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SAZETAK

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitano je retenciono ponaSanje liganada
imidazolinskih/a-adrenergickih receptora, liganada serotoninskih receptora i srodnih
jedinjenja. Obe grupe ispitivanih jedinjenja osnovnim ili sporednim mehanizmima deluju na
centralni nervni sistem. Retencione karakteristike odabranih jedinjenja su ispitane primenom
hromatografije hidrofilnih interakcija (HILIC), reverzno-fazne te¢ne hromatografije (RP-LC)
i superkriti¢ne fluidne hromatografije (SFC) na polarnim stacionarnim fazama.

Proces istrazivanja obuhvatio je karakterizaciju retencionih mehanizama primenom linearnih
retencionin modela i procenu uticaja ukupne polarnosti mobilne faze na retenciono
ponasanje. Uvedeni su novi parametri retencije i formirani modeli za predvidanje retencionog
ponasanja na mixed-mode stacionarnoj fazi u odnosu na fizicko-hemijske osobine ispitivanih
jedinjenja, kao i karakteristike mobilne faze. U hromatografskim sistemima u kojima dolazi
do smene izmedu HILIC i RP retencionih mehanizama, predlozene Su nove jednaline za
definisanje i predvidanje vrednosti prevojne tacke. Parametri retencije su detaljno ispitani u
SFC i HILIC sistemima, i izdvojene molekulske osobine sa najve¢im uticajem na retencioni
mehanizam. Takode, u SFC-u je primenjena metodologija eksperimentalnog dizajna za
definisanje retencionih karakteristika.

Formirani modeli omoguéuju pouzdano predvidanje retencionog ponasanja
novosintetisanih liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i strukturno srodnih
jedinjenja u razli¢itim hromatografskim uslovima. Dobijeni rezultati su pokazali da se
testirani hromatografski sistemi mogu uspesno primeniti u farmaceutskim ispitivanjima.

Kljuéne reéi: ligandi imidazolinskih receptora, ligandi serotoninskih receptora, centralni
nervni sistem, HILIC, RP-LC, SFC, prevojna tacka, retencioni mehanizmi

Naucéna oblast: Farmacija

UZa naucna oblast: Farmaceutska-medicinska hemija i strukturna analiza
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MODELING THE RETENTION BEHAVIOUR OF IMIDAZOLINE AND
SEROTONIN RECEPTOR LIGANDS AND THEIR RELATED
COMPOUNDS UNDER THE DIFFERENT CHROMATOGRAPHIC
CONDITIONS

RESUME

In this doctoral dissertation, retention behaviour was investigated of imidazoline/a-
adrenergic receptor ligands, serotonin receptor ligands and their related compounds. Both
groups of investigated compounds exert an effect on central nervous system by the primary or
secondary mechanism. Retention characteristic of the selected compounds on polar stationary
phases was examined for hydrophilic interaction chromatography (HILIC), reversed-phase
liquid chromatography (RP-LC), and supercritical fluid chromatography (SFC).

The research included characterization of retention mechanisms with use of the linear
retention models and an assessment of the influence of total polarity of mobile phase on
retention behaviour. Novel retention parameters were introduced and models were deviced to
predict retention behaviour in the mixed-mode chromatography systems, taking into the
account physico-chemical properties of tested compounds and mobile phase characteristics.
The turning point was defined for chromatographic systems characterizing with the bimodal
HILIC/RP retention mechanisms and novel equations were proposed for prediction of the
turining point values. Retention behaviour was investigated under the HILIC and SFC
conditions, and the most important molecular properties governing retention were selected. In
the case of SFC, the experimental design methodology was also applied to describe analyte
retention.

The proposed models allow a reliable prediction of retention behaviour for the newly
synthesized imidazoline and serotonin receptors ligands and their structurally related
compounds. The obtained results show that the investigated chromatographic systems can
successfully be applied to pharmaceutical investigations.

Keywords: imidazoline receptor ligands, serotonin receptor ligands, central nervous system,
HILIC, RP-LC, SFC, turining point, retention mechanisms

Scientific field: Pharmacy

Scientific subfield: Pharmaceutical-medicinal chemistry and structural analysis
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MOIEJUPOBAHUE YJIEPKUBAHUSA JIMT'TAHA/IOB
NMHUIA3ZOJIMHOBBIX U CEPOTOHUHOBBIX PELHEIITOPOB "
POJICTBEHHBIX COEJJMHEHWH B PA3JIMYHBIX
XPOMATOI'PAOUYECKHUX YCJIOBUAX

PE3IOME

B 10l nmokTopckoil auccepranuy OBLIO MCCIEIOBAHO YIACPKHBAHHUE JIMTAHIOB
MMUJIA30JIMHOBBIX / 0-apEHEPTUYECKUX PELENTOPOB, JINTAHI0B CEPOTOHUHOBBIX PELIEIITOPOB
U POJCTBEHHBIX coefauHeHuil. OO0e Tpymmbl TECTUPYEMBIX COCAWHEHHH JAEHCTBYIOT Ha
LUEHTPAJbHYIO HEPBHYIO CHCTEMY IO OCHOBHBIM WM BTOPUYHBIM MEXaHH3MaM.
XapaKTepUCTUKU yJePKUBaHUS BHIOPAHHBIX COCAMHEHUI OBLTH MCCIEIOBAHHU C IMTOMOIIBIO
xpomarorpaduu ruapoduasrHoro B3ammoxeictBus (XWJIMK), oOpamenHoit ¢a3oBoi
KuaKocTHOM xpomarorpapuu (OP-KX) u cBepxkputhHueckoi QuironHOM Xxpomarorpapuu
(COX) Ha mONSAPHBIX HETIOABIKHBIX (ha3ax.

OcHOBHBIE 3Tanbl HUCCIEAOBAHUS BKJIIOYAIM NPUMEHEHUE JMHEHHBIX MOJEIECH W OLEHKY
BIUSHUSL OOIIEH MOJIIPHOCTH MOJBMXKHOW (a3bl Ha ynepkuBanue. HoBble mapamerpsl U
chOpMHUPOBAHBI MOJICIN OBUTH BBEJCHBI I TIPOTHO3UPOBAHMSI YICP)KUBAHKS B CMEIIAHHON
CTallMOHapHOW (as3e, B 3aBUCUMOCTH OT (PU3UKO-XMMHUYECKUX CBOMNCTB TECTHUPYEMbBIX
COCMHEHUI W XapaKTepHCTUKU TOABIKHOW (a3pl. B XxpomaTtorpadumueckux cucreMax B
koTopbix MeHstoTcss XWJIMK u O® MexaHu3mbl yIep>KUBaHUS, HOBbIE ypaBHEHUS ObLIN
CHENaHbl JUIsl ONPEAECIEHUs U MPOTHO3UPOBAHUS 3HAYEHHUsI TOBOPOTHOM TOYKHU. [Tapamerpsl
ynepxuBanus B cucreMax XWJIMK u C®OX neranbHO HCCIEIOBaHbl C BBIIEIECHBIEM
MOJICKYJIIPHBIX CBOMCTB OKa3bIBAIOIIME HAMOOJbBINEE BIMSHUE Ha MEXAHU3M YICPKUBAHUSI.
Kpome Toro, utoOwl omucate ynepxkuBanue B CDX, Oblia MpUMEHEHa M METOJOJOTHUS
JKCIEPUMEHTAIBHOIO IU3aiiHa.

Hpele'IO)KeHHI)IC YpaBHCHUA IMO3BOJIAIOT HAACKHO IPOTHO3UPOBATH XAPAKTCPHUCTUKH
YACPIKUBAHUSA IJII HOBBIX JIMTAHAAX HWMHIA30JIMHOBBIX W CCPOTOHHUHOBBIX PCELEITOPOB U
CTPYKTYPHO POACTBCHHBIX COCAMHCHUAX B PaA3JTIUYHBIX XpOMaTOFpa(i)I/I‘IGCKI/IX YCJI0BUAX.
HOJ'Iy‘ICHHI)Ie pE3yJIbTAaThl IIOKa3aji, YTO HCIBbITAHHBIC XpOMaTOFpaq)I/I‘leCKI/IC CHUCTCMBI
MOTYT YCHICIIHO MPUMCHATHCA B q)apMaHGBTI/I‘-IGCKI/IX OeIax.

KuroueBble ciioBa: nurasabl WMHIA30JMHOBBIX PELENTOPOB, JIMTAHAbl CEPOTOHUHOBBIX
peuenTopoB, LeHTpainbHas HepBHas cuctema, XMIJIMK, O®-XKXX, COX, Touka MOBOpPOTA,
MEXaHU3MBbI YAEPKUBAHUS

Obaactp Hayku: Papmarus

Y3kas HaydyHast oOJuactb: dapManeBTHUecKas-MEOUIMHCKAsd XHMHS M CTPYKTYPHBII
aHanu3
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LISTA SKRACENICA:

AQ-HILIC (Aqueous Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography): vodeni uslovi u
hromatografiji hidrofilnih interakcija

ATP (Adenosine Triphosphate): adenozin trifosfat

CCD (Central Composite Design): centralni kompozitni dizajn

CNS (Central Neural System): centralni nervni sistem

DoE (Design of Experiments): dizajn eksperimenata

DA (Dopamine): dopamin

FFD (Full Factorial Design): potpuni faktorski dizajn

FrFD (Fractional Factorial Design): frakcioni faktorski dizajn

HPLC (High Performace Liquid Chromatography): visokoefikasna te¢na hromatografija
HILIC (Hydrophilic Intercation Liquid Chromatography): hromatografija hidrofilnih
interakcija

HF (Hartree Fock): metoda optimizacije molekulske strukture

5-HT (5-Hydroxy Tryptamine): 5-hidroksitriptamin, serotonin

LSER (Linear Solvation Retention Relationship): model linearne veze retencije i
solvatacione energije

LSS (Linear Solvent Strenth): model linearne veze retencije i elucione snage rastvaraca
MAO (Monoamine Oxidase): monoamino oksidaza

MLR (Multilinear Regression): visestruka linerana regresiona analiza

MS (Mass Spectrometry): masena spektrometrija

NA-HILIC (Non-Aqueous Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography): nevodeni
uslovi u hromatografiji hidrofilnih interakcija

PAC (p-aminoclonidine): p-aminoklonidin

PCA (Parcial Component Analisis): analiza glavnih komponenti

PM3 (Parametrized Model 3): metod optimizacije

RP-LC (Reversed Phase Liquid Chromatography): reverzno-fazna te¢na hromatografija
RMSEE (Root Mean Square Error of Estimation): srednja kvadratna greska procene
RMSEP (Root Mean Square Error of Prediction): srednja kvadratna greska predvidanja
QSRR (Quantitative-Structure Retention Relationship): kvantitativna veze izmedu
strukture i retencije

SFC (Supercritical Fluid Chromatography): superkriti¢na fluidna hromatografija

SVM (Support Vector Machine): metoda podrzavajucih vektora

TLC (Thin Layer Chromatography): hromatografija na tankom sloju

UV (Ultraviolet): spektrofotometrija u ultraljubicastoj oblasti
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Ligandi o-adrenergickih/imidazolinskih i serotoninskih receptora predstavljaju znacajnu
grupu jedinjenja, koja osnovnim ili sporednim mehanizmima postize odgovarajuc¢i farmakoloski
efekat na centrani nervni sistem (CNS). Ligandi a-adrenergic¢kih/imidazolinskih receptora su
derivati parcijalno hidriranog imidazolovog heterociklusa kao npr. derivati 2-metilenimidazolina
(primenjuju se u terapiji hipertenzije, alergijskog konjuktivitisa, nazalne kongestije), 2-
aminoimidazolina (primenjuju se u terapiji hipertenzije, glaukoma, poremecaja paznje kod dece,
multiple skleroze, spinalne analgezije), 2-aril(alkil)imidazolina (primenjuju se kao nazalni
dekongestivi) i derivati amidina/gvanidina (primenjuju se u terapiji hipertenzije, sréane
insuficijencije, dijabetesa) [1-3].

.....

depresije, manije i drugih udruZenih stanja. U istoj farmakoloSkoj grupi, uoCava se hemijska
raznolikost koja uti¢e na biofarmaceutske osobine kao Sto su lipofilnost, stepen jonizacije,
rastvorljivost, permeabilnost i brzina rastvaranja [4-8]. Modelovanje retencionog ponasanja
liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u razli¢itim hromatografskim
sistemima omogucilo bi predvidanje retencionih karakteristika, ali i in vitro i in vivo karakterizaciju
biofarmaceutskih/farmakokineti¢kih osobina novosintetisanih molekula sa dejstvom na CNS.

1. 1. Imidazolinski receptori

Istrazivanja mehanizma centralnog antihipertenzivnog dejstva klonidina su dovela do
definisanja koncepta imidazolinskih receptora. Nekoliko studija je pokazalo da su pored aktivacije
ap-adrenergickih receptora, za hipotenzivni efekat klonidina odgovorni i drugi farmakoloski
mehanizmi [1-3]. Predpostavku da klonidin moze da interaguje sa receptorom Kkoji specificno
prepoznaje imidazolinsku i srodnu strukturu, predlozili su Bousquet i saradnici 1984. godine.
Mikroinjektovanjem strukturno razli¢itih agenasa u mozdano stablo, autori su dosli do zakljucka da
centralni hipotenzivni efekat nije posledica aktivacije a-adrenergickih receptora, nego posledica
prisustva imidazolinskog heterociklusa u strukturi klonidina [9-12].

Godine 1987., Emsberger i saradnici su ispitali vezivanje strukturnog analoga klonidina, para-
aminoklonidina (PAC), za receptore u ventrolateralnoj meduli. Tom prilikom je utvrdeno da se 70%
PAC vezuje za a-adrenergi¢ke receptore, a ostatak za neadrenergicke strukture koje sa visokim
afinitetom prepoznaju imidazolinsku 1 srodnu strukturu ispitivanog jedinjenja. Na taj nacin, prvi
put je u bioloskim sistemima potvrdeno prisustvo imidazolinskih receptora [13-14].

Godine 1994., agmatin (N-(4-aminobutil)gvanidin) je klasifikovan kao endogeni ligand
imidazolinskih receptora koji nastaje metabolickom dekarboksilacijom L-arginina (Slika 1). Pored
imidazolinskih, agmatin je ligand op-adrenergickih i glutamatnih NMDA (N-metil-D-aspartatni)
receptora. UoCeno je da agmatin olakSava oslobadanje insulina iz pankreasnih B celija [15],
gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona iz celija hipotalamusa [16] i inhibira oslobadanje
noradrenalina iz presinapti¢kih nervnih zavrSetaka [17]. Takode, pronadeno je da agmatin ucestvuje
I kao intermedijer u biosintezi poliamina [18]. Ta¢na uloga agmatina nije utvrdena, ali njegovo
prisustvo u specificnim neuroloSkim putevima i serumu, odgovara ulozi neurotransmitera ili
hormona [2, 15].
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Slika 1. Sema biosinteze agmatina

Smatra se da su receptori za imidazolinske strukture po svojoj hemijskoj prirodi proteini
(imidazolinski receptor protein). Do sada, poznata su tri osnovna tipa imidazolinskih receptora:

e Imidazolinski-1 receptori (I;) se nalaze u rostralnoj-ventrolateralnoj meduli, hipokampusu,
hipotalamusu, striatumu ali i u frontalnom korteksu. Predpostavlja se da su lokalizovani na
plazma membranama neurona kao i da su povezani sa G-proteinima.

e Imidazolinski-2 receptori (I,) se dele na podtipove I i Ig. U€estvuju u neuroprotekciji i
Siroko su distribuirani u CNS-u. Predstavljaju alosterno vezuju¢e mesto enzima
monoaminooksidaze-A (MAO-A) i monoaminooksidaze-B (MAO-B). Mogu se naci i u
jetri, adipocitima, bubregu i adrenalnoj meduli. Siroko su distribuirani na membranama
mitohondrija.

e Imidazolinski-3 receptori (I3) su lokalizovani na pankreasnim f ¢elijama i smatra se da utiu
na sekreciju insulina [11, 19-20].

Hipotenzivni efekat klonidina i srodnih jedinjenja je posledica aktivacije I, receptora koji se nalaze
na periferiji 1 u strukturama centralnog nervnog sistema. Po definiciji I, receptori poseduju veliki
afinitet vezivanja za supstance strukturno srodne klonidinu, koje vezivanjem za receptor smanjuju
oslobadanje neurotransmitera iz sinaptickih zavrSetaka (norepinefrin, epinefrin) u perifernim
tkivima. Posledicno dovode do opadanja periferne vaskularne rezistencije, sr¢ane kontraktilnosti i
vaskularnog pritiska. U literaturi su poznati fizioloski efekti nastali aktivacijom op-adrenergickog
receptora, ali je ustanovljeno da i aktivacija I, receptora doprinosi nastanku sli¢nih simptoma [21-
23].

I, receptori su prvobitno otkriveni na membranama mithondrija kao alosterno vezujuée mesto
enzima monoamino oksidaze (MAQO). Smatra se da promena broja vezuju¢ih mesta za enzime
MAO-A i MAO-B moze da dovede do anksioznosti i depresivnog ponaSanja. Takode, kod
pacijenata sa depresijom smanjen je i broj Iy i I, receptora. Pored antidepresivnog efekta, ligandi I,
receptora imaju ulogu u homeostazi glukoze i povecavaju insulinsku rezistenciju kod pacijenata sa
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metabolickim simptomima, jer uticu na aktivnost simpatikusa i aktivaciju autonomnog nervnog
sistema npr. metformin, moksonidin [24].

Strukturni derivati gvanidina (amilorid) poseduju visok afinitet vezivanja I, receptore, dok se 2-
aminoimidazolini sa visokim afinitetom vezuju za 1; receptore. Za razliku od liganada
imidazolinskih receptora (1 i I2) koji povecavaju osetljivost perifernih tkiva na insulin, agonisti I3
receptora uti¢u na senzitivnost ATP-kalijumovih kanala. Pankreasne B ¢elije poseduju I3 receptore i
odredene studije ukazuju na direktan uticaj I3 receptora na oslobadanje insulina iz pankreasnih 3
¢elija. Harman, endogeni [-karbolin i imidazolinski agonist, direktno podstice oslobadanje
kalcijuma 1 porast sekrecije insulina preko nekoliko razli¢itih farmakoloskih mehanizama
ukljucujuéi i vezivanje za I3 receptore [25-26].

Heterogenost imidazolinskih receptora obja$njava se njihovim prisustvom u mozgu i drugim
tkivima, kao i asocijacijom sa drugim tipovima receptora (o-adrenergicki receptori) [27].
Imidazolinski receptori se farmakoloski razlikuju od oy receptora zbog cega se 1 ne aktiviraju
dejstvom kataholamina. Feniletilamini, uklju¢ujuéi kateholamine, agonisti su na a, receptorima i
neaktivni su na imidazolinskim receptorima. Mnoge studije su ispitivale blisku interakciju
imidazolinskih i op-adrenoreceptora na molekulskom nivou. Sli¢nost izmedu imidazolinskih i ay
receptora potvrdena je velikim brojem liganada koji se istovremeno vezuju za oba tipa receptora
kao npr. sinergizam I;-imidazolinskih sa op-adrenergickim receptorima u postizanju centralnog
hipotenzivnog efekta (moksonidin). Sposobnost pojedinih derivata imidazolina i srodnih jedinjenja
da se istovremeno vezuju za imidazolinske i ap-adrenoreceptore ukazuje da su kod oba receptorska
sistema glavne funkcionalne grupe orjentisane na isti nac¢in. Prema tome, skromnim strukturnim
modifikacijama postojecih liganada moze se izmeniti njihov afinitet i selektivnost za imidazolinske
i ap-adrenoreceptore [28-30].

