -0,290 -0,017 -0,515 0,139 1

HBD 0,117 0,324 0,727 -0,355 -0,494 0,540 1

ST 0,472 0,075 -0,608 0,743 0,724 -0,327 -0,669 1

HSA 0,405 0,435 0,571 -0,038 -0,165 0,510 0,724 -0,198 1

PSA 0,202 0,017 0,278 -0,361 -0,115 0,649 0,636 -0,475 0,381 1
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Mpwunor 1.

U3jaBa o0 ayTopcTBY

MNoTnucaHu-a Nparana Y. Ja6uh

6poj ynuca ___[X 12/2007

UsjaBrbyjem
Aa je pOKTOpCKa AucepTaumja noa Hacnosom

YTBphuBate Bese usmefly CTpykType 1 peTeHuuje OKCoTUasoNuanHa NpUMeHoOM

MynTUBapujaHTHe aHanuse

® pesynraT CONCTBEHOr UCTpaxkmuBadkor paga,

* [fa npeasioxeHa aucepTauunja y LenvuH1 HU y aenosuma Huje 6una npeanoxexa 3a
Aobujare 6urno koje pAunnome npema CTYAVCKUM Nporpamuma  apyrux
BVCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

® [a Cy pe3ynTaTun KOPeKTHO HaBeaeHU U

* [ia HUAcam KpLuvMo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO MHTENEKTYyarHy CBOjUHY ApYrux
nvua.

Motnuc gokropaHaa

Gy o5

Y Beorpagy, 03.06.2013. roa.




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU LWITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme 1 npesume ayTtopa Oparana Y. 1abuh

Bpoj ynuca aX 12/2007

Ctyavjckun nporpam [loKTOp Xemujckmx Hayka

Hacnos paga YTephuBake Be3e U3MeRy CTPYKTYPE U peTeHLM|e 0KCoTMa3onuanHa

NPUMEHOM MYNTUBAPUjaHTHE aHanuse

MeHTOp ap XKusocnas Tewwuh

MoTnucanu Jparana [1abuh

usjaBrbyjeM fAa je LTamnaHa Bep3uja MOr [OKTOPCKOr paja WCTOBETHA EeneKTPOHCKOj
Bep3uju Kojy cam npepao/na 3a objaer-msame Ha noptany [ururanHor penosMtopujyma

YHuBep3uteta y Beorpapay.

[losBoraBam fga ce objaBe Moju NUYHU Nojaun BesaHn 3a Aobujare akagemckor 3Bama
[AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe U npesume, roguHa u Mecto poflewa 1 aatym oabpaHe

paga.

OBw Nn4YHKM noaaum mory ce o6jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHWUama gurutanHe 6Gubnuoreke, y

€nNeKTPOHCKOM kaTarnory v y nybnukaumjama YHueepsauteta y Beorpaay.

MoTnuc pokropaHpa

Y beorpagy, __03.06.2013. roa.
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuiiheky

Osnawhyjem YHuBepauteTcky OGubnuoTeky ,CBetosap Mapkosuh* pa y [urutanHu
penoauTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy noa
HacrnoBoM:

yTphuBatbe Bese u3meRly CTPYKType 1 peTeHLMje OKCoTUasonuanHa npumMeHom

MynTUBapujaHTHe aHanuse

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[incepTauujy ca CBUM NpUNosuma npeaao/na cam y enekTpoHCkoMm cdopmaty nNorogHoM 3a
TpajHO apXUBMpam-e.

Mojy AOKTOPCKYy AucepTauujy noxpareHy y OurutanHu penosvtopujym YHusepsuTeta y
Beorpafly MOry Aa KOpUCTe CBM KOjU MOLTYjY oppenbe cappxaHe y opabpaHom Tuny
nvueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oastyuuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HeKOMepLjanHo
@Ay‘ropcnao — HekoMepuwjanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLIMjanHO — AENUTN NOA UCTUM YCrioBAMA
5. AytopcTeo — 6e3 npepape
6. AyTOpCTBO — AenuTv NoA UCTUM yCrnosuma

(Monmmo Aa 3a0KpyXuTe Camo jeaHy Of LeCT noHyfeHnx NuLUeHUm, KpaTak onuc nuuUeHUn
Aart je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc goKTopaHaa

Y Beorpagy, _ 03.06.2013. roa.
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