Na osnovu 3-D kvantitativne veze strukture i aktivnosti (3-D Quantitative Structure-Activity
Relationship, 3-D QSAR), izdvojene su sterne karakteristike koje uticu na afinitet vezivanja za I,-
imidazolinske i a,-adrenergicke receptore:

i) Negativni sterni efekat -CHj3 supstituenta otezava vezivanje za I, receptore (Slika 2A).

i) Atom hlora na klonidinu favorizuje uklapanje u ap-adrenoreceptor u poredenju sa I, receptorom
(Slika 2B).

iii) Aromatiéni supstituenti kao 2-naftil ili stiril derivati favorizuju vezivanje za I, u odnosu na a,-
adrenergicke receptore (Slika 2A) [29].

A B,
H
”\KN N\(\N>
CHsg HN\> HN
cl

Slika 2. Hemijske strukture A. 2-naftilsupstituisani imidazolini B. klonidin

Planarne  konformacije liganada favorizuju vezivanje za |, receptore, dok je deformisana

konformacija pogodnija za vezivanje za ap-adrenoreceptore [29]. Elektrostaticke interakcije

liganada sa Iy/a, receptorima poticu od asparaginske kiseline prisutne na razli¢itim hidrofobnim
4
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regionima /oy receptora. Zbog toga, polozaj hidrofobnih regiona i karboksilnih kiselina na ly/a;
receptorima odreduje topoloske karakteristike liganada. Porast lipofilnosti, dipolnog momenta
zajedno sa smanjenjem naelektrisanja azota heterociklicnog prstena uti¢e na povecano vezivanje
za |, receptore, dok su lipofilnost i energija najviSe zauzete molekulske orbitale (HOMO energija)
znacajni za I;/a; receptorsku selektivnost [28-30].

1.1.1. Adrenergicki a receptori

Adrenergicki receptori ili adrenoreceptori pripadaju grupi G-protein receptora (GPCR) koji
se aktiviraju kateholaminima, odnosno, norepinefrinom (noradrenalin) i epinefrinom (adrenalin).
Alfa agonisti su ligandi koji se vezuju za a receptore na vaskularnom glatkom misicu izazivajuci
kontrakciju, vazokonstrikciju i oponasajuci na taj nacin, efekte aktivacije adrenergickih nerava na
krvne sudove. Vaskularni glatki mi$i¢ ima dve vrste a-adrenoreceptora, a; (Gq kuplovani receptor) i
az (G; kuplovani receptor) adrenoreceptor. Alfa;-adrenoreceptori su dominanti receptori na
vaskularnim glatkim mi$i¢ima. Zavisno od tkiva i vrste krvnog suda, na glatkom misi¢u se nalaze 1
ap-adrenergicki receptori. Alfa, receptori su povezani sa G; proteinima, a vezivanje o agonista
posledi¢no izaziva kontrakciju glatkih miSica. Alfay-adrenoreceptori su smesteni na presinapatickim
nervnim zavrSecima. Aktivacijom o, receptora dolazi do povratne inhibicije oslobadanja
noradrenalina i centralnog vazodilatatornog efekta. Uprkos dobroj efikasnosti, profil nezeljenog
dejstva (sedacija, suva usta) utiCe da se ap agonisti ne mogu primeniti kao prvi izbor u terapiji
hroni¢ne hipertenzije [31-32].

1.1.2. Ligandi imidazolinskih/a;-adrenergickih receptora

Farmakofore liganda 1; receptora obuhvataju dva hidrofobna regiona (H), dve proton
donorske grupe, aromati¢ni prsten (Ar), kao i pozitivno naelektrisani deo strukture (Slika 3A).
Najznacajnije strukturne karakteristike liganada 1, receptora su hidrofobni delovi molekule (dva
hidrofobna regiona), aromati¢ni prsten i pozitivno naelektrisani deo strukture (Slika 3B). Efaroksan
je selektivni agonista I3 receptora, s tim da najznacajnije strukturne karakteristike nisu izdvojene
QSAR ispitivanjima, zbog malog broja dostupnih liganada koji se vezuju za I3 receptore [28, 33-
34].

Slika 3. Sematski prikaz farmakofore A. liganada I; receptora B. liganada I, receptora [28].
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1.1.2.1.Endogeni ligandi imidazolinskih receptora

Definisanje neadrenergic¢kih vezuju¢ih mesta za imidazolinske strukture u mozgu i drugim
tkivima, pokrenulo je ideju o centralnom hipotenzivnom efektu klonidina i hemijski srodnih
jedinjenja. Tom prilikom, otkri¢e imidazolinskog receptora (Bousquet i saradnici) postavilo je i
pitanje postojanja endogenih liganada. Kao endogeni ligandi, pored agmatina (Slika 1), prepoznate
su i pojedine B-karbolinske strukture kao $to su harmin i harman [18, 35].

Harman (1-metil-3H,4H,9H-pirido[3,4-b]indol) i harmin (7-metoksi-1-metil-3H,4H,9H-pirido[3,4-
b]indol) su derivati p-karbolina i nastaju biosintezom iz triptamina i karboksilnih Kiselina kratkog
lanca. Pripadaju grupi endogenih liganada na imidazolinskim I;/1, receptorima, i pokazuju centralni
hipotenzivni efekat [36]. Njihove hemijske strukture su prikazane na Slici 4.

7 N\
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Slika 4. Hemijske strukture endogenih liganada imidazolinskih receptora.

1.1.2.2. Egzogeni liganadi imidazolinskih/a;-adrenergickih receptora i srodna jedinjenja

Egzogena jedinjenja koja se vezuju za imidazolinske receptore obuhvataju derivate 2-
aminoimidazolina, 2-metilenimidazolina, 2-alkil(aril)imidazolina i amidina/gvanidina [1-2].

U strukturne derivate 2-aminoimidazolina (2-iminoimidazolina) spadaju klonidin, brimonidin i
tizanidin. Klonidin (2-((2,6-dihlorofenil)imino)imidazolidin) je prvo jedinjenje za koje je
ustanovljeno da poseduje antihipertenzino dejstvo aktivacijom imidazolinskih 1; receptora. Pored
toga, pokazao je afinitet i ka Il,-imidazolinskim i op-adrenergic¢kim receptorima. U hemijskoj
strukturi, klonidin sadrzi lipofilni ortho-dihloro supstituent u fenilnom prstenu, ali je glavna razlika
U odnosu na hemijsku strukturu oy agonista zamena ugljenikovog atoma azotovim mostom. Na taj
nacin, uvedena je ciklicna gvanidino grupa i moguénost za nastanak amino-imino tautomerije.
Klonidin se primenjuje u terapiji poremecaja paznje kod dece, ali i kao analgetik koristi tokom
spinalne anestezije [37]. Tizanidin (5-hloro-4-(2-imidazolin-2-ilamino)-2,1,3-benzotiadiazol) je
analog klonidina koji se primenjuje kao miorelaksans u terapiji multiple skleroze, kao i kod povreda
ki¢mene mozdine. Smatra se da miorelaksantno i analgeti¢ko dejstvo tizanidina potic¢e od aktivacije
apc-adrenergickih  receptora [38]. Brimonidin (5-bromo-6-(2-imidazolin-2-ilamino)hinoksalin)
deluje kao agonista ap-adrenergickih receptora sa znatno ve¢om selektivnoséu u odnosu na klonidin.
Koristi se u hroni¢noj terapiji glaukoma [39].

Gvanabenz (supstituisani, metilidenaminogvanidin), gvanfacin (supstituisan, acilgvanidin), amilorid
(supstituisan, acilgvanidin) i metformin (supstituisan, guanilgvanidin) su strukturni derivati
amidina/gvanidina. Guanabenz (((2,6-dihlorobenziliden)amino)gvanidin) poseduje visok afinitet za
ay U odnosu na I, receptore i koristi se u terapiji hipertenzije. Gvanfacin (N-karbamimidoil-2 (2,6-

6
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dihlorofenil)acetamid) je centralno deluju¢i o, agonista koji se koristi u terapiji hipertenzije i
poremecaja paznje kod dece [40]. Amilorid (amidino-3,5-diamino-6-hloropirazinkarboksamid) je
diuretik koji Stedi kalijum zbog Cega se primenjuje u terapiji hipertenzije i sréane insuficijencije.
Amilord pokazuje veéi afinitet vezivanja za I, receptore u odnosu na l,g receptore [41]. Metformin
(1,1-dimetilbigvanidin) je oralni antidijabetik, koji se koristi u terapiji diabetes mellitus-a tipa II.
Ispitivanja na pacovima su pokazala da amilorid i metformin vezivanjem za I, receptore stimulisu
oslobadanje B-endorfina iz celija nadbubrezne zlezde i1 posledicno dovode do povecanog
preuzimanja glukoze u ¢elije skeletnih misica [42].

Cirazolin (2-[(2-ciklopropilfenoksi)metil]-4,5-dihidro-1H-imidazol) je derivat 2-metilenimidazolina
sa izrazenom aktivno$¢u na o receptorima: agonista na o34, antagonista na a, i parcijalni agonista
na oyg 1 oyp receptorima. Pored adrenergickih, cirazolin poseduje visok afinitet vezivanja i za
imidazolinske I, receptore [43]. Benazolin je derivat 2-arilimidazolina koji pokazuje visoku
selektivnost ka Iy i I, receptorima, u odnosu na a-adrenergicke receptore. Do sada, cirazolin i
benazolin se u istrazivanjima primenjuju kao eksperimentalni ligandi [28].

Antazolin i detomidin su derivati 2-metilenimidazolina. Antazolin (2-(N-benzilanilinometil)-2-
imidazolin) je agonista 1;/l, receptora i antagonista na H; receptorima. Zbog prisustva terc-amino
grupe u strukturi poseduje antiholinergi¢ke osobine. Antazolin se koristi kao antihistaminik, ali i u
brzom tretmanu atrijalne fibrilacije [44]. Detomidin (4-(2,3-dimetilbenzil)imidazol) je agonist oy
receptora, koji poseduje sedativno-analgeticki efekat. AnalgetiCko dejstvo detomidina se moze
objasniti i) antiinflamatornim efektom kao posledicom inhibirane sinteze prostanglandina ii)
inhibicijom transmisionih puteva bola u CNS-u, iii) vezivanjem za ap-adrenergicke receptore.
Koristi se kao veterinarski lek za ublazavanje bolova tokom hiruskih 1 dijagnostickih postupaka [45]
(Slika 5).

Hemijske strukture agonista imidazolinskih i op-adrenergickih receptora su prikazane na Slici 5.
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Slika 5. Hemijske strukture agonista imidazolinskih i ay-adrenergickih receptora.
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Ksilometazolin (2-[(4-tert-butil-2,6-dimetilfenil)metil]-4,5-dihidro-1H-imidazol), nafazolin
(2-(naftalen-1-ilmetil)-4,5-dihidro-1H-imidazol), oksimetazolin (2-(4-tert-butil-2,6-dimetil-3-
hidroksibenzil)-2-imidazolin) i trimazolin (4,5-dihidro-2-((2,4,6-trimetilfenil)metil)-1H-
imidazol) (Slika 6) su strukturni derivati 2-metilenimidazolina, dok je tetrahidrozolin (4,5-
dihidro-2-(1,2,3,4-tetrahidro-1-naftalenil)-1H-imidazol)  derivat  2-aril(alkil)imidazolina.
Ksilometazolin, oksimetazolin, trimazolin, nafazolin i tetrahidrozolin su oy agonisti koji se u
terapiji primenjuju lokalno kao nazalni dekongestivi. Zbog simpatomimetickih efekata, ne
preporucuju se kod pacijenata sa visokim krvnim pritiskom i kardiovaskularnim oboljenjima

[46].
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Slika 6. Hemijske strukture agonista na a; receptorima.

Moksonidin (4-hloro-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)-6-metoksi-2-metilpirimidin-5-amin) i
strukturno srodna jedinjenja predstavljaju derivate 2-aminoimidazolina (Slika 7). Moksonidin
je agonist li/a, receptora koji postize centralni antihipertenzivni efekat i poboljSava
metaboli¢ki profil kod pacijenata sa diabetes mellitus-om [47]. Predstavlja slabu bazu i na
fizioloskom pH 7,40 je zastupljen u katjonskom obliku (91,80%). Vrednost pKa parametra
gvanidino grupe moksonidina je 8,45 [48]. Srodne hemijske strukture sa promenama na aril
radikalu su 6-hloromoksonidin (Imp M1) i 4-metoksimoksonidin (Imp M2). Takode, u
procesu hemijske degradacije u polozajima C4 i C6 pirimidinskog jezgra, mogu nastati 4-
hidroksimoksonidin (Imp M3) i 6-desmetilmoksonidin (Imp M4) [14, 49-51].
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Slika 7. Hemijske strukture moksonidina i srodnih jedinjenja.

Fentolamin (3-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-ilmetil)(4-metilfenil)amino]fenol) je neselektivni
antagonista na o receptorima i Koristi se u urgentnoj terapiji hipertenzivnih stanja, posebno
kod feohromocitoma (Slika 8) [31].

Idazoksan, efaroksan i RX 821002 spadaju u derivate 2-aril(alkil)imidazolina (Slika 8).
Idazoksan (2-(2,3-dihidro-1,4-benzodioksin-2-il)-4,5-dihidro-1H-imidazol) je antagonista na
ay/l; receptorima i pokazuje pozitivne efekte u terapiji Alzheimer-ove bolesti i velikog
depresivnog poremecaja [52-53]. Efaroksan (2-(2-etil-3H-benzofuran-2-il)-4,5-dihidro-1H-
imidazol) je antagonista na l1/o, receptorima, i stimuliSe oslobadanje insulina iz pankreasnih
B ¢elija i poboljsava oralnu toleranciju na glukozu [54-56]. RX 821002 je metoksi derivat
idazoksana koji pokazuje visok afinitet vezivanja za imidazolinske I3 receptore i adrenergicke
ay receptore [53].
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Slika 8. Hemijske strukture antagonista imidazolinskih i o-adrenergickih receptora.

Sitagliptin ((3R)-3-amino-1-[3-(trifluorometil)-5H,6H,7H,8H-[1,2,4]triazolo[4,3-a]pirazin-7-
il]-4-(2,4,5-trifluorofenil)butan-1-on) je derivat triazola (Slika 9). Kao inhibitor enzima
dipeptidil peptidaze-4 (DPP-4), koristi se u terapiji diabetes melitus-a tipa II.
U prilog povoljnim metabolickim efektima izazvanim sitagliptinom, uoeno je da
piperazinilimidazolinski derivati mogu da aktiviraju imidazolinski I3 receptor i stimulisu
oslobadanja insulina iz B ¢elija pankreasa [57-59]. Pored toga, sitagliptin deluje i na CNS gde
je uoCeno da moze smanyjiti rizik od nastanka Alzheimer-ove bolesti [60-62].

Slika 9. Hemijska struktura sitagliptina.
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1.2. Serotoninski i dopaminski receptori

Serotonin (3-(2-aminoetil)-1H-indol-5-ol) ili 5-hidroksitriptamin (5-HT) (Slika 10) je
biogeni amin koje deluje kao centralni neurotransmiter i vazokonstriktor. U strukturi sadrzi
alifaticnu amino (pKa;=9,97) i fenolnu grupu (pKa,=10,73) [63]. Na fizioloskom pH 7,40 su
prisutni neutralni (0,43%), katjonski (98,79%) i cviterjonski (0,77%) oblici serotonina [48].
Katjonska forma esktracelularnog 5-HT je najzastupljenija (98,79%) i transportuje se u celije
pomoc¢u membranskih 5-HT transportera (SERT) [64], dok se neutralna forma transportuje u
sekretorne vezikule preko vezikularnih monoamino transportera (VMATS) [65].

Serotonin ima znacajnu ulogu u nekoliko fizioloSkih i hormonalnih signalnih puteva
ukljucujuéi bes, agresiju, raspolozenje, apetit, kognitivne funkcije, kao 1 mnoge druge
fizioloske i patofizioloske procese. U perifernoj cirkulaciji, ve¢ina serotonina se proizvodi u
¢elijama intestinuma. Skladi$ti se u trombocitima i oslobada tokom vazokonstrikcije nakon
koje deluje kao agonista na ostale trombocite. Priblizno 90% serotonina u humanom
organizmu se nalazi u enterohromafinim celijama gastrointestinalnog trakta gde regulise
crevne pokrete.

Deo serotonina se sintetiSe U serotoninskim neuronima u nukleusu Raphe i regulise
neuropsihijatrijske procese, kontrolu raspolozenja i spavanja, zbog ¢ega se pojava depresije i
anksioznosti povezuje sa disfunkcijom serotoninskog sistema. U terapiji depresije, Koristi se
nekoliko grupa lekova kao §to su tricikliéni antidepresivi (hlomipramin, imipramin,
amitriptilin), inhibitori monoaminooksidaze (iproniazid, moklobemid) i selektivni inhibitori
ponovnog preuzimanja serotonina (fluoksetin, fluvoksamin, paroksetin, sertalin). lako je zbog
bezbednosti primene i dobre tolerancije, upotreba tricikli¢nih antidepresiva (TCA) zamenjena
selektivnim inhibitorima ponovnog preuzimanja serotonina (SSRI), efikasnost SSRI kod
teSkih oblika depresije je 1 dalje predmet diskusije. Lekovi iz grupe SSRI blokiraju
monoaminski transportni protein (SERT), Koji transportuje serotonin u presinapticke neurone,
i na taj na¢in povecavaju raspolozivost serotonina u sinaptickom prostoru [66].

Pocetak Sizofrenije se obi¢no objasnjava dopaminskom hipotezom, ali je ustanovljeno da su i
serotoninski receptori ukljuceni u patofiziologiju ove bolesti [67]. U leCenju Sizofrenije mogu
se koristiti antipsihotici prve (tipi¢ni, tradicionalni antipsihotici) i druge (atipini, novi
antipsihotici) generacije. Antipsihotici prve generacije (haloperidol, flufenazin) svoje
terapijsko dejstvo ostvaruju vezivanjem za dopaminske D, receptore suzbijajuci na taj nacin
simptome Sizofrenije poput halucinacija i zabluda (deluzija). Ovi lekovi izazivaju
ekstrapiramidalne nezeljene efekte (tremor, distonija, akatizija, tardivna diskinezija,
sekundarni parkinsonizam) kao posledicu inhibicije D, receptora u nigrostriatalnom putu u
mozgu, koji povezuje SNc (substantia nigra pars compacta) sa DS-om (dorsal striatum).
Druga generacija antipsihotika (aripiprazol, ziprazidon, olanzapin) ima veéi afinitet za 5-
HT,a receptore i nizi afinitet za D, receptore, zbog cega je ucestalost ekstrapiramidalnih
nezeljenih efekata smanjena. Kao posledicu vezivanja za histaminske H;, muskarinske i a-
adrenergiCke receptore, atipi¢ni antipsihotici izazovaju antiholinergicke nezeljene efekte,
povecéanu sedaciju, kao i metaboli¢ke nezeljene efekte (gojaznost, diabetes mellitus) [68-70].
Kako je primena atipi¢nih lekova (klozapin, olanzapin) cesto povezana sa gojaznoscu,
hiperlipidemijom, poremecajem tolerancije na glukozu prednost kratkotrajne bolje
podnosljivosti je u sukobu sa pojavom dugorocnih metabolickih i kardiovaskularnih
problema [71-74].

12



DOKTORSKA DISERTACIJA DARIJA OBRADOVIC

NH

pKa; =9,97
2

pKa, =10,73

HO

N
H
Slika 10. Hemijska struktura serotonina.

Klasifikacija serotoninskih receptora je sloZena i oni se mogu podeliti na sedam familija, od
koji Sest pripada G-protein receptorima [4-7]. Karakteristike farmakoloski najznacajnih
podtipova 5-HT receptora su:

(1) 5-HT; (1A, 1B, 1C, 1D, 1E) poseduju najveci afinitet za vezivanje serotonina. Kao
autoreceptori su prisutni na serotoninskim neuronima i predstavljaju target za
antipsihotike. Njihova znacajna uloga je u regulisanju poremecaja raspolozenja (depresija,
serotonina i smanjuju anksioznost. 5-HTig receptori su lokalizovani u trigeminalnoj
gangliji i predstavljaju target za anitimigrenike (triptane). 5-HT; receptori su ukljuéeni u
procese uéenja, pamcenja, spavanja, kao i patofizioloske procese opsesivno-kompulzivnih
poremecaja i agresije.

(2) 5-HT; (2A, 2B, 2C) receptori ucestvuju u aktivacionom putu fosfolipaze C. U CNS-u,
ucestvuju u patofiziologiji nastanka Sizofrenije, depresije i anksioznosti. 5-HT,g receptori
se mogu naci u gastrointestinalnom traktu, kardiovaskularnm sistemu, kardiomiocitima,
stomaku, plu¢ima, dok se 5-HTyc receptori nalaze u epitelijalnim ¢elijama hornoidnog
pleksusa gde uticu na produkciju cerebrospinalne te¢nosti. Farmakoloska ispitivanja su
pokazala da 5-HT,c receptori imaju ulogu u regulaciji telesne mase i osecaja gladi, kao i
patofiziologiji Parkinsonove bolesti, Sizofreniji 1 anksioznosti.

(3) 5-HTg imaju veliki afinitet za tipi¢ne i atipi¢ne anipsihotike, uklucujuéi klozapin. Veliki
broj antipsihotika i antidepresiva inhibira 5-HTs stimulisanu aktivaciju adenilat ciklaze,
tako da se antagonisti 5-HTg receptora mogu koristiti u leCenju kognitivne disfunkcije.

(4) 5-HT; imaju ulogu u termoregulaciji i ciklusu spavanja. Ukljuceni su u centralne i
periferne endokrine funkcije npr. procese oslobadanja vazopresina i1 oksitocina. Agonisti
5-HT7 receptora inhibiraju oslobadanje luteotropnog hormona [4-8, 75-78].

Strukturni derivati arilpiperazina, 3,5-diokso-(2H, 4H)-1,2,4-triazini (Slika 11A) su selektivni
agonisti na 5-HT3a receptorima. Uoc¢eno je da su hidrofobni delovi molekula (aromati¢ni
prsten) u strukturi agoniste, kao i proton-akceptorske osobine (karbonilna grupa, imidska
grupa, imino grupa, amino grupa) znacajni za aktivaciju 5-HT1a receptora [79].
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Slika 11. Hemijska struktura A) 3,5-diokso-(2H, 4H)-1,2,4-triazin B) 5-supstituisani-2-
aminotetralin

Analozi 5-supstituisanih-2-aminotetralina (5-SAT) se visokim afinitetom vezuju za 5-HT7 i
5-HT;a receptore (Slika 11B). Sterne grupe na C(5)-polozaju u 5-SAT ligandima poveéevaju
selektivnost ka 5-HT; receptorima, dok sterne i hidrofobne grupe na hiralnom C(2)-amino
poloZaju uti¢u na vezivanje za 5-HT 14 receptor [79-80].

U patofiziologiji oboljenja CNS-a vaznu ulogu ima i dopaminski sistem. Dopamin
(3,4-dihidroksifenetilamin, DA) je neurotransmiter, koji ucestvuje u fiziolo§kim funkcijama u
centralnom i perifernom nervnom sistemu, interakcijom sa dopaminskim receptorima (Slika
12). Protonovan oblik dopamina je rastvorljiv u vodi, ali istovremeno i1 podlozan reakcijama
oksidacije. Vrednosti parametra jonizacije dopamina su pKa;= 8,90 (za alifati¢cnu amino
grupu) i pKay=10,60 (za fenolnu grupu) [48, 81]. Na fizioloskom pH 7,40 najzastupljeniji je
katjonski (98,67%), dok su u manjem stepenu prisutni cviterjonski (0,93%) i neutralni oblici
(0,39%) dopamina [48].

Dopamin ima nekoliko vaznih uloga u CNS-u kao npr. kontrola motorike, motivacija,
laktacija 1 muc¢nina. U krvnim sudovima, dopamin inhibira oslobadanje norepinefrina i deluje
kao lokalni vazodilatator, u bubrezima povecava izlu¢ivanje natrijuma, u pankreasu smanjuje
proizvodnju insulina, u crevima smanjuje gastrointestinalni motilitet, dok u imunoloskom
sistemu smanjuje aktivnost limfocita. Sa izuzetkom krvnih sudova, dopamin se u svakom od
perifernih sistema sintetiSe lokalno 1 ispoljava svoje efekte u blizini ¢elija koje ga oslobadaju.
Nastaje dekarboksilacijom molekulskog prekursora levodope (3,4-dihidroksi-L-fenilalanin,
L-DOPA), koji se biosintetiSe u mozgu 1 bubrezima.

pKa, = 10,60 pKa; = 8,90
HO NH,
HO

Slika 12. Hemijska struktura dopamina.

Dopaminski receptori pripadaju G-protein receptorima i dele se na D; (D1, Ds) i D, (D3, D3,
D,) receptorske familije. Lekovi koji se koriste u tretmanu Sizofrenije, Parkinsonove bolesti,
depresije, Tourette-ovog sindroma, kao i poremecaja paznje kod dece (ADHD) ispoljavaju
dejstvo na dopaminskim receptorima.
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Znacajan nedostatak u terapiji oboljenja CNS-a je receptorska neselektivnost lekova, koja
rezultira brojnim nezeljenim efektima. Sa druge strane, terapija Sizofrenije, depresije,
anksionznosti, bipolarnog poremecaja podrazumeva slozene i ukrStene biohemijske i
fizioloSke mehanizme npr. u tretmanu Sizofrenije koriste se lekovi koji deluju 1 na
serotoninske 5-HT14 | dopaminske D, receptore. Ravnoteza izmedu okupiranosti 5-HT4 1 D,
receptora je osnovna za smanjenje ekstrapiramidalnih simptoma i poboljSanje efikasnosti kod
terapijski rezistentnih oblika Sizofrenije [82-83]. Na osnovu toga, dualni 5-HT14/D>
[84]. Pokazano je da derivati piridopirimidinona (Slika 13), koji predstavljaju hibridne
molekule izvedene na osnovu hemijske strukture risperidona, ziprazidona i brekspiprazola,
poseduju dualni 5-HT14/D; receptorski antagonizam [85].

Risperidon R;=H,OH, F,CI

R, =H, OH, F, CI

____________________

| i "
e L ~

Brekspiprazol

Slika 13. Dizajniranje novih piridopirimidininskih derivata [85].
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Pored derivata piridopirimidinona i dugolancani derivati arilpiperazina (Long Chain
Arylpiperazines, LCAPs) deluju na strukture u CNS-u. Nastaju vezivanjem arilpiperzinskog
heterociklusa za pogodan ugljovodoni¢ni linker sa imidnim, amidnim, sulfonamidskim ili
heterocikli¢nim prstenom (Slika 14) [86-87]. Reprezentativni LCAP derivat je ipsapiron,
analog buspirona, koji je anksiolitik i antidepresiv [88].

P O~\ -
. C-linker 5
' N arilpiperazin
| S - - -
! RS Le=m T Tl -
RN O oy
O - _ S _<\ ) _
See . -’_f ~\~~~~ N /—"/t o N N_<\ :/>
terminalni deo LT | y
Ipsapiron Buspiron

(\N cl
omo/\/\/'\'\) c
H

Avripiprazol

Slika 14. Hemijske strukture tipi¢nih derivata LCAP-a [87].

Dugolanc¢ani arilpiperazini, koji se koriste u terapiji oboljenja CNS-a, najces¢e sadrze
¢etvoroclani ugljovodoni¢ni linker. Istrazivanja su pokazala da ekstenzija ugljovodoni¢nog
niza kod arilpiperazina pozitivno uti¢e na aktivnost i selektivnost na serotoninskim i
dopaminskim receptorima. Za liganade kod kojih je n = 3 i n = 4 pronaden je maksimalan
afinitet ka 5-HT; receptorima, dok je slabija aktivnost prisutna u slu¢aju n = 1 [89-90] (Slika
15).

‘/\N cl
0

o]

Iz

Slika 15. Hemijska struktura derivata arilpiperazina, dualnih liganada 5-HT14/D, receptora
[89].
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Avram i saradnici su definisali fizicko-hemijske osobine strukturnih derivata
arilpiperazina (derivata risperidona) i benzotiazepina (derivata olanzapina), koje su
odgovorne za delovanje antagoniste na D, i 5-HT,a receptorima, kao npr. proton
donorske/akceptorske osobine, hidrofobne interakcije, sterne i elektrostaticke interakcije
(Slika 16) [89-91]. Hidrofobni supstituenti na polozajima R; i Rs strukturnih derivata
risperidona (Slika 16A), kao i zamena supstituenta R4 atomom fluora povecavaju aktivnost
antagoniste na D, receptorima. Takode, u strukturi antagonista dopaminskih i serotoninskih
receptora, koji su derivati olanzapina, prisutni su hidrofobni supstituenti na polozaju R, (Slika
16B) [91].

a

A B, O

R4\Q/C/ Rl H . = R
N / !
) ﬂ@ @[ /1
O—N Rj N
0 / R,
R4

Slika 16. Hemijske strukture derivata A. risperidona B. olanzapina

1.2.1. Ligandi serotoninskih/dopaminskih receptora i srodna jedinjenja

Olanzapin (2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiazepin)
(Slika 17) je slaba baza (logP=3,47) sa vrednostima parametara jonizacije pKa;=7,4 (amino
grupa, piperazinskog heterociklusa) i pKa,=5,0 (amidino grupa) [92, 48]. Na fizioloskom pH
7,40 najzastupljeniji su neutralni (58,95%) i monoprotonovani (41%) oblici, dok je najmanje
prisutan diprotonovani oblik (0,02%) olanzapina. Olanzapin deluje kao antagonista na 5-HT
i D1, Dy, D3, D4 receptorima. Terapijski efekat olanzapina je posledica blokade D, receptora,
dok smanjenju halucinogenih simptoma S$izofrenije doprinosi blokada 5-HT,a receptora.
Sporedna dejstva su posledica vezivanja za histaminske Hj, adrenergicke oy I muskarinske
M1, My, M3, My i Ms receptore [93].
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Slika 17. Hemijska struktura olanzapina.

Avripiprazol (7-{4-[4-(2,3-dihlorofenil)piperazin-1-il]butoksi}-1,2,3,4-tetrahidrohinolin-2-on)
je derivat hinolinona sa slabo baznim i izrazito lipofilnim osobina (logP=5,08) [48]. Vrednost
parametra jonizacije su pKa;=7,45 (amino grupa, piperazina) i pKa,=13,51 (laktam,
parcijalno hidriranog hinolinona) [94]. Na pH 7,40 najzastupljeniji je katjonski (53,51%), a u
manjem procentu je prisutan neutralni oblik (46,49%) aripiprazola. Oksidacijom aripiprazola
nastaje dehidroaripiprazol (Imp Al1l) koji je aktivan metabolit. U zavisnosti od tipa
supstituenta na polozaju 7 u strukturi 3,4-dihidrohinolona, kao sporedni proizvod sinteze
aripiprazola mogu nastati strukturno srodna jedinjenja (Imp Al, Imp A2, Imp A3, Imp A4,
Imp A5, Imp A6, Imp A8, Imp A9, Imp A10). U postupku c¢uvanja, N-oksidacijom
aripiprazola nastaje Imp A7 (Slika 18). Aripiprazol je parcijalni agonista na Dy/5-HTa
receptorima i antagonista na 5-HT,a receptora. Blokada aj-adrenergickih, Hj-histaminskih
receptora doprinosi terapijskim, ali i sporednim efektima aripiprazola (ortostatska
hipotenzija, somnolencija) [95-96].
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Slika 18. Hemijske strukture aripiprazola i srodnih jedinjenja.
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Ziprazidon (5-{2-[4-(1,2-benzotiazol-3-il)piperazin-1-il]etil}-6-hloro-2,3-dihidro-1H-indol-2-
on) je derivat benzoizotiazola (pKa=6,85 amino grupa, piperazinskog heterociklusa;
logP=4,05) [48, 97]. Na fizioloSkom pH 7,40 prisutni su neutralni (67,23%) i katjonski
(32,77%) oblici ziprazidona. Reakcijom metabolicke oksidacije ziprazidona nastaje Imp Z2
koji predstavlja aktivan metabolit. Ziprazidon je 5-HT,a/D, antagonista, koji ostvarujuje
interakciju i sa 5-HT,c, 5-HTip, 5-HTi1a receptorima. Na taj nadin ziprazidon suzbija
negativne simptome Sizofrenije, poboljSava raspolozenje, kognitivnu funkciju 1 redukuje
motornu disfunkciju. Nezeljena dejstva su posledica vezivanja za oj-adrenergicke i Hj-
histaminske receptore. U toku sinteze ziprazidona, kao sporedni proizvodi mogu nastati Imp
Z1 i Imp Z4. U zavisnosti od uslova ¢uvanja, kao degradacione necistoée se javljaju Imp Z3,
Imp Z2 i Imp Z4 (Slika 19) [98-100].

Imp Z1 <\ Imp Z3

N pKa=6,85

Ziprazidon
cl \ N N

o]
logP=4,05 c
HO
HN N
cl o N

o , —n

Imp Z2 Imp Z4

Slika 19. Hemijske strukture ziprazidona i srodnih jedinjenja.
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1.3.  Podela hromatografskih uslova u te¢noj hromatografiji

Reverzno-fazni sistem (RP) tecne hromatografije visokih performansi (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) se najceS¢e koristi u farmaceutskim
ispitivanjima. Retencija u RP sistemu je uslovljena rastvorljivosc¢u jedinjenja u mobilnoj fazi,
dok je razdvajanje zasnovano na karakteristikama kovalentih interakcija izmedu nepolarnih
funkcionalnih grupa analita i stacionarne faze. Uprkos napretku u razvoju hromatografskih
kolona/stacionarnih faza, koje omogucavaju analizu jedinjenja sa izrazenim polarnim
osobinama, njihovo ispitivanje u RP sistemu nije pokazalo zadovoljavaju¢u primenljivost. U
takvim slucajevima, uvedena je hromatografija hidrofilnih interakcija (Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography, HILIC) kao pogodna alternativa koja nudi
komplementarnu selektivnost u odnosu na RP sistem [101-103].

Iako se poreklo hromatografije hidrofilih interakcija vezuje za razdvajanje Secera [104], rani
poceci hromatografskih razdvajanja koja su slicna HILIC mehanizmu, zabeleZeni su 1941.
godine kada su Martin i Synge ispitivali razdvajanje aminokiselina na silika gel stacionarnoj
fazi. Tada je kao mobilna faza koriS¢ena voda zasi¢ena hloroformom, a mehanizam
razdvajanja je objasnjen raspodelom analita izmedu vodenog sloja adsorbovanog na
stacionarnoj fazi i ostatka mobilne faze [105-106].

Zbog niske viskoznosti mobilne faze kao posledice velikog zapreminskog udela organskog
rastvaraca, u HILIC uslovima je nizak spoljasnji pritisak. Bazna jedinjenja su obi¢no
jonizovana i pokazuju zadovoljavajuce retencione karakteristike u tipi¢nim HILIC sistemima
[107]. Zadovoljavajué¢i oblik pika, mogucnost za analizu jonizovanih jedinjenja baznih
karakteristika, kao i smanjena visina teorijskog platoa kao posledica smanjene viskoznosti
mobilne faze, neke su od prednosti HILIC razdvajanja. Pored toga, vreme izvodenja
hromatografske analize je skraceno i olakSana je upotreba kolona veéih dimenzija [108].

Retencioni mehanizam u HILIC sistemu je kompleksan. Particioni mehanizam se moZe
pojaviti istovremeno sa adsorpcionim mehanizmom, jonskim interakcijama i hidrofobnim
interakcijama. Kompleksnost HILIC mehanizma rezultuje razli¢itom selektivno$éu na
razli¢itim HILIC stacionarnim fazama. lako je za HILIC sistem karakteristiéna kombinacija
polarne stacionarne faze i vodeno-organske mobilne faze sa visokim udelom organskog
rastvaraca (naj¢eS¢e acetonitrila), nevodeni HILIC sistemi (Non-Aqueous Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography, NA-HILIC) sa mobilnim fazama koje sadrze
acetonitril/metanol se takode koriste [109]. Nije u potpunosti razjaSnjeno koji retencioni
mehanizam je prisutan u vodenom HILIC (Aqueous Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, AQ-HILIC) i NA-HILIC sistemu kao ni koliki je doprinos particionog i
adsorpcionog mehanizma u ukupnom procesu retencije. Smatra se da relativni udeo
pojedina¢nog mehanizma zavisi od sastava mobilne faze, vrste stacionarne faze i strukture
ispitivanog jedinjenja [110]. Studijama molekulske dinamike izvrSena je simulacija
adsorpcije razliCitih binarnih smeSa, komponenata HILIC mobilne faze, na hidrofilnu
povrsinu silika stacionarne faze. Dobijeni rezultati su pokazali da se karakteristike
adsorbovanog vodenog sloja (npr. profil gustine rastvaraca, lokalna orjentacija adsorbovanog
rastvaraCa, kompozicija adsorbovanog sloja) znacajno razlikuju od karakteristika
adsorbovanog organskog sloja zbog cega se mogu ocekivati i neSto drugaciji retencioni
mehanizmi u AQ-HILIC i NA-HILIC sistemima [111].

Superkriti¢na fluidna hromatografija (Supercritical Fluid Chromatography, SCF) je
nastala 1960. godine sa uvodenjem superkriticnih fluida u sastav mobilne faze [112]. U
pocetku primene, SFC tehnika je prepoznata kao hibrid HPLC i gasne hromatografije (Gas
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Chromatography, GC) koji omogucava brze razdvajanje u poredenju sa HPLC-om, kao i
ispitivanje jedinjenja sa visokom tackom kljucanja §to je onemoguceno u GC sistemu.

SFC tehnika zahteva preciznu kontrolu eksperimentalnih uslova kao Sto su temperatura,
pritisak, brzina protoka i sastav mobilne faze [113-114]. Poslednjih godina ulaganja
kompanija u razvoj robusnih instrumenata, prosirila je upotrebu SFC tehnike u farmaceutskoj
industriji. Osnovna razlika izmedu HPLC 1 SFC tehnike je u sistemu pritiska koji obezbeduje
pumpanje komprimovanog fluida, dok se druga razlika odnosi na regulaciju izlaznog protoka
kroz kolonu i formiranje povratnog pritiska u sistemu [115]. Navedene karakteristike SFC
hromatografa su neophodne kako bi se odrzao odgovrajuci sastav SFC mobilne faze kao Sto
je niska viskoznost i visoka difuznost. Moderni instrumenti sadrze pumpe, specijalno
dizajnirane da omoguce stabilan pritisak, protok i1 temeperaturu u sistemu. Takode,
obezbeduju mesanje kompresibilnih fluida i te¢nosti u procesu razvoja odgovarajuc¢e metode.
Superkriti¢an fluid je element ili jedinjenje na temperaturi 1 pritisku iznad kriti¢nih vrednosti
(Slika 20). Superkriti¢ni fluid nastaje na temperaturama i pritisku gde gasno i te¢no stanje
nije moguce odvojiti. Osobine superkriticnog fluida (gustina, viskoznost, difuznost) se
menjaju sa promenom pritiska i temperature u sistemu i predstavljaju karakteristike te¢nog
(dobra rastvorljivost) i gasnog stanja (dobra difuznost) [112-114].

10000

Pritisak
{atm} Cvrsto stanje

Superkritican fluid

Tetno stanje

Krititna tatka

Gasno stanje

10 —

| | I 1 [ [ |
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Slika 20. Fazni dijagram ugljen-dioksida.

PoZeljene osobine superkriticnih fluida su niska kritiéna konstanta, niska hemijska
reaktivnost, komercijlna dostupnost (niska cena) i kompatibilnost sa detektorima.

Primeri gasova koji se mogu koristiti kao superkriti¢ni fluidi su prikazani u Tabeli 1.
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Tabela 1. Fizicko-hemijske osobine prikazanih superkriti¢nih fluida.

Kriti¢ni parametri )
gustina na 400 atm

Fluid Temperatura Pritisak Gustina
(g/ml)
(°C) (atm) (g/ml)

Ugljen-dioksid 31,30 72,90 0,47 0,96
Azot-monoskid 36,50 72,50 0,45 0,94
Sumpor-heksafluorid 45,50 37,10 0,74 1,61
Ksenon 16,60 58,40 1,10 2,30
Butan 152,00 37,50 0,23 0,50
Pentan 196,60 33,30 0,23 0,50
Voda 374,40 226,80 0,34 /
Metanol 240,50 78,90 0,27 /
Acetonitril 274,70 47,70 0,24 /

Ustanovljeno je da samo ugljen-dioksid zadovoljava predvidene zahteve. Oksidi azota imaju
slicnu snagu rastvaranja kao ugljen-dioksid, ali veoma jak potencijal stupanja u oksido-
redukcione reakcije. Sumpor-heksafluorid je slabiji eluent u odnosu na ugljen-dioksid i tesko
se dobija u Cistom stanju. Ksenon kao rastvara¢ ima nisku snagu eluiranja 1 komercijalno je
nepristupacan. N-alkani male molekulske mase su takode slabi eluenti sa relativno visokim
kritiénim konstantama i ne mogu se koristiti sa plamenim-detektorima, dok su te¢nosti (voda,
metanol, acetonitril) zapaljive i zahtevaju oprez tokom upotrebe. Ugljen-dioksid ima sli¢ne
osobine rastvaranja kao ugljovodonici i ostvaruje intermolekulske interakcije kao S§to su
disperzija i indukcija, s obzirom da ne poseduje dipolni momenat. Polarne supstance
ostvaruju nesto vec¢i broj intermolekulskih interakcija 1 imaju visoke kriticne konstante, koje
su inkompatibilne sa stabilnim eksperimentalnim uslovima [112].

Karakteristike superkriticnog CO, daju SFC-u niz prednosti u odnosu na RP, kao §to je brzo
kondicioniranje i krace vreme trajanja analize. SFC sistem ima nize operativne troskove i po
svojim karakteristika se razlikuje u odnosu na RP-LC sistem [116-117]. Nisku potros$nju
rastvaracCa, prati 1 zanemarljivo stvaranje otpada zbog koriS¢enja smeSe malih koli¢ina
organskog rastvara¢a i CO; koji brzo isparava [118]. Navedene prednosti uti¢u na porast
primene SFC tehnologije, Sto je potvrdeno i1 ve¢im brojem nau¢nih publikacija.

Zajednicka karakteristika HPLC i SFC tehnike je koriS¢enje mobilne i stacionarne faze u
sistemu razdvajanja. SFC se moze smatrati tehnikom koja je bliska normalno-faznom
(Normal-Phase, NP) sistemu, jer je ugljen-dioksid nepolarna supstanca [119-120]. Pokazano
je da sve stacionarne faze koje se koriste u HPLC-u, mogu se Koristiti i u SFC-u. Polarnost
CO; se moze povecati dodatkom polarnih organskih rastvaraca, od kojih se metanol najcesce
koristi. Sa druge strane, SFC je ekoloski prihvatljiva metoda. Dozvoljava velike protoke
mobilne faze i moze se koristiti kao zamena za RP-LC pre svega zbog brzine razvoja
odgovarajuceg analitickog postupka i mogucénosti koriS¢enja mobilne faze koja ne sadrzi
vodu, $to je od znacaja u preparativnoj hromatografiji. Dodatkom organskog modifikatora u
mobilnu fazu (2-40%; v/v), povecana je rastvorljivost jedinjenja i tako omogucena i analiza
polarnih supstanci. Gustina mobilne faze se smatra kljuénom karakteristikom u SFC-u, a
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veliki zna¢aj imaju temperatura i pritisak. Izbor stacionarne faze kombinovan sa razli¢itim
modifikatorima mobilne faze rezultuje velikim brojem moguénosti koje se danas koriste kao
polazna tacka prilikom razvoja Zeljene hromatografske metode [121].

Upotreba HILIC-e u te¢noj hromatografiji je u porastu, zbog komplementarnosti sa RP
sistemom i razvoja sve veceg broja komercijalno dostupnih HILIC stacionarnih faza. Zbog
sloznosti HILIC i SFC retencionih mehanizama, zasnovanih na kombinovanom uticaju
particije i adsorpcije, ispitivanje upotrebe HILIC stacionarnih faza u SFC uslovima daje bolji
uvid u hemijski indukovane razlike u retencionom ponasanju.

Jos uvek, u potpunosti nije razjasnjeno koliki je doprinos procesa adsorpcije i particije
u SFC-u i HILIC-i, kao i kakav je uticaj prirode organskog modifikatora na retenciono
ponasanje jedinjenja.

U literaturi jo§ uvek nema dovoljno dostupnih podataka o uporednoj analizi SFC 1 NA-
HILIC sistema.

1.3.1. Mixed-mode stacionarna faza

Kako bi se obezbedilo razdvajanje kompleksnih smesa, znacajna paznja je usmerena
na obezbedivanje kombinovanih interakcija u sistemu i razvoj mixed-mode hromatografskih
uslova (mixed-mode chromatography, MMC).

U MMC-u, primenjuju se razli¢ite kombinacije hromatografskih sistema kao S§to je
RP/jonoizmenjivacka hromatografija (lon Exchange Chromatography, IEC) [122],
hromatografija hidrofobnih interakcija/IEC [123], hromatografija RP/HILIC interakcija
[124], HILIC/IEC [125] itd. U osnovi, kombinovani hromatografski sistemi se dopunjuju i
obezbeduju veliku fleksibilnost, visoku selektivnost i analizu uzorka sa velikim brojem
jedinjenja na jednoj hromatografskoj koloni [126-127]. Pojedinatna MMC kolona moze
zameniti koris¢enje dve kolone u dvo-dimenzionalnim hromatografskim sistemima (2D LC),
¢ime je izbegnuto rasipanje, prekomerna potroSnja hromatografskog materijala, smanjene su
operativne faze i sprecena je kontaminacija [128]. U MMC-u, stacionarne faze koje sadrze
najmanje dve vrste strukturnih modifikacija stacionarne faze, pokazale su fleksibilnost i
pogodnost u istovremenom razdvajanju razli¢itih hemijskih klasa analita [124-126] npr.
mixed-mode HILIC/RP kombinacija za razdvajanje nepolarnih i polarnih jedinjenja u uzorku
(Slika 21) [128-129].

Slika 21. Mixed-mode HILIC/RP stacionarna faza.
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Zahvaljuju¢i novim generacijama mixed-mode stacionarnih faza i boljem razumevanju
kombinovanih retencionih mehanizama raste primena MMC u farmaceutskim ispitivanjima.
Primeri hemijski modifikovanih MMC stacionarnih faza su prikazani na Slici 22.
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Slika 22. Hemijske strukture mixed-mode stacionarnih faza [125].

Pored kolona sa dualnim sistemima, komercijalno su dostupne i kolone sa trimodalnim
sistemima razdvajanja koje npr. mogu da ukljucuju istovremeno prisustvo mehanizma
razmene anjona, mehanizma razmene katjona, kao i hidrofilnog (ili hidrofobnog) retencionog
mehanizma. Na ovaj nacin se postize efikasno ispitivanje u toku istovremene hromatografske
analize kompleskih farmaceutskih smeSa koje se sastoje iz katjona, anjona i neutralnih
molekula. Prema tome, u zavisnosti od vrste farmaceutske smeSe mogu se primeniti mixed-
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mode kolone sa dualnim (RP/razmena anjona, RP/razmena katjona, HILIC/razmena katjona) i
trimodalnim sistemima (razmena katjona/razmena anjona/RP, razmena katjona/razmena
anjona/HILIC) razdvajanja. Prema svojim hemijskim karakteristikama kolone sa dualnim
mehanizmima razdvajanja se mogu podeliti na 4 kategorije:

i) Tip | predstavljaju kolone sa celinama koje sadrze hemijski razlicite strukture, odvojeno
upakovane u strukturu punjenja jedne kolone.

if) Tip II predstavljaju kolone sa ligandima razli¢itih hemijskih struktura, koje se nalaze na
povrsini punjenja kolone.

iii) Tip II predstavljaju kolone sa hidrofobnim lancem u koji je ugraden ligand sa
jonoizmenjivackim osobinama.

iv) Tip IV predstavljaju kolone sa hidrofobnim lancem i ligandom sa jonoizmenjivackim
osobinama koji je vezan na kraju hidrofobnog lanca.

Kolone Tipa IV imaju bolju reproduktivnost jer je ligand sa jonoizmenjivackim osobinama
hemijski kuplovan, a ne sintetisan in situ u toku proizvodnje (Slika 23).

1

O
00O O
OO
O 00
O Oo
O
Silika gel Silika gel Silika gel
Tip | Tip Il Tip 1 Tip IV
O O
Jonoizmenjivacki mehanizam Reverzno-fazni mehanizam

Slika 23. Tipovi RP/jonoizmenjivackih mixed-mode kolona [130].

Stacionarne faze sa trimodalnim mehanizmima razdvajanja koje kombinuju jonske,
hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze i dr. koriste se za hromatografsku analzu biomolekula
(Slika 24). Mixed-mode smole mogu direktno da vezuju protein sa visokim koncentracijama
soli u mobilnoj fazi, koje su Cesto neophodne kako bi stimulisale hidrofobne interakcije
izmedu proteina 1 hidrofobne povrsine kolone. Takode, prilikom kombinovanja mehanizma
razmene katjona, hidrofobnih interakcija, vodoni¢nih veza i tiofilnih interakcija (Slika 24)
dobija se novi tip selektivnosti koji je otporan na visoke koncentracije soli u sistemu.

Pored toga, staticke i dinamicke energije vezivanja, adsorpciona kinetika, adsorpciona
selektivnost, dizajn liganda uticu na retenciju odabranog biomolekula.
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Slika 24. MMC stacionarne faze za razdvajanje biomolekula [130].

Mixed-mode hromatografija je efikasna u analizi farmaceutske Cistoce aktivnih
farmaceutskih supstanci jer obezbeduje jedinstvenu selektivnost zahvaljuju¢i mnogobrojnim
hemijskim interakcijama. Uticaj faktora na retenciono ponasanje jedinjenja je sloZeniji na
mixed-mode koloni u odnosu na kolonu sa jednim tipom hemijske modifikacije. Na taj nacin,
usloznjen je proces razvoja odgovaraju¢e hromatografske metode, pa je 1 razumevanje
retencionih karakeristika (retencionih mehanizma, fizicko-hemijske osnove) na mixed-mode
stacionarnoj fazi klju¢no za postizanje odgovaraju¢ih uslova u procesu optimizacije 1
validacije zeljenog hromatografskog razdvajanja [130].

1.4. Modelovanje retencionog ponasanja u te€noj hromatografiji

Modelovanje retencionog ponaSanja u hromatografskim sistemima najceSce se
zasniva na primeni nekoliko razli¢itih metodoloskih pristupa koji mogu da ukljucuju analizu
specificnih retencionih mehanizama, primenu kvantitativnih odnosa strukture 1 retencije, kao
1 kori§¢enje metode eksperimentalnog dizajna.

1.4.1. Modelovanje retencionog ponasanja zasnovano na retencionim mehanizmima

Promena retentionog faktora (logk) u odnosu na zapreminski udeo modifikatora
mobilne faze je najces¢i model u te¢noj hromatografiji kojim se opisuje retentiono ponasSanje,
logk = f(p). Koeficijenti funkcije f(p) predstavljaju eksperimentalne deskriptore i na odredeni
nacin reflektuju fizicko-hemijsku osnovu hromatografskog procesa [131-133].

Najjednostavniji opis hromatografskog ponaSanja postize se na stacionarnim fazama c¢iji
aktivni centri omogucuju jasno izdvajanje dominatnog retencionog mehanizma kao §to je npr.
silika gel stacionarna faza. Tom prilikom, funkcija f(¢) je veoma bliska linearnoj [134-141].
Retencioni proces se tada moze opisati jednostavnom linearnom jednac¢inom logk = f(p) ili
njenim logaritmom logk = f(logp). Kada particioni ili adsorpcioni mehanizmi uti¢u na
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retenciju, osnovna veza izmedu retencionog ponasanja i elucione snage rastvaraca opisuje se

koris¢enjem:

1) Teorije linearnog modelovanja u odnosu na elucionu snagu rastvaraca (Linear Solvent
Strength, LSS). LSS model opisuje proces raspodele (particije) na osnovu predpostavke da
postoji linearna zavisnost izmedu retencionog faktora i sastava mobilne faze. Ovaj model
definiSe glavni mehanizam razdvajanja u RP sistemima, na osnovu raspodele analita
izmedu polarne stacionarne i nepolarne mobilne faze [133-136]. Takode u RP uslovima za
opisivanje particionog procesa, moze se primeniti i kvadratna zavisnost koju su predlozili
Schoenmakers i saradnici [142].

il) Jedna¢ine Snyder-Soczewinski, koja definiSe linearnu zavisnost izmedu logaritma
retencionog faktora i logaritma zapreminskog udela modifikatora mobilne faze. Opisana
zavisnost odgovara adsorpcionom procesu, koji je zasnovan na predpostavci da je
celokupna povrsina stacionarne faze prekrivena monoslojem molekula analita i molekula
mobilne faze. Tom prilikom, odredena zapremina analita se zadrzava na povrSini
stacionarne faze kada se sa nje ukloni ista zapremina molekula mobilne faze [137-138].

LSS model se najcesce koristi kao osnova retencionog modelovanja u RP sistemu [134-136].

Za opisivanje nevodenih NP sistema u kojima je retencija zasnovana na lokalizovanoj

povrsinskoj adsorpciji, najée$ée se primenjuje Snyder-Soczewinski jednacina [143]. Vazan

nedostatak upotrebe lineranih modela je primena koja je ograni¢ena na uzak interval promene

@ vrednosti.

U slucajevima kada je proSiren interval ¢ vrednosti, moZe se uociti nelinearno retenciono
ponasanje. Dualnu prirodu retencionog ponasanja u RP sistemu na hidrofobnim stacionarnim
fazama, karakteriSu hidrofobne i specificne interakcije izmedu eluenta i dostupnih silanolnih
grupa stacionarne faze [144]. U tom slucaju, retencija se definiSe primenom sloZenijih
matematickih funkcija npr. kvadratnom vezom retencije i zapreminskog udela modifikatora
mobilne faze (Schoenmakers i saradnici) [142].

Kada je re¢ o sistemima hidrofilnih interakcija, posebno se isti¢e uloga adsorbovane vode u
cilju razumevanja HILIC retencije [139-141, 145]. Zbog toga, svaka polarna stacionarna faza
koja zadrZzava molekule vodene faze, moZe se primeniti u HILIC sistemu. Nelinearna
retencija u HILIC-i se definiSe kori§¢enjem viSeparametarskih funkcija, koje su zasnovane na
kombinaciji linearnih aproksimacija. Uspesno se primenjuju particione i adsorpcione
jednacine, kao i kombinovane particiono-adsorpcione funkcije (multi-modal) [146-148].
Znacaj kompleksnih matemati¢kih funkcija u opisivanju izokratskog HILIC ponaSanja
(kvadratna funkcija, multi-modal funkcija, empirijska Neue-Kuss funkcija) su citirane u
referenci [131], dok u uslovima HILIC gradijenta, postoji bolja primenljivost LSS i multi-
modal funkcije u odnosu na primenu kompleksnije Neue-Kuss ili primenu kvadratne funkcije
[131, 139].

U SFC sistemima, mobilna faza se obi¢no sastoji od CO; i odredenog udela metanola.
U slucaju kori$¢enja polarnih stacionarnih faza (silika gel, diol, amino, cijano itd.) mozZe se
ocekivati retenciono ponasanje slicno NP mehanizmu, dok se u slucaju kori$¢enja nepolarnih
stacionarnih faza (Cig, Cg, fenil itd.) oCekuje slicnost sa RP mehanizmom. Kori$éenje
metanola u SFC mobilnoj fazi dovodi do pojave dodatnih interakcija kao Sto su vodoni¢ne
veze, dipol-dipol interakcije, kao i interakcije uslovljenje adsorpcijom rastvaraca [149-151].

Posledi¢no i1 u modelovanju retencije u SFC-u, uspesno se koriste viSeparametarske funkcije
[152].

Pored promene Sirine intervala ¢ vrednosti, nelinearnost u retencionom ponasanju je
uslovljena i karakteristikama stacionarne faze. Na stacionarnim fazama na ¢ijoj povrSini je
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prisutno vise od jednog hemijski aktivnog centra, vidljivo je nelinearno retenciono ponasanje.
Na hemijski modifikovanim silika gel stacionarnim fazama (oktadecil silika) u RP sistemima,
Kaczarski i saradnici su predlozili viSeparametarski model za opisivanje dualnog retencionog
procesa, koji je pokazao bolje performanse u poredenu sa standardnim modelom
Shoenmakers-a [153]. Na stacionarnim fazama sa kombinovanim HILIC i RP mehanizmima
razdvajanja, relativni znacaj pojedinatnog mehanizma odreden je i sastavom mobilne faze.
Promena iz HILIC-a u RP mehanizam u odnosu na zapreminski udeo modifikatora mobilne
faze graficki predstavlja zakrivljenu krivu ,,U* oblika. Smatra se da HILIC dominira u nizim
zapreminskim udelima modifikatora u mobilnoj fazi, dok sa porastom udela modifikatora u
mobilnoj fazi retenciju primarno kontroliSu RP interakcije. Minimum U-Krive je prevojna
tacka, odnosno tacka u kojoj dolazi do smene iz HILIC-a u RP retencioni mehanizam [154-
158].

1.4.1.1. Hromatografski parametri u proceni kvaliteta razdvajanja

Matematicki opis prisutnih retencionih mehanizama je jedna od osnovnih faza u
definisanju optimalnih uslova razdvajanja. Razvoj i optimizacija hromatografskog
razdvajanja sve viSe se oslanja na metode matematickog modelovanja sa ciljem uStede
troSkova i1 postizanja boljeg kvaliteta rezultata. Kriterijumi na osnovu kojih se odreduje
kvalitet hromatografskog procesa su razli¢iti. Veéina njih definiSe uslove u kojima se postize
maksimalna razdvojenosti ciljanih analita, tako da su hromatografski parametri poput
retencioniog vremena, visine pika, povrSine pika i asimetrije pika najcéeS¢e koriS¢eni u
optimizaciniom proracunima. Kriterijumi koji opisuju razdvojenost dva ciljna pika mogu se
osloniti na primenu i tumacenje vrednosti: separacionog faktora (S), faktora selektivnosti (a) i
vrednosti parametra rezolucije (Rs).

Separacioni faktor S i faktor slektivnosti a su veli¢ine koje ne zavise od efikasnosti kolone i
za njihovo izraGunavanje potrebne su samo vrednosti retencionih vremena, dok Rs vrednosti
uzimaju u obzir efikasnost hromatografskog razdvajanja (broj teorijskih platoa). Kako broj
teorijskih platoa moze da varira (u slucaju optimizacije pH vrednosti) ili u slucajevima kada
je potrebno uporediti primenljivost razlicitih stacionarnih faza, daje se prednost koriS¢enju R
parametra. Shoenmakers i saradnici su uveli parametar R; koji opisuje vrednost efektivne
rezolucije. U neidealnim situacijama, kada hromatogram sadrzi asimetri¢ne pikove ili pikove
Cije se povrSine medusobno razlikuju, primenjuje se funkcija R; koja uzima u obzir
pojedina¢nu $irinu oba pika, faktor asimetrije i visinu pika [159-162].

U odnosu na vrstu stacionarne faze, tip mobilne faze i hemijske karakteristike analita,
primenom navedenih faktora i matematickom procenom retencionih mehanizama postize se
klasifikacija uslova razdvajanja i omoguéava njihova dalja aproksimacija na srodne
hromatografske sisteme.

1.4.2. Modelovanje retencionog ponasanja zasnovano na kvantitativnoj vezi strukture i
retencije

QSRR (Quantitative Structure Retention Relationship) su empirijski izvedene
zavisnosti za hromatografski sistem koji se moze koristiti u cilju predvidanja retencionog
ponasanja novih jedinjenja, razumevanja molekulskih mehanizama koji uticu na retenciju, ili
procene karakteristika stacionarne faze. Najstariji tip QSRR analize dovodi u korelaciju
retencione parametre sa logP vrednostima [163]. Drugi tip se zasniva na solvatohromnoj
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metodi poredenja i tzv. Linear Solvation Energy Relationships (LSERs) [164] i treci tip
QSRR-a uspostavlja korelaciju izmedu retencionih parametara serije ispitivanih jedinjenja i
njihovih molekulskih parametara odnosno izracunatih fizicko-hemijskih i strukturnih osobina
(molekulskih deskriptora) [165].

1.4.2.1. Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptori opisuju specificnu informaciju 0 molekulu. Predstavljaju
numeri¢ke vrednosti koje su povezane sa hemijskom strukturom, fizicko-hemijskim
osobinama ili bioloskom aktivnos¢u molekula. Na osnovu toga, odgovarajuc¢i odgovor
(aktivnost, toksi¢ni potencijal, retencija) se posmatra kao funkcija kvantitativnih vrednosti
koje opisuju fizicko-hemijske osobine molekula:

Odgovor = f(fizicko-hemijske osobine molekula) = f(molekulski deskriptori).

Tip deskriptora koji se koreliSe sa retencijom, od kritine je vaznosti za kvalitet QSRR
modela. Deskriptori mogu biti fizicko-hemijski (hidrofobnost, sterni efekti, elektronske
osobine), strukturni (zasnovani na karakteristikama odredenih podfragmenata), topoloski,
elektronski (zasnovani na karakteristikama molekulskih orbitala), geometrijski (zanovani na
molekulskoj povrSini), ili jednostavni indikatori (fiktivni parametri). Postupak konstruisanja
odgovaraju¢eg QSRR modela na osnovu izraunatih deskriptora prikazana je na Slici 25.

‘

*Molekulske strukture
*[zracunavanje molekulskih deskriptora

‘

*Normalizacija
«Standardizacija
*Selekcija odstupanja

‘

*Primena odgovarajucih statistickih alata (PLS, MLR, ANN, SVM)

Procena kvaliteta QSRR modela i validacija (R?, r2-metrics, Q? , RMSEE,
RMSEP)

Slika 25. Postupak razvoja QSRR modela [165].

U obliku matemati¢kih odnosa na osnovu hemijskih informacija o molekulu, obezbeduje se
odgovarajuca kvantitativna analiza. Hemijske informacije su predstavljenje deskriptorima
koji definiSu ponasanje molekula. Deskriptori su numericke vrednosti dobijene primenom
odgovarajucih algoritama i koriste se kao nezavisno promenljive u razvoju prediktivnog
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modela. Bilo koja odgovaraju¢a strukturna informacija koja kvantitativno opisuje fizicko-
hemijske osobine, biolosku aktivnost, toksi¢nost moze se definisati kao molekulski
deskriptor. Prema tome, molekulski deskriptori mogu biti jednostavni atomski brojevi od
molekulske mase do kompleksne prostorne ili geometrijske karakteristike.

Pozeljne osobine jednog deskriptora su:

- korelacija sa strukturnim karakteristikama molekula i vrlo mala korelacija sa drugim
deskriptorima

- primenljivost za Siroku klasu jedinjenja

- pruzanje pouzdane informacije zasnovane na eksperimentalnim podacima

- kontinuiranost tj. male strukturne promene molekula dovode do promene u vrednostima
deskriptora

- Interpretabilnost na osnovu koje bi se objasnio posmatrani hromatografski/bioloski sistem.

Dimenzionalnost deskriptora zavisi od tipa primenjenog algoritma i definiSe prirodu QSRR
modela. U zavisnosti od na¢ina prikazivanja, deskriptori se mogu podeliti na nulte (0D),
jednodimenzionalne  (1D),  dvodimenzionalne  (2D),  trodimenzionalne  (3D),
cetvorodimenzionalne (4D) (Slika 26).

Molslulska formula —%  C,H0H —*  Konstitucionalni deskriptori (broj atoma, broj veza,

D clecc(ec])0 — molekulska masa)
L
¢ ——— Topolodke karalcteristilos, strulctura,
D \‘Uj funlkeionalne srope, atomsld fragmenti

glektronski, prostorni deskriptori
Povriina molslule > Q MEA desleriptori

Ligand-protzin = 5,
interalkeys

J
3D —_— :.é_‘ —3 WHIM deskrptori, 3D avrokorslacioni daskriptori,
J
-4

—3 [z osnove snereie vezivanja

Slika 26. Podela deskriptora na osnovu njihove molekulske mase [163] .

e Nulti (OD) deskriptori su najjednostavniji i dobijaju se iz molekulske formule nezavisno
od hemijske strukture npr. broj odredenih atoma, molekulska masa, van der Waals-ov
radijus.

e Jednodimenzionalni deskriptori (1D) opisuju molekul u vidu liste strukturnih molekulskih
fragmenata npr. broj funkcionalnih grupa (amino grupe, fenolne grupe).

e Dvodimenzionalni deskriptori (2D) su topoloski deskriptori i daju informacije o
povezanosti atoma u molekuli uzimajuéi u obzir i tip veze i interakciju izmedu atoma npr.
Randic¢ev indeks, Balaban indeks, Wiener indeks.
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e Trodimenzionalni deskriptori (3D) se zasnivaju na geometrijskoj strukturi i celokupnoj
konformaciji molekule npr. (3D MoRSE deskriptori, GETAWAY deskriptori, van der
Waals-ova zapremina).

o Cetvorodimenzionalni deskriptori (4D) se dobijaju iz stereoelektronskog prikazivanja
molekule.

Pored navedenog, deskriptori mogu da opisuju: lipofilnost (logP, logD), sposobnost gradenja
vodoni¢nih veza, elektronske osobine molekula (naelektrisanje, polarizabilnost, dipolni
momenat, razliite vrste energija), sterne karakteristike, topoloske karakteristike (atomske
veze u molekulu, veli¢ina simetrije, racvanje, oblik molekula), termodinamicke osobine.

U farmaceutskim istrazivanjima posebno su znacajni deskriptori koji opisuju lipofilne
karakteristike, logP vrednost i koeficijent distribucije (logD), s obzirom da lipofilnost utic¢e
na penetraciju jedinjenja kroz bioloSke membrane, apsorpciju, stepen vezivanja za proteine
plazme i proces distribucije. Prema metodologiji, izraCunavanje logP vrednosti moze biti
Zasnovano na.

- uticaju svakog atoma na logP vrednost tako da je ukupni doprinos aditivan (AlogP, XlogP,
SlogP)

- doprinosu podfragmenata ili funkcionalnih grupa na logP vrednost (ClogP, KlogP,
ACD/logP) (fragmentacioni model)

- fizicko-hemijskim karakteristikama ispitivane molekule (MlogP, VlogP, MclogP, TlogP).

U zavisnosti od fizi¢ko-hemijskih karakteristika ispitivanog seta jedinjenja i vrste
eksperimentalnih podataka, zavisi 1 odabir odgovaraju¢e metodologije 1 stepen slaganja sa
dobijenim ekperimentalnim podacima.

Na osnovu raznolike klasifikacije deskriptora, moze se uociti da se jedan molekul
matematicki moze definisati na mnogo nacina. Moguce je izracunati hiljade deskriptora za
dato jedinjenje. Mnogi deskriptori su blisko povezani i mogu da opisuju iste hemijske
karakteristike. Izbor odgovaraju¢ih deskriptora zahteva iskustvo i poznavanje prirode
hemijske strukture npr. skup deskriptora koji opisuje male molekule ne odgovara proteinskim
strukturama i polimerima. Pored prostog izra¢unavanja, izbor prikladnih deskriptora zahteva
mnogo znanja i iskustava u razvoju pouzdanog QSRR modela [163-165].

1.4.2.2.Modelovanje retencionog ponasanja na osnovu linearne korelacije solvatacionih
energija

Najsire koris¢en metod interpretacije kvantitativne veze strukture i retencije je LSER
model zasnovan na deskriptorima Abraham-a:

SP=c+eE+sS+aA+bB+wW @

U jednacini (1), SP je zavisno promenljiva, u hromatografskim ispitivnjima mera raspodele
supstance (logk), dok E, S, A, B, i V predstavljaju strukturno-zavisne molekulske deskriptore.
Svaki deskriptor u jednacini opisuje specificnu intermolekulsku interakciju. Graficki prikaz
interakcije analita sa hromatografskim sistemom je prikazan na Slici 27.
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Slika 27. Fizi¢ko-hemijske interakcije LSER modela [164].

Parametar E predstavlja polarizabilnost u visku (izracunat na osnovu indeksa refraktivnosti
molekula); S su dipolne karakteristike; A opisuje proton donorske osobine; B proton
akceptorske osobine i V je McGowan zapremina. Pozeljno je da testirane hemijske supstance
sadrze razlicite funkcionalne grupe (proton-donorske, proton-akceptorske), kako bi se i
vrednosti izracunatih deskriptora razlikovale. Na taj nadin se omogucava kvantitativna
procena fizicko-hemijskih interakcija koje uti¢u na retenciono ponasanje jedinjenja.

Malim slovima u jednacini su opisani koeficijenti modela ili sistemske konstante. Koeficijent
C je odse¢ak u modelu. Konstante (g, S, @, b, v) se dobijaju analizom retencionih podataka za
skup analita poznatih vrednosti deskriptora i kvantifikuju uticaj fizicko-hemijskih interakcija
na retenciju (sistemska konstanta = Interakcijasucionama faza — INterakcCijamopiina faza) NPr-
pozitivan znak koeficijenata ukazuje na jacu interakciju sa stacionarnom u odnosu na
mobilnu fazu, kao i na efekat interakcije koji je srazmeran porastu retencije [166-168]. LSER
studije se sprovode kako bi se ispitale intermolekulske interakcije koje uti¢u na retenciju, i
na taj nacin uporedili razli¢iti hromatografski sistemi:

- Pozitivna vrednost koeficijenta v ukazuje da sa porastom veli¢ine molekula raste i njegova
retencija, Sto je u saglasnosti sa transferom molekula iz viSe kohezivne mobilne faze u
manje kohezivnu stacionarnu fazu.

- Negativna vrednost koeficijenta b ukazuje da je stacionarna faza mnogo slabiji donor
vodonika u odnosu na mobilnu fazu.

- Interakcija s predstavlja dipolne osobine. Veli¢ina s interakcije se zasniva na kapacitetu
analita da postane stabilan ili da se stabilizuje obliznje naelektrisanje ili dipol zbog
nespecifi¢ne dielektri¢ne interakcije.

- Interakcija a ukazuje na relativnu snagu proton akceptorskih karakteristika stacionarne
faze. Vezani alkil lanci na stacionarnoj fazi nemaju potencijal gradenja vodoni¢nih veza. S
toga vrednost parametra a zavisi od adsorbovane komponente mobilne faze, ali i od
rezidualnih silanolnih grupa na stacionarnoj fazi.

Variranjem jednog sistemskog parametra, stacionarne faze ili udela modifikatora u
mobilnoj fazi, na osnovu rezultata LSER analize, moguca je interpretacija fizicko-hemijske
osnove retencionog mehanizma i poredenje razli¢itih hromatografskih sistema [166, 169-
171].
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1.4.2.3.Modelovanje retencionog ponasanja zasnovano na primeni metode potpornih
(podrzavajucih) vektora

Algoritam metode podrzavajucih vektora (Support Vector Machine, SVM) je tehnika
masinskog ucenja koja predstavlja podatke kao tacke u prostoru i potom gradi model gde
raspodeljuje podatke u jednu od dve definisane kategorije. Svaki podatak (tacka) predstavlja
n-dimenzionalni vektor. Raspodela podataka se vrsi konstruisanjem n - 1 dimenzionalne
hiperravni koja deli podatke na dve klase sa maksimalnim rastojanjem izmedu hiperravni i
podataka. SVM algoritam tezi da pronade najbolju hiperravan za razdvajanje podataka. U
SVM analizi, podaci su predstavljeni u sledecem obliku:

(X1, Y1), s (Kn, I) ()

yi ima vrednost +1 ili -1 i ukazuje kojoj klasi x; pripada (i = 1 - n). Hiperravan koja najbolje
odvaja grupu x; vektora gde je yi= 1 od grupe X; vektora gde je yi=- 1 je:

wx-b=0 3)
w je vektor koji se nalazi u normalnom polozaju u odnosu na hiperravan, a b je odstupanje

hiperravni od pocetka koordinate. Ako su podaci linearno odvojivi margine hiperravni se
mogu definisati slede¢im jednacinama:

@ x-b=1 (4)
@x-b=-1 (5)

Slika 28 prikazuje marginu koja razdvaja linearno odvojive podatke. Podaci (tacke) koje se
nalaze na margini se nazivaju vektori podrske (support vectors).
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Slika 28. Maksimalna margina hiperravni [172].

Za podatke koji nisu linearno odvojivi uvodi se funkcija gubitka, C, u cilju grupisanja
podataka x; sa odgovarajuce strane hiperravni. SVM Kkoristi i funkciju sli¢nosti izmedu parova
vektora koja se naziva kernel (jezgro) i koja omogucava maksimizaciju margina hiperravni.
Na taj nacin, podaci se rasporeduju (transformisu) u viSedimenzionalni prostor (Slika 29).

Opsti oblik kernel funkcije se moze prikazati:

K(x, %) =) x ¢(x) (6)
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K predstavlja kernel funkciju, a ¢ transfomaciju ulaznog prostora X, u prostor x;
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Slika 29. Kernel-ova transformacija prostora [172].

Primeri uobic¢ajnih kernel funkcija su:

-Polinomska funkcija:

KE® %) =(c+%-%)" 7)
-RBF (Radial Basis Function, osnovna radijalna funkcija):

k(%) = exp (~v|% - %) ®)

gde y predstavlja debljinu Gaussian kernel-a; parameter d je stepen polinoma; x; - X, je
skalarni proizvod vektora x; i x;; ¢ je koeficijent polinoma (c>0).

U toku optimizacije kernel funkcije razmatra se vrednost parametra y i bira najbolja C/y
kombinacija [172-173].

Prednost SVM tehnike je u tome Sto ne zahteva veliki broj uzoraka. U QSRR analizi,
primena SVM metode na retencione podatke omogucuje uspesno opisivanje i predvidanje
retencionog ponasanja jedinjenja.

1.4.2.4. Analiza glavnih komponenti

Analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA) predstavlja jednu
od najjednostavnijih multivariacionih tehnika. Koristi se u cilju smanjenja dimenzija skupa
koji se sastoji od velikog broja povezanih promenljivih koje se odnose na istu dimenziju i ne
pruzaju nikakvu dodatnu informaciju koja nije obuhva¢ena nekom drugom promenljivom.
Geometrijski gledano, u koliko u prostoru od k dimenzija imamo p promenljivih, pri ¢emu je
k < p, ocekuje se da ¢e k najvecih promenljivih biti dovoljno da objasni varijabilitet podataka
u skupu. Cilj analize glavnih komponenti je na osnovu p promenljivih (X1, Xy, ..., Xp), pronaci
kombinaciju istih da bi se izratunale nove promenljive (Z1, Zy, ..., Zp), koje predstavljaju
glavne komponente. Potrebno je da promenljive (Zi, Z», ..., Z,) medusobno nisu u korelaciji i
da opisuju varijacije podataka. Nepostojanje korelacije znafi da promenljive mere
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medusobno razli¢ite dimenzije ,,podataka“. Ako originalne promenljive nisu u korelaciji,
analizom glavnih komponenti se njihov broj ne moze smanjiti na mali broj izvedenih
promenljivih Z. Najbolji rezultat se postize kada su originalne promenljive u visokoj
korelaciji, pozitivnoj ili negativnoj.

Prema tome, analiza glavnih komponenti Kkoristi ortogonalnu transformaciju u cilju
pretvaranja skupa p promenljivih (X1, Xz, ..., Xp) u skup vrednosti linearno nekorelisanih
promenljivih (Z1, Z5, ..., Zp) koje se nazivaju glavnim komponentama (Slika 30). Prva glavna
komponenta Z; se dobija linearnom kombinacijom originalnih promenljivih (X1, Xz, ..., Xp):

Zy=ap Xit+ap Xo+..+tapXp 9
koje variraju $to je moguce vise pod uslovom da je:

a’py +alp+ .. +atp=1 (10)
I varijansa izvedene promenljive Z; maksimalna. Na taj nacin, prvom glavnom komponentom
se opisuje najveca varijacija podataka.

Druga glavna komponenta se dobija na sli¢an nacin:
Zo=an Xy1+anXo+..+ azp Xp (93.)
8.221 + 8222 + ...+ azzp =1 (103)

pri ¢emu vazi i dodatan uslov, da je korelacija izmedu Z; i Z, jednaka nuli, odnosno druga
glavna komponenta pripada pravcu koji je ortogonalan na prethodni. Ako postoji p
promenljivih u sistemu onda ¢e postojati i p komponenti.

Konstante ai,, i = (1 - p), se nazivaju PCA koeficijenti i predstavljaju meru uticaja svake
promenljive na varijansu u glavnoj komponenti. PCA koeficijenti se koriste za interpretaciju
znacaja rezultata (velika ili mala korelacija) 1 nac¢ina (pozitivna ili negativna korelacija) na
koji merene promenljive doprinose rezultatima. Graficki prikaz projekcije PCA koeficijenata
na dve glavne komponente se naziva grafikon PCA koeficijenata (eng. loading plot) (Slika
30).
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Slika 30. Grafikon PCA koeficijenata (loading plot) [174].

Promenljive koje na sli¢an nacin doprinose informaciji su grupisane zajedno i korelisane
pozitivno, dok se negativno korelisane promenljive nalaze suprotno u odnosu na centar
grafikona.

Analiza glavnih komponenti se ¢esto primenjuje i prilikom koriS¢enja drugih metoda:

- regresione analize
- klasterovanja
- faktorske analize [174-175].

1.4.2.5. Selekcija promenljivih primenom viSestruke linearne regresione analize

Visestuka linearna regresiona analiza (Multiple Linear Regression Analysis, MLR) je
metoda koji se korsiti za uspostavljanje linearne veze izmedu zavisno promenljive i jedne, ili
viSe nezavisno promenljivih. Daje moguénost procene uticaja nezavisno promenljivih na
vrednost posmatranog odgovora.

Selekcija je postupak koji omogucava konstrukciju optimalne jednaine zajedno sa procenom
uticaja nazavisno promenljivih. Cilj selekcije je smanjenje skupa nezavisno promenljivih na
one koje su neophodne, na osnovu nivoa znacajnosti svake pojedinacne promenljive.
Selekcija pomaze u preciznoj proceni efekta svake promenljive kada se statisticki manje
znacajne eliminiSu. Okolnosti istraZivanja, zajedno sa prirodom istrazivackih pitanja odreduju
nacin 1 vrstu selekcije.

Kako bi se odabrala najprikladnija regresiona jednac¢ina moze se koristiti:
- metoda ,,unapred” selekcije (eng. forward)
- metoda ,,unazad” selekcije (eng. backward)

- metoda ,,postepene” selekcije (eng. stepwise)
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- metoda ,,selekcije u blokovima” (eng. block-wise ).

Forward selekcija po€inje praznom jedna¢inom u koju se postepeno dodaje jedna po jedna
promenljiva najveée znacajnosti i najveée korelacijom sa zavisno promenljivom. Jednom
selektovana promenljiva, zadrzava se u jednacini.

Backward selekcija je obrnuti proces. Sve nazavisno promenljive se unose u jednacinu i
potom postepeno udaljuju na osnovu statisticke znacajnosti.

Stepwice selekcija se smatra varijacijom predhodne dve metode. Na osnovu doprinosa
nezavisno promenljive koja je ranije uneta u jednaCinu, promenljive se mogu izbrisati ili
uneti. Na taj nacin je moguce razumeti doprinos predhodnih promenljivih kada je nova
promenljiva uneta u jednacinu.

Block-wise selekcija se postize blokovima ili skupovima. Promenljive se grupisu u blokove,
nakon Cega se primenjuje stepenasta selekcija. Svaki blok se testira odvojeno, dok se ostale
promenljive zanemaruju. Ukoliko ne doprinose predvidanju, promenljive se mogu ukoloniti.
Redosled unosa promenljivih utiCe na njihovu selekciju. Promenljive testirane u prvim
fazama imaju vece Sanse da se zadrze u ispitivanju.

Proces selekcije visestrukom linearnom regresionom analizom omogucava dobijanje
redukovanog skupa promenljivih iz veleg broja deskriptora, eliminiSu¢i nepotrebne
promenljive, pojednostavljuju¢i podatke i poboljSavajuéi preciznost predvidanja. Na taj
nacin, omogucéava se uspesna kvantitativna analiza podataka [176].

1.4.3. Modelovanje retencionog ponasanja primenom metodologije eksperimentalnog
dizajna

Proces pronalazenja optimalnih hromatografskih uslova zasnovanih na pouzdanim
teorijskim predvidanjima je vaZzan korak u racionalnom razvoju metode. Mogucnost
predvidanja retencije sa dovoljnom tac¢no$éu, u odsustvu velikog broja predhodnih
eksperimenata, znacajan je segment teorijskih i eksperimentalnih ispitivanja. S tim u vezi,
posebno se isticu mogucnosti Quality-by-Design (QbD) koncepta u postavljanju
odgovarajuceg plana eksperimenata (Design of Experiments, DoE). Razli¢ite statistiCke
strategije se mogu koristiti u pronalaZzenju najpreciznijih zavisnosti izmedu eksperimentalno
dobijenih retencionih parametara i parametara hromatografskog sistema. DoE metodologija
se Cesto primenjuje u RP sistemu [177-178], ali je njena upotreba zabelezena i u
hromatografiji hidrofilnih interakcija [179], kao i1 u superkriti¢noj fluidnoj hromatografiji
[180-183].

Jedna od klju¢nih komponenata DoE primene je ugradnja svih eksperimenata u odgovarajucu
strukturu dizajna, kako bi se dobilo Sto viSe informacija. Odgovaraju¢im dizajnom
eksperimenata, primenjuje se minimalan broj eksperimenata koji je neophodan da bi se
razumelo retenciono ponasanje jedinjenja u funkciji parametara hromatografskog sistema. U
DoE pristupu, zavisne veli¢ine (npr. retencioni faktor) se najéeS¢e posmatraju u lineranoj ili
kvadratnoj funkciji u odnosu na izabrane parametre hromatografskog sistema. U zavisnosti
od cilja eksperimenta, eksperimentalni plan se moze prilagoditi preliminarnim ispitivanjima
uticaja faktora (Screening Designs) ili ispitivanjima u cilju optimizacije hromatografskih
uslova (Response Surface Designs) [184-185]. Tipovi eksperimentalnog dizajna su prikazani
na Slici 31.
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Eksperimentalni dizajn

Screening l Optimizacija

2-4 faktora 5 ili vige e
- 5 ili viSe faktora
T faktora 2-4 faktora
| |
Puni faktorski dizajn - o
(Full Factorial Design,
FFD) Placket-Burman Centralni kompozitni o o
dizajn dizajn (Central Koristiti screeining
. ' Composition Design, dizajn kako bi se
Frakcioni faktorski CCD) smanjio broj faktora u
dizajn (Fractional Frakcioni faktorski . toku optimizacije
Factorial Design, dizajn (Fractional
FIFD) Factorial Design,
FrFD) Box-Behnken dizajn
| |
Taguchi dizajn

Slika 31. Tipovi eksperimentalnog dizajna.

Puni faktorski dizajn (Full Factorial Design, FFD), frakcioni faktorski dizajn (Fractional
Factorial Design, FrFD) i Plackett-Burman-ov dizajn se najce$¢e koriste u Sscreening
eksperimentima, koji omogucavaju brzo ispitivanje uticaja velikog broja faktora i odabir onih
najznacajnijih. Raspored eksperimenata u okviru reponse surface dizajna (optimizacioni
dizajn) moze biti simetricnog i asimetriénog oblika, dok trofaktorski centralni slozeni
(kompozitni) dizajn (Central Composite Design, CCD), Box-Benken, Taguchi dizajn i
Doehlert dizajn imaju simetri¢an domen sa centralnim tackama koje omogucavaju procenu
eksperimentalne greske. D-optimalni dizajn i hibridini dizajn imaju asimetrican raspored
eksperimenata [184].

Kako bi se procenili uticaji ispitivanih faktora na retenciono ponasanje i definisali njihovi
optimalni nivoi, zavisno od cilja istraZzivanja, eksperimentalni plan se prilagodava tipu
najpouzdanijeg eksperimentalnog dizajna (Slika 31).

Bez obzira na napredak u polju fundamentalnog razumevanja retencije i dalje ne
postoji opsti obrazac koji bi pomogao razvoju odgovarajuce metode. Pored standardnih RP i
HILIC sistema, SFC tehnika se sve viSe koristi 1 postaje komplementarna primenama tecne 1
gasne hromatografije. Kako je robusnost SFC instrumenata poboljSana, rutinska primena SFC
tehnike je uvedena i u regulatorne farmaceutske propise (npr. dobra proizvodacka praksa;
Good Manufacturing Practice-GMP) [186]. U cilju  uspostavljanja odgovarajuceg
hemometrijskog modela, mogu se ispitivati uticaji razli¢itih faktora na SFC retenciju npr.
pritisak, temperatura i nagib gradijenta. Metodologija eksperimentalnog dizajna se mozZe
primeniti u cilju izdvajanja faktora sa najznacanijim uticajem na retencioni proces i blizeg
odredivanja/kvantifikacije njihovog efekta. Konstruisani modeli bi trebali da omoguce
individualno predvidanje retencionog ponasanja u okviru testiranih hromatografskih uslova.
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2. CILJ RADA
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U literaturi nema podataka o retencionom ponasanju liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u HPLC (mixed-mode HILIC/RP, AQ-HILIC,
NA-HILIC, RP) i SFC sistemima. Uzimajué¢i u obzir nedovoljno ispitane retencione
mehanizme i selektivnost u uslovima mixed-mode HILIC/RP i SFC hromatografije, ciljevi
ove doktorske disertacije su obuhvatili:

e Ispitivanje retencionog ponaSanja liganada imidazolinskih/a-adrenergickih i serotoninskih
receptora i srodnih jedinjenja u HPLC (mixed-mode HILIC/RP, RP, AQ-HILIC, NA-
HILIC) i SFC sistemima.

e Definisanje retencionih mehanizama na osnovu fizicko-hemijskih osobina mobilne faze
(zapreminski udeo modifikatora mobilne faze, polarnost) i procenu retencionog ponasanja
ispitivanih jedinjenja na osnovu parametara hromatografskog sistema (temperatura,
koncentracija pufera) na diol i mixed-mode stacionarnoj fazi.

e Uvodenje novih retencionih parametara u opisivanju retencije u mixed-mode HILIC/RP
uslovima i definisanje tacke prelaska iz sistema sa hidrofilnim u sistem sa dominantnim
reverzno-faznim interakcijama.

e Formiranje QSRR modela primenom metode vektora podrske (Support Vector Machine),
visestruke linearne regresione analize, Box-Cox transformacije i Abraham-ove jednacine
(Linear Solvation Retention Relationship).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Hemikalije i oprema
3.1.1. Standardi ispitivanih supstanci

Amilorid-hidrohlorid, antazolin-fosfat, benazolin-oksalat, brimonidin-hidrohlorid, cirazolin-
hidrohlorid, klonidin-hidrohlorid, detomidin-hidrohlorid, efaroksan-hidrohlorid, gvanabenz-
acetat, gvanfacin-hidrohlorid, harman, harmin-hidrohlorid, idazoksan-hidrohlorid,
metformin-hidrohlorid,  nafazolin-hidrohlorid,  oksimetazolin-hidrohlorid,  fentolamin-
hidrohlorid, RX 821002, tetrahidrozolin-hidrohlorid, tizanidin-hidrohlorid, ksilometazolin-
hidrohlorid, Sigma-Aldrich (St. Louis MO, SAD)

Moksonidin i strukturno srodna jedinjenja (Imp M1 (4,6-dihloro-N-(imidazolidin-2-iliden)-2-
metilpirimidin-5-amin), Imp M2 (N-(imidazolidin-2-iliden)-4,6-dimetoksi-2-metilpirimidin-
5-amin), Imp M3 (5-[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)amino]-6-metoksi-2-metil-4(3H)-
pirimidinon), Imp M4 (6-hloro-5-[(imidazolidin-2-ilidien)amino]-2-metilpirimidin-4-ol));
Worwag Pharma (Boblingen, Nemacka)

Trimazolin-hidrohlorid, Zdravlje-Actavis (Leskovac, Srbija)

Sitagliptin, Merck & Co (SAD)

Olanzapin, aripiprazol i strukturno srodna jedinjenja (Imp Al (4-(2,3-dihlorofenil)piperazin),
Imp A2 (8-aza-5-azoniaspiro[4.5]dekan-bromid), Imp A3 (7-(4-hlorobutoksi)-3,4-dihidro-
C2(1H)-hinolin, Imp A4 (7-(4-brombutoksi)-3,4-dihidro-C2(1H)-hinolin, Imp A5 (3,4-
dihidro-7-hidroksi-2(1H)-hinolin, Imp A6 (7,7'-[1,4-butanediilbis(oksi)]bis[3,4-dihidro-
2(1H)-hinolinon), Imp A7 (7-[4-[4-(2,3-dihlorofenil)-1-oksido-1-piperazinil]butoksi]-3,4-
dihidro-2(1H)-hinolinon), Imp A8 (7-(4-etoksibutoksi)-3,4-dihidro-2(1H)-hinolinon), Imp A9
(7-(4-hidroksibutoksi)-2(1H)-hinolinon), Imp A10 (1-[4-[4-(2,3-dihlorofenil)piperazin-1-
il]butil]-7-hidroksi-3,4-dihidro-karbostiril)), Imp A1l (7-[4-[4-(2,3-dihlorofenil)piperazin-1-
il]Jbutoksi]hinolin-2(1H)-on)); Hemofarm (Vrsac, Srbija)

Ziprazidon i strukturno srodna jedinjenja: Imp Z1(1-(1,2-benzizotiazol-3-il)piperazin), Imp
Z2 ((5-(2-(4-(benzo[d]izotiazol-3-il)piperazin-1-il)etil)-6-hloroindolin-2,3-dion), Imp Z3 (6-
hloro-5-(2-hloroetil)indolin-2-on), Imp Z4 (5,5'-bis[2-[4-(1,2-benzizotiazol-3-il)piperazin-1-
il]etil]-6,6'-dihloro-3-hidroksi-1,1’,3,3'-tetrahidro-2H,2'H-3,3'-biindol-2,2’-dion); Pfizer
(Mertisen, Nemacka)

3.1.2. Oprema

e Teéni hromatograf Agilent Technologies 1200 (Santa Klara, Kalifornija, SAD): binarna
pumpa, degazer, termostat za kolonu, UV detektor
e Tecéni hromatograf Dionex Ultimate 3000. Masena detekcija sa elektrosprej jonizacijom
(ESI) u pozitivnom rezimu (AB Sciex Q trap 3200, Kanada). Uslovi disocijacije (Low
Energy Collision Dissociation-Tandem Mass Spectrometry, CID-MS/MS):
» napon jonskog rasprsivanja, 5500 V
» gasni izvor jona (N,) za suSenje rastvaraca, 40psi
» protivstrujni gas (N2), 15psi
» potencijal deklasterizacije, +45V
» izlazna energija sudara, +10V.
Stupnjevi reakcije (Multiple Reaction Monitoring Mode, MRM) u ESI-CID-MS/MS analizi:
ekstrakcija prekursor jona iz metotreksata i aminopterina u Q1 kvadrupolu, disocijacija
indukovana kolizijom (Collision Induced Dissociation, CID) u Q2 kvadrupolu, detekcija
spektra sa produkt jonima u Q3 kvadrupolu u okviru opsega m/z 100-480 na brzini
skeniranja 300 amu/s. Kolizione energije: + 43 V za m/z 266 — m/z 91 antazolin; + 32 V za
m/z 449 — m/z 286 aripiprazol; + 36 V za m/z 164,2 — m/z 91 Imp A5; + 33 V za m/z 381
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— m/z 176 Imp A6; + 30 V za m/z 447 — m/z 286 Imp All; + 35V zam/z 197,2 — m/z

153,9 benazolin; + 33 V za m/z 293 — m/z 213 brimonidin; + 26 V za m/z 187.7 — m/z 81

detomidin; + 24 V za m/z 217 — m/z 147 efaroksan; + 42 V za m/z 183 — m/z 115 harman; +

55V zam/z 213 — m/z 169 harmin; + 30 V za m/z 205 — m/z 97 idazoksan; + 28 V za m/z

313 — m/z 282 olanzapin; + 26 V za m/z 235,2 — m/z 177 RX 821002; + 58 V za m/z 254

— m/z 184 tizanidin; + 30 V za m/z 203 — m/z 133 trimazolin; + 40 V zam/z 413 — m/z 194

ziprazidon; +32V za m/z 220 — m/z 136 Imp Z1; + 54 V za m/z 427,9 — m/z 180 Imp Z2; +

40 V za m/z 230 — m/z 145 Imp Z3; + 115 V za m/z 839 — m/z 413 Imp Z4. Vreme

zadrzavanja: 100ms za svaki produkt jon.
SFC hromatograf Acquity UPC? (Waters Corp., Milford, Masagutes, SAD): Acquity
ccBSM pumpa za CO,, dodatne pumpe za korastvarace, Acquity UPLC injektor sa
injektorskom petljom, Acquity column manager za dve kolone (do 15 cm duzine), Acquity
convergence manager, Acquity UPC? PDA detektor sa protoénom éelijom. Masena
detekcija, Acquity QDa single quadrupole, sa elektrospej jonizacijom (ESI). Za isporuku
uzorka u detektor mase: Acquity ISM pumpa. Maseno-spektrometrijska podesavanja u
SFC-u:

» m/z opseg 150-600 Da

» temperatura proba 600°C

> kapilarni napon 0,8 kV, napon konusa 10V

» rezim prikupljanja podataka — centroid, brzina uzorkovanja — 20 points/sec

> rastvara¢ za dopunjavanje, metanol/voda 9:1 (v/v) sa 20 mM amonijum-formijatom i
brzinom protoka 0,05 mL/min.

[M+H]" joni u SFC analizi: m/z 266 anatazolin; m/z 449 aripiprazol; m/z 164,2 Imp A5; m/z
381 Imp A6; m/z 447 Imp All; m/z 197,2 benazolin; m/z 293 brimonidin; m/z 187,7
detomidin; m/z 217 efaroksan; m/z 183 harman; m/z 213 harmin; m/z 205 idazoksan; m/z 313
olanzapin; m/z 235,2 RX 821002; m/z 254 tizanidin; m/z 203 trimazolin; m/z 413 ziprazidon;
m/z 220 Imp Z1; m/z 427,9 Imp Z2; m/z 230 Imp Z3; m/z 413 Imp Z4.

3.1.2.1. Kolone

Acclaim Mixed Mode HILIC-1; 150 mm x 4,6 mm; veli¢ina ¢estica 5 um (Thermo Scientific;
SAD)
Kinetex HILIC; 150 mm X 4,6 mm; veli¢ina Cestica 2,6 um (Phenomenex; SAD).

3.1.3. Hemikalije
HPLC mobilna faza (AQ-HILIC, RP):

e acetonitril, HPLC c¢istoc¢e (J.T. Baker, Deventer, Holandija)
¢ dejonizovana voda (TKA sistem za precis¢avanje, Niderelbert, Nemacka)
e amonijum-acetat (Merck, Darmstadt, Nemacka).

SFC mobilna faza:

CO; (Linde Gas Rus, Balashikha, Rusija)

metanol (Panreac, Barselona, Spanija)
amonijum-formijat, visoke Cistoce (Acros, Geel, Belgija)
mravlja kiselina (Acros, Geel, Belgija).
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NA-HILIC mobilna faza:

e acetonitril, HPLC ¢isto¢e (Panreac, Barselona, Spanija)
e metanol (Panreac, Barselona, Spanija)
e amonijum-formijat, visoke ¢istoc¢e (Acros, Geel, Belgija)
e mravlja kiselina (Acros, Geel, Belgija).

3.1.4. Priprema mobilne faze

e HPLC mobilna faza: smesa acetonitrila i 20 mM amonijum-acetata, podeSena na pH 6
rastvorom sircetne kiseline. Brzna protoka mobilne faze: 1 mL/min, temperatura kolone
25 °C.

e SFC mobilna faza: smesa CO, i metanola. Modifikatori SFC mobilne faze: i) metanolni
rastvor 20 mM amonijum-formijata; ii) metanolni rastvor 20 mM amonijum-formijata sa
dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline. Brzina protoka mobilne faze: 3 mL/min, regulatorni
pritisak 160 bar, temperatura kolone 25 °C.

e NA-HILIC mobilna faza: smesa acetonitrila i metanola. Modifikatori NA-HILIC mobilne
faze: i) 20 mM amonijum-formijat; i) 20 mM amonijum-formijat sa dodatkom 0,1% (v/v)
mravlje kiseline. Brzina protoka mobilne faze: 1 mL/min, temperatura kolone 25°C.

3.1.5. Priprema rastvora uzoraka

e HPLC analiza (AQ-HILIC, RP):

Standardni rastvori ispitivanih jedinjenja su pripremljeni u metanolu, u koncentraciji 1
mg/mL i potom razblazeni sa mobilnom fazom (acetonitril : 20 mM amonijum-acetat, pH 6;
50:50, v/v) do finalne koncentracije 0,25 mg/mL. Kako bi se sprecila degradacija ispitivanih
jedinjenja uzorci su ¢uvani na temperaturi od 4 °C.

e SFC i NA-HILIC analiza:
Standardni rastvori ispitivanih jedinjenja su pripremljeni u smesi (acetonitril : metanol; 50:50,
v/V) u koncentraciji 1 mg/mL i potom razblaZeni sa metanolom do finalne koncentracije 0,01

mg/mL. Kako bi se sprecila degradacija ispitivanih jedinjenja, uzorci su c¢uvani na
temperaturi od 4 °C.
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3.2. Modelovanje retencionog ponasanja

3.2.1. Retencioni parametri

Retenciono vreme (t;) ispitivanih jedinjenja je izracunato kao srednja vrednost tri
merenja. Na osnovu t, izraCunat je logaritam retencionog faktora (logk) prema sledecoj
jednacini:

log k = log ((t; - to)/to) (11)
to Je mrtvo vreme izmereno kao vreme prve peturbacije bazne linije.

Parametar selektivnosti, o, izracunat je prema sledecoj jednacini:

a = ki/ky (12)
gde k; (i = 1, 2) predstavlja retencioni faktor ispitivanog jedinjenja.

3.2.2. Kompjuterske metode

U statistickoj obradi eksperimentalnih podataka koris¢eni su sledeci programi:

-RStudio (verzija 3.5.2; Boston, Masacutes, SAD) [187]

-Statistica data analysis system (verzija 7; StatSoft; Tulsa, Oklahoma, SAD) [188].

3.2.3. Opsti retencioni modeli

Sa aspekta matematickog opisa retenciong mehanizma, efekat zapreminskog udela
modifikatora mobilne faze (¢) na retencioni faktor (k) se moze definisati koris¢enjem Snyder-
ovog [136,189-192] i Snyder-Soczewinski retencionog modela [137, 143, 193].

Mehanizam raspodele odgovara Snyder-ovom retencionom modelu [136, 192], koji je
definisan slede¢om jednacinom:

logk =logk, —n- @ (13)

gde je ¢ zapreminska frakcija modifikatora mobilne faze, a n efekat koncentracije
modifikatora mobilne faze na stopu opadanja faktora retencije.

U AQ-HILIC sistemu, kao modifikator mobilne faze koris¢en je vodeni rastvor 20 mM
amonijum-acetata (¢(aqg)). Tom prilikom ekstrapolisani retencioni parametar,

ko THCACN), odgovara retenciji jedinjenja pri 100% sadrzaju acetonitrila u mobilnoj fazi.

U RP sistemu, ¢(org) je zapreminski udeo organskog eleuenta, dok k.~ (aq) opisuje retenciju
u 100% vodenom eluentu kao mobilnoj fazi.

U NA-HILIC i SFC-u kao modifikator mobilne faze je koris¢en metanol, g(metanol).
Parametar kWNA'H'L'C(ACN) definiSe retenciju ispitivanih jedinjenja u 100% acetonitrilu, dok
kw" ©(CO,) odgovara retenciji u 100% CO, kao mobilnoj fazi.

Adsorpcioni  model (Snyder-Soczewinski model) se matemati¢ki opisuje slede¢om
jednacinom [137, 143, 193]:

logk =logk, —n- logo (14)
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gde je ¢ zapreminska frakcija modifikatora mobilne faze.

Parametar logkp(aq) opisuje retenciju ispitivanih jedinjenja u 100% vodenom eluentu kao
mobilnoj fazi u AQ-HILIC sistemu, dok logky(metanol) odgovara retenciji u 100% metanolu
kao mobilnoj fazi u NA-HILIC i SFC-u.

U Sirokom opsegu promene zapreminskog udela modifikatora mobilne faze, ¢(aq), ispitana je
nelinearna logk=f(¢(aq)) zavisnost. Grafik koji opisuje logaritmovanu vrednost retencionog
faktora (logk) u odnosu na zapreminski udeo vodenog eluenta (¢(aq)) je U-oblika i
matematicki se moze predstaviti sledecom jednac¢inom [194-196]:

logk = a3 + mz-p(aq) — ma-loge(aq) (15)

Parametri as, ms, i my jednacine (15) se mogu odrediti nelinearnom regresionom analizom u
Statistica data analysis system-u [188]. Parametar ms opisuje efekat koncentracije vodenog
eluenta u mobilnoj fazi na retenciju ispitivanih jedinjenja u RP sistemu, dok je m; mera
doprinosa HILIC interakcija na promenu njihovog retencionog ponaSanja. Koeficijent az
predstavlja empirijsku konstantu. Zapreminski udeo vodene komponente mobilne faze koji
odgovara promeni iz RP u HILIC retencioni mehanizam je minimalna vrednost logk =
f(p(aq)) funkcije i matematicki je definisana slede¢om jednacinom:

¢min (aq) = 0,434 ms/m; (16)
gde m3 i m4 predstavljaju regresione koeficijente jednacine (15).

U slucaju ispitivanja niskih zapreminskih udela vodenog eluenta u mobilnoj fazi na retenciju
jedinjenja, (p(aq) < 0,02), primenjuju se sledece jednacine [194]:

logk = a3 + mz-p(aq) — ma-log(1+ bp(aq)), b>1 (17)
omin (aq) = 0,434 my/mz —1/b (18)

gde je ¢min (aq) prevojna tacka iz RP u HILIC retencioni mehanizam, a b predstavlja
regresionu konstantu.

Retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja se moze posmatrati i kao funkcija ukupne
polarnosti mobilne faze, logk = f(Py:), koja za dvokomponenti voda/acetonitril sistem iznosi:

Ptot = Pacn'@(ACN) + Phaop(aq) (19)

Pt je ukupni indeks polarnosti mobilne faze, Pacn = 5,8 je Snyder-ov indeks polarnosti za
acetonitril, dok Py20 = 10,2 predstavlja Snyder-ov indeks polarnosti vodene faze. Parametar
»(ACN) predstavlja zapreminski udeo acetonitrila, dok je ¢(aq) zapreminski udeo vodenog
eluenta u mobilnoj fazi [197].

U cilju preciznije procene pogodnosti predlozenog modela u opisivanju retencionog
ponasanja primenjen je Akaike-ov informacioni kriterijum (Akaike Information Criterion,
AIC) [198]. AIC se koristi za procenu relativnog kvaliteta jednog statistiCkog modela u
odnosu na drugi model, nezavisno od broja parametara u sistemu. Koeficijent AIC je
izvedena veli¢ina na osnovu broja parametara u sistemu (p), broja izvedenih eksperimenata
(n) i vrednosti rezidualnog zbira kvadrata (RSS):

AIC =2p + n [In(2zRSS/n) + 1] (20)
Nize vrednosti AIC koeficijenta odgovaraju boljoj primenljivosti konstruisanog modela u

opisivanju retencionog ponasanja.
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3.2.4. Primena Box-Cox transformacije u modelovanju retencionog ponasanja

Eksperimentalni podaci koji se statisticki obraduju Cesto odstupaju od normalne
raspodele. Jedan od nacina za poboljSavanje normalnosti raspodele podataka je njihova
transformacija. Vrsta transformacije podataka koja se najceS¢e koristi je Box-Cox
transformacija (B(p)).

U programu RStudio [187] je primenjena Box-Cox metodologija na retencione podatke, koji
su dobijeni na mixed-mode stacionarnoj fazi, u cilju definisanja odgovarajuce log k = f(p)
zavisnosti. Box-Cox transformacija se matematicki moze predstaviti:

B(p)= (¢ —1)*/ & 1)

gde je A parametar transformacije [199-200], ¢ zapreminski udeo modifikatora u mobilnoj
fazi.

3.2.5. Parametar selektivnosti, S

Dobijeni retencioni podaci predstavljaju posledicu kombinacije razli¢itih
hromatografskih uticaja npr. vrste mobilne i stacionarne faze, pH, strukture analita.
Grafickom interpretacijom retencionih podataka jednog sistema naspram retencionih
podataka dobijenih u drugom sistemu moze se uporediti selektivnost. Razlike u selektivnosti
se kvantifikuju koris¢enjem parametra S koji je zasnovan na koeficijentu korelacije, r, izmedu
dobijenih retencionih podataka:

S=1-r)"2-100 (22)

gde r predstavlja koeficijent korelacije izmedu posmatranih retencionih parametara (logk).
Vrednosti S koje su bliske nuli odgovaraju sistemima u kojima se postize skoro identi¢no
razdvajanje, dok vrednosti bliske 100 odgovaraju sistemima sa znacajnim razlikama u
retencionom ponasanju [201-202].
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3.3. Primena metodologije eksperimentalnog dizajna u modelovanju retencionog
ponasanja

Metodologija eksperimentalnog dizajna je iskoriS¢ena za ispitivanje razlika u
selektivnosti NA-HILIC i SFC sistema na osnovu razdvajanja ziprazidona, aripiprazola i
srodnih jedinjenja na diol stacionarnoj fazi.

Promene hromatografskih faktora su definisane eksperimentalnim planom koji odgovara
trofaktorskom centralnom kompozitnom (slozenom) dizajnu (Central Composite Design,
CCD). Kompozitni dizajn je najéeS¢e koris¢en dizajn za procenu koeficijenata u polinomu
drugog reda. CCD metoda je poseban tip dizajna povrsinskog odgovora (response surface),
koji se moze uklopiti u kvadratni model i s toga predstavlja efektivan drugostepeni dizajn.
CCD dizajn se sastoji iz frakcionog faktorskog dizajna sa centralnim tackama koje su
uvecane 1 grupom aksijalnih ta¢aka. U odnosu na broj ispitivanih faktora, broj aksijalnih
tataka u CCD dizajnu je dva puta veci (Slika 32) [203].

1
1
1
Koncentracija pufera [ 4 -0
Udeo metanola
1

Slika 32. Trofaktorski centralni kompozitni dizajn.

Tokom ispitivanja, nivoima (-1, 0, +1) je redom obelezena minimalna, srednja i maksimalna
vrednost svake promenljive (Tabela 2). Zbog toga, CCD metoda zahteva veliki broj
eksperimenata i trebala bi da bude izabrana u kasnijoj fazi istrazivanja, kada je ukupan broj
promenljivih sveden na prihvatljivu cifru.

Vrednosti parametra selektivnosti (o) su ispitane u zavisnosti od uskog opsega promene
temperature (T), koncentracije pufera (Cyurer, metanolnog rastvora amonijum-formijata sa
dodatkom 0,1% mravlje kiseline, v/v) i zapreminskog udela metanola (metanol, % v/v) na diol
stacionarnoj fazi (Tabela 2).
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Tabela 2. Eksperimentalni faktori i njihovi nivoi.

Eksperimentalni nivoi T (°C) metanol (%, v/v) Cpyuter (MM)

-1 20 15 15
0 25 20 20
1 30 25 25

Statisticka znacajnost 1 primenljivost dobijenih modela procenjena je na osnovu rezultata
analize varijanse, ANOVA testa.

3.3.1. Modelovanje retencionog ponaSanja u SFC sistemu

Uticaj zapreminskog udela metanola, koncentracije pufera i temperature na retenciju
odabranih liganada imidazolinskih 1 serotoninskih receptora u SFC-u na mixed-mode
stacionarnoj fazi je ispitan prema planu CCD dizajna (Tabeli 2). Opsti oblik CCD jednacine
je:

E(y) =fo+ X7 BiX; + X1 X7 Bij XiX; + X7 BiuX? (23)

gde je n broj ispitivanih faktora i konstanta f, odsecak. Koeficijenti §; , f;;, B;; gde je i # ]
kvantifikuju uticaj odgovaraju¢ih X;, X;X;, X? interakcija na vrednost zavisne promenljive
E(y) tj. retencionog faktora ispitivanog jedinjenja (k) [180-183]. Hromatografski faktori i
njihove interakcije sa najizraZenijim uticajem na retenciono ponasanje su izdvojene Step-wise
postupkom u visestrukoj linearnoj regresionoj analizi (Multiple Linear Regression, MLR)
[188]. Njihova statisticka znacajnost je procenjena primenom ANOVA testa.
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3.4. Modelovanje retencionog ponasanja na osnovu fizicko-hemijskih osobina
ispitivanih jedinjenja
3.4.1. Izracunavanje molekulskih deskriptora

Dominantni tautomerni oblici ispitivanih jedinjenja (pH 6 za AQ-HILIC, neutralne
forme za NA-HILIC i SFC) su odabrani koris¢enjem Chem Axon Marvin Sketch 6.1.0.
programa [48]. Optimizacija odabranih jedinjenja je uradena primenom:

e semi-empirijske PM3 metode [204-205] (softver Gaussian09 [206], programa ChemBio3D
Ultra 13.0 [207])
e Hartree-Fock/3-21G metode.

Molekulski deskriptori optimizovanih struktura su izracunati koris¢enjem:

ChemBio3D Ultra 13.0. [207]

Dragon [208]

Gaussian09 [206]

Marvin Sketch 6.1.0. [48]

Molinspiration [209]

Virtual Computational Chemistry Laboratory [210]
ACD/i-Lab softvera [211].

Predikcioni QSRR modeli su napravljeni koris¢enjem deskriptora koji imaju najveci uticaj na
retenciono ponaSanje ispitivanih jedinjenja, kao 1 interkorelaciju nizu od 0,9.

3.4.2. QSRR modelovanje

Kako bi se objasnile fizicko-hemijske interakcije koje uticu na retenciju u ispitivanim
hromatografskim sistemima (RP, AQ-HILIC, NA-HILIC i SFC), primenjene su metode
kvantitativne analize, veze izmedu strukture i retencije.

3.4.2.1. QSRR modelovanje u AQ-HILIC i RP sistemima

U AQ-HILIC i RP sistemima na mixed-mode stacionarnoj fazi ispitana je korelacija
izmedu ekstrapolisanih retencionih faktora (logky**""“'°(ACN), logk,""(aq), logk,”*""'(aq),
prevojne tacke (pmin (aq)) kao zavisno promenljivih i molekulskih osobina jedinjenja kao
nezavisno promenljivih (Tabela 1, Prilog A).

S obzirom da je cilj prediktivne QSRR analize izrada modela koji pouzdano predvidaju
vrednosti novog skupa podataka, napravljene modele je potrebno testirati na podacima koji
nisu predhodno poznati i oCekivana predvidanja proveriti u odnosu na dobijene rezultate.
Glavna ideja je podela analiziranog skupa podataka na dva podskupa; jedan pod nazivom
training skup koji se koristi za konstruisanje modela, a drugi testing skup za proveru ta¢nosti
modela. Kako je model izgraden na osnovu skupa training (pre koris¢enja skupa testing),
testing skup sluzi kao nezavisni izvor podataka za objektivno testiranje tacnosti predvidanja.
Validacija testa podrazumeva uklapanje novih podataka u model i simulaciju buduce primene
modela u praksi na novim podacima. Kako bi se obezbedila odgovaraju¢a tacnost
predvidanja, odabir training i test skupa je uraden na osnovu PCA grafika (t; vs. ty, t1 vs. uy),
tako da broj jedinjenja u svakom training skupu iznosi 28. Jedinjenja rasporedena u test i
training skupove su prikazana u Tabeli 3. U cilju identifikacije jedinjenja Cije retenciono
ponasanje odstupa u odnosu na izabrane fizicko-hemijske Kkarakteristike (outlayer),
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primenjena je analiza glavnih komponenata (Principial Component Analysis, PCA),
koris¢enjem SIMCAP+ 12.0. programa [212-213] (Slika 33).
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Slika 33. PCA grafik (score plot) na primeru prevojne tacke:

a) tp = f(ty)

b) t1 = f(Ul)
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Tabela 3. Training i test skupovi u MLR/QSRR i SVM/QSRR analizi.

Zavisno

promenljiva Training skup Test skup Iskljuceno jedinjenje (outlier)
amilorid, antazolin, aripiprazol, Imp Al, Imp A2,
Imp A5, Imp A7, Imp A8, Imp A9, Imp A10,
benazolin, cirazolin, klonidin, gvanabenz, Imp A3, Imp A6, brimonidin, detomidin,
IongRP(aq) harman, idazoksan, metformin, moksonidin, Imp | efaroksan, gvanfacin, harmin, Imp M1, olanzapin, | Imp A4, ziprazidon
M2, Imp M3, Imp M4, nafazolin, oksimetazolin, | fentolamin, tetrahidrozolin, trimazolin, Imp Z2
RX 821002, sitagliptin, ksilometazolin, tizanidin,
Imp Z3
amilorid, antazolin, aripiprazol, Imp Al, Imp A4,
Imp A5, Imp A8, Imp A9, Imp A0, cirazolin, . . -
klonidin, detomidin, efaroksan,gvanabenz, "\T)Sng%’irl]nﬁﬁ?\hge?;mm‘i b;;Tac;ryl?:]n,
logky™""“(0rg) | harmine, harman, idazoksan, metformin, gksimetaz,olinptrim,azoﬁn tizanidin, Imp 22 Imp A7, Imp A3
moksonidin, Imp M1, Imp M3, olanzapin, ’ ’ ’ ’
fentolamin, RX 821002, sitagliptin, Imp 23
tetrahidrozolin, ksilometazolin, ziprazidon
amilorid, antazolin, aripiprazol, Imp Al, Imp A4,
Imp A5, Imp A8, Imp A9, Imp A0, cirazolin, . . -
klonidin, detomidin, efaroksan, gvanabenz, Ir\r/lgng%ir:m&A?\/:;n Fl)n'?‘G’N?ZnﬁZ?:Z%I?;'mon'd'n’
logky* "' (ag) | harmin, harman, idazoksan, metformin, gk. i PV, FIJ anidin. Imp 22 Imp A7
moksonidin, Imp M1, Imp M3, olanzapin, oksimetazolin, trimazolin, tizanidin, Imp Z2,
fentolamin, RX 821002, sitagliptin, Imp 23
tetrahidrozolin, ksilometazolin, ziprazidon
antazolin, aripiprazol, Imp Al, Imp A3, Imp A4,
Lnaﬁ?n I?fﬂgﬁé;?%\f;f;gﬁ 'Af;irrlnr?r? Al0, amilorid, Imp A2, Imp A9, benazolin, brimonidin,
omin(a)) idazoksan, metformin, moksondin, Imp M1, cirazoline, detomidin, guvanabenz, harmin, Imp /

Imp M2, Imp M4, olanzapin, fentolamin,
sitagliptin, tetrahidrozolin, tizanidin, trimazolin,
Imp Z2, Imp Z3

M3, nafazolin, oksimetazolin, RX 821002,
ksilometazolin, ziprazidon
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U oba QSRR postupka (MLR/QSRR, SVM/QSRR) koris¢en je isti training skup za
konstruisanje modela, kao i isti test skup za procenu ta¢nosti njegovog predvidanja. Kvalitet
dobijenih QSRR modela je procenjen na osnovu parametara unutrasnje (koeficijent korelacije
(r), srednja kvadratna greska procene (RMSEE), kvadratni regresioni koeficijent ukr§tene
validacije (Q%.o00)) i parametra spoljasnje validacije (Q%x, srednja kvadratna greska
predvidanja (RMSEP)) [213-214] koji su definisani slede¢im jednacinama:

PRESS= YD, e? (24)
RMSEE = (PRESS/N) ™ aining set (25)
Q%00 = 1 — PRESS/(Y. (Y, (training) — Y(training)) 2 (26)
Q%x = 1 - PRESS/(Z(Y,ps (test) — Y(training)) 2 (27)
RMSEP = (PRESS/N)Y2 st set (28)

gde e predstavlja razliku uzmedu posmatrane i predvidene Y vrednosti. Yobs (training) J€
zavisno promenljiva (Y) training skupa, dok je Y(training) srednja vrednost (Y) training
skupa. Q%x: je eksterni validacioni parametar. Yops esy j€ Vrednost zavisno (Y) promenljive
test jedinjenja. Smatra se da QSRR modeli sa vrednostima parametara QZLOO i Qzext vec¢im ili
jednakim od 0,5 imaju dobre prediktivne osobine [213-214].

Kvalitet QSRR predvidanja je procenjen i na osnovu vrednosti rm? parametara test skupa (r?,
srednja vrednost rn’ (7m’), relativna vrednost rm? (rrm?)). Parametri rm” su iskoriséeni kao
dodatni validacioni kriterijum koji potvrduje kvalitet QSRR modelovanja, na osnovu
korelacije izmedu predvidenih i eksperimentalno dobijenih podataka (r?). Korelacija r* je
umanjena za vrednost ry” koja je dobijena metodom najmanjih kvadrata:

rmz = r2 (1- m) (29)

_ o _ ThETE
Tm™ = >

(30)

Analogno jednagini (29), moZe se izralunati i parametar 7,2, > = r’ (1- /12 — 1,%), dok je
odsecak 742 dobijen zamenom koordinatnih osa u sistemu (Slika 34).
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Slika 34. Regresioni grafici za izraGunavanje r,> parametara.

QSRR modeli se mogu smatrati prihvatljivim ukoliko su ispunjeni slede¢i uslovi:

i) vrednosti parametara r’y, rrm?, 7m’ veée od 0,5
i) razlika izmedu rry,” and 7 (Arn?) niza od 0,2 [215-217].

U MLR analizi je primenjen stepwise postupak (Statitica data analysis system) [188] u cilju
1zdvajanja najznacajnijih deskriptora koji uti¢u na retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja,
prema sledecoj jednacini:

y=ag+arx;+axyxyt .. tanX, (31)

AQ-HILIC AQ-HILIC

gde je y zavisno promenljiva, (logky"" (aq), logk (org), logky (@aq), ¢min(aq)), ao-
n SU regresioni koeficijenti, dok je x; (i = 1 - n) vrednost odabranog molekulskog deskriptora.

Molekulski deskriptori, izdvojeni MLR analizom, iskoriS¢eni su kao ulazni podaci u
SVM/QSRR modelovanju. Karakteristike dobijenih SVM/QSRR modela u zavisnosti od
vrste kernel funkcije (osnovna radijalna funkcija, kvadratna funkcija), vrednosti kapaciteta C
i parametra e su prikazane u Tabeli 4.

Vrednosti molekulskih deskriptora ispitivanih jedinjenja su prikazane u Prilogu A, u Tabeli 1
i Tabeli 2.
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Tabela 4. Optimizacione karakteristike SVM/QSRR modela.

. Stepen Koeficijent . .
Zawsn_c_) Kernel funkcija polinoma polinoma Parametar kapaciteta y Broj vevktora
promenljiva ) © ©) Podrske
Polinom 2 0 10 01 0,7 24
logky™ (aq) Osnovna 0,9
radijalna / 3 0.1 2,0 24
Polinom 2 0 29 0,1 88 23
HILIC 1
logk,™(0rg) Osnovna / / 12 03 0,9 12
radijalna ' 0,0
Polinom 2 0 4 0,1 gg 24
HILIC 1
logk,™""(aq) Osnovna / / 4 o1 01 20
radijalna ' 5,0
Polinom 2 0 2 0,1 88 14
 min(a0) Osnovna / / 4 01 05 18
radijalna ' 4,0

Kapacitet, C, od 10 do 30. Parametar ¢ od 0,1 do 5,0.

3.4.2.2. QSRR modelovanje u NA-HILIC i SFC sistemima

U NA-HILIC i SFC-u, uticaj molekulskih osobina na retenciono ponasanje jedinjenja
ispitan je kori§¢enjem jednacine Abraham-a (Linear Solvation Energy Relationship, LSER):

logk=c+eE+sS+aA+hbB+wW

(1a)

gde su E, S, A, B i V strukturni deskriptori molekula (deskriptori Abraham-a), dok su
koeficijenti ¢, e, s, a, b, v dobijeni MLR analizom. Deskriptor V opisuje McGrowan
molekulsku zapreminu, S dipolarnost, A proton-donorske osobine, B proton-akceptorske
osobine, E polarizabilnost u visku [218-221]. Vrednosti deskriptora Abraham-a ispitivanih

jedinjenja su prikazane u Tabeli 5.
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Tabela 5. Izracunate vrednosti deskriptora Abraham-a.

Jedinjenje LSER deskriptori
A B S E \Y
Antazolin 0,13 1,13 1,52 1,89 2,18
Aripiprazol 0,41 1,75 2,53 2,63 3,28
Imp A5 0,91 0,97 1,46 1,40 1,20
Imp A6 0,82 1,81 2,54 2,46 2,86
Imp A1l 0,41 1,70 2,82 2,71 3,23
Benazolin 0,13 0,75 1,10 1,83 1,56
Brimonidin 0,42 1,55 1,58 2,34 1,75
Detomidin 0,35 0,60 1,34 1,27 1,57
Efaroksan 0,13 0,92 0,90 1,36 1,70
Harman 0,31 0,67 1,50 2,01 141
Harmin 0,31 0,88 1,60 2,07 1,61
Idazoksan 0,13 1,16 1,51 1,44 1,48
Olanzapin 0,13 1,45 1,59 2,30 2,37
RX 821002 0,13 1,38 1,62 1,45 1,68
Tizanidin 0,42 1,34 1,57 2,33 1,62
Trimazolin 0,13 0,70 0,61 1,18 1,76
Ziprazidon 0,48 1,65 2,67 3,38 2,92
Imp Z1 0,16 0,91 1,58 1,99 1,62
Imp Z2 0,43 1,80 3,15 3,56 2,94
Imp Z3 0,48 1,90 3,57 4,82 3,78

Eksperimentalno dobijeni retencioni faktori u NA-HILIC i SFC sistemima su linerano

korelisani sa izraCunatim LSER deskriptorima primenom MLR analize.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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Modelovanjem retencionog ponasanje liganada imidazolinskih i serotoninskih
receptora i strukturno srodnih jedinjenja u razli¢itim hromatografskim uslovima, na osnovu
uticaja fizicko-hemijskih karakteristika mobilne i stacionarne faze, kao i molekulskih osobina
odabranog seta jedinjenja, omogucuje se:

1) hromatografsko ispitivanje strukturno sli¢nih, ali i terapijski raznorodnih grupa jedinjenja
sa dejstvom na CNS

i) odabir i klasifikacija strukturnih karakteristika, kao i fizicko-hemijskih osobina koje uti¢u
na retenciono ponasanje

iii) razvoj pouzdanog predikcionog modela koji se moze primeniti na novosintetisane
supstance i njihova strukturno srodna jedinjenja.

U literaturi nema dovoljno podataka koji opisuju retencione karakteristike liganada
imidazolinskih i serotoninskih receptora i njihovih strukturnih analoga na polarnim
stacionarnim fazama (mixed-mode HILIC/RP, diol) u NA-HILIC i SFC sistemima.
Retencioni mehanizmi na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi su sloZeniji u odnosu na
mehanizme koji su prisutni na stacionarnim fazama sa jednom strukturnom modifikacijom. S
toga, opisivanje retencionog ponasSanja u dualnom sistemu RP/HILIC interakcija zahteva
primenu nelinearnih retencionih modela, kao i slozenijih kvantitativnih zavisnosti izmedu
strukture i parametara retencije (QSRR).

4.1. Modelovanje retencionog ponasanja u AQ-HILIC i RP sistemima

Na mixed-mode HILIC/RP (mixed-mode diol) stacionarnoj fazi, ispitano je retenciono
ponasanja liganda imidazolinskih 1 serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u RP i AQ-
HILIC sistemima kori§¢enjem mobilne faze koja je smeSa acetonitrila i 20 mM amonijum-
acetata (pH 6). Hemijske strukture ispitivanih jedinjenja su prikazane na Slici 35.
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Slika 35. Dominantni hemijski oblici A) liganada imidazolinskih receptora B) liganada
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja na pH 6 u AQ-HILIC i RP sistemima.

4.1.1. Uticaj zapreminskog udela modifikatora mobilne faze na retenciono ponasanje

Retenciono ponaSanje 43 jedinjenja (Slika 35) je ispitano na mixed-mode HILIC/RP
stacionarnoj fazi, koriS¢enjem smese acetonitrila i 20 mM amonijum-acetata (pH 6) kao
mobilne faze. Zbog kisele prirode mobilne faze (pH 6) smanjena je jonizacija slobodnih diol
grupa na povrsini kolone. Posledi¢no, smanjen je uticaj elektrostatickih, a povecan uticaj
hidrofilnih i hidrofobnih interakcija na retenciono ponaSanje ispitivanih jedinjenja.Trend
promene logaritma retencionog faktora u funkciji zapreminskog udela modifikatora mobilne
faze, logk = f(¢(aq)), prikazan je na Slici 36.

Retenciono ponasanje na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi uslovljeno je strukturnim
karakteristikama liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora. Sa Slike 36, moze se
uociti da polarna jedinjenja kao Sto su metformin, amilorid 1 moksonidin (ligandi
imidazolinskih receptora) imaju vece vrednosti logk parametra u AQ-HILIC sistemu, dok u
RP sistemu vece logk vrednosti imaju jedinjenja sa lipofilnim osobinama kao S$to su
aripiprazol, ziprazidon i olanzapin (ligandi serotoninskih receptora). Takode, vrednosti
retencionog faktora olanzapina, derivata benzodiazepina, na mixed-mode HILIC/RP
stacionarnoj fazi su vise u odnosu na ziprazidon i aripiprazol koji su strukturni analozi
arilpiperazina. Retenciono ponaSanje metformina (derivata bigvanidina) se znacajno razlikuje
u odnosu na moksonidin i amilorid. Grafik logk=f(p(aq)) funkcije strukturnih analoga
naftilimidazolina (benazolin, nafazolin, tetrahidrozolin) ima simetri¢an U-oblik, koji ukazuje
na sli¢nosti u njihovim retencionim karaketristikama u AQ-HILIC i RP sistemima (Slika
36A).

Male strukturne razlike imaju znacajan uticaj na vrednosti retencionog faktora u AQ-HILIC i
RP regionima. Na Slici 36B graficki je prikazano retenciono ponasanje strukturno srodnih
hemijskih parova kao $to su: gvanabenz-gvanfacin, fentolamin-antazolin, harman-harmin,
ksilometazolin-oksimetazolin, detomidin-trimazolin,  benazolin-nafazolin.  Oksidovani
derivati (antazolin, oksimetazolin, harmin) formiraju jace dipolne i vodoni¢ne interakcije sa
stacionarnom fazom, koje uticu na njihovo duze zadrzavanje u koloni i dobijanje veéih logk
vrednosti kao npr: logk(antazolin) > logk(fentolamin), logk(harmin) > logk(harman),
logk(oksimetazolin) > logk(ksilometazolin). Koliko je retencioni proces u mixed-mode
HILIC/RP sistemu slozen, potvrduju razlike u retencionim karakteristikama koje nisu
posledica dominantnog uticaja lipofilnih osobina nego i ostalih molekulskih karakteristika
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(aromati¢nost, oblik molekule, broj akceptorskih mesta vodonika): logk(gvanabenz) >
logk(gvanfacin) suprotno vecoj polarnosti gvanfacina, logk(trimazolin) > logk(detomidin) u
AQ-HILIC regionu, iako je detomidin hidrofilnije jedinjenje u odnosu na trimazolin.
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Slika 36. Promena retencije u funkciji zapreminskog udela modifikatora mobilne faze, logk =
f(p(aq)) A. Derivata imidazolina/gvanidina i piperazina B. Strukturno srodnih hemijskih
parova C. Derivata arilpiperazina (ziprazidon, aripiprazol) i derivata 2-amino(aril)imidazolina
(moksonidin) i strukturnih analoga.

Na Slici 36C, prikazani su grafici logk=f(p(aq)) funkcije liganada serotoninskih (ziprazidon,
aripiprazol) i imidazolinskih receptora (moksonidin) i njihovih strukturnih analoga.
Srazmerno izrazenijim lipofilnim karakteristikama, kod ziprazidona i aripiprazola uocava se
porast logk vrednosti u RP i njihov pad u AQ-HILIC regionu. Takode u slu¢aju ziprazidona i
strukturno srodnih jedinjenja (Imp Z2, Imp Z3), logk vrednosti rastu sa porastom vrednosti
parametra lipofilnosti (logP) tako da je logk(Imp Z3) < logk(Imp Z2) < logk(ziprazidon) za
logP(Imp Z3)=2,24 < logP(Imp Z2)=4,26 < logP(ziprazidon)=4,67.

Kako su N-oksidi polarna jedinjenja, moze se smatrati da aripiprazol-N-oksid (Imp A7) u
sistemu hidrofilnih interakcija, formira jace dipolne interakcije sa stacionarnom fazom u
odnosu na dehidroaripiprazol (Imp A6) i aripiprazol. Posledicno, u AQ-HILIC je
logk(aripiprazol) < logk(Imp A6) < logk(Imp A7), dok je u RP-u redosled zadrzavanja
aripiprazola i njegovih necistoc¢a obrnut: logk (aripiprazol) > logk(Imp A6) > logk(Imp A7).

U sluc¢aju liganada imidazolinskih receptora (derivata moksonidina) uocava se pad logk
vrednosti u RP, ali i njihov porast u AQ-HILIC regionu. Tom prilikom, srazmerno rastucoj
polarnosti derivata moksonidina, raste i njihovo zadrzavanje na mixed-mode stacionarnoj fazi
tj. logk(Imp M2) < logk (moksonidin) < logk(Imp M1).

Minimum logk = f(e(aq)) funkcije razdvaja sistem hidrofilnih od sistema reverzno-faznih
interakcija. Uslovi u kojima dolazi do smene iz HILIC-a u RP mehanizam oznaceni su kao
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prevojna tacka ((pmin(aq)), i za svako ispitivano jedinjenje su odredeni primenom jednacine
(15) i jednacine (16). Dobijene pmin(aq) vrednosti su prikazane u Tabeli 6.
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Tabela 6. Regresioni koeficijenti (as, m3 i my) (jednacina (15)), prevojna ta¢ka (¢min (aq)) (jednacina (16)) i AIC vrednosti (jednac¢ina (20))
ispitivanih jedinjenja. Standardne devijacije parametara (as, ms and my) su prikazane u zagradama.

Jedinjenje as m; m, Prin (aq) R? Adj R? S.E S RSS p AIC
Amilorid -1,165 (0,08) 1,557 (0,10) 2,072 (0,08) 0,58 0,9956 0,9947 0,0205 0,9482 0,0806 2,31E-07 -20,0
Antazolin -1,363(0,14) 2,826 (0,20) 2,065 (0,13) 0,32 0,9553 0,9478 0,0535 0,7343 0,0344 8,01E-09 -42,6
Aripiprazol -1,256 (0,11) 3,577 (0,17) 1,257 (0,09) 0,15 0,9867 0,9845 0,0357 1,1401 0,0153 5,42E-12 -54,7
Imp Al -1,282(0,26) 2,681 (0,34) 2,291 (0,27) 0,37 0,8826 0,8630 0,0624 0,3516 0,0468 2,62E-06 -38,0
Imp A2 -1,403 (0,15) 3,150 (0,19) 2,320 (0,14) 0,32 0,9661 0,9582 0,0323 0,2883 0,0104 5,15E-08 -49,8
Imp A3 -1,398 (0,13) 2,968 (0,19) 0,966 (0,11) 0,14 0,9816 0,9788 0,0498 1,7152 0,0322 5,29E-12 -47,9
Imp A4 -1,376 (0,06) 2,681 (0,09) 1,688 (0,06) 0,27 0,6694 0,5960 0,1363 0,1078 0,1672 0,006863 -11,2
Imp A5 -0,998 (0,25)  1,221(0,37) 0,754 (0,22) 0,27 0,9244 0,9128 0,0260 2,0469 0,0088 5,14E-08 -68,7
Imp A6 -1,953(0,17)  3,891(0,25) 1,542 (0,15) 0,17 0,9594 0,9351 0,0969 0,7151 0,1220 7,52E-09 -26,6
Imp A7 2,490 (0,11) 4,790 (0,15) 3,195 (0,11) 0,29 0,9900 0,9880 0,0256 0,6453 0,0065 1,01E-10 -55,9
Imp A8 -1,325(0,16) 2,649 (0,23) 0,969 (0,14) 0,16 0,9594 0,9531 0,0602 1,1129 0,0472 9,12E-10 -41,8
Imp A9 -1,990 (0,34) 3,106 (0,45) 1,579 (0,31) 0,22 0,8139 0,7873 0,1580 1,5287 0,3496 7,74E-06 -11,8
Imp A10 -1,142(0,12) 3,487 (0,18) 1,117 (0,10) 0,14 0,9869 0,9847 0,0394 1,3975 0,0186 5,17E-12 -51,8
Benazolin -1,311(0,13)  2,435(0,16) 2,216 (0,13) 0,39 0,9688 0,9641 0,0430 0,7484 0,0241 1,61E-10 -52,6
Brimonidin -0,946 (0,21) 1,587 (0,27) 1,293 (0,20) 0,35 0,7732 0,7354 0,0938 0,3603 0,1057 0,000136 -22,7
Cirazolin -1,381(0,07) 2,577 (0,09) 2,201 (0,07) 0,37 0,9900 0,9885 0,0221 0,6296 0,0063 9,72E-14 -74,0
Klonidin 0,492 (0,11)  1,223(0,13) 0,752 (0,10) 0,27 0,8982 0,8798 0,0470 0,2143 0,0243 3,48E-06 -43,3
Detomidin -1,360 (0,10) 2,848 (0,13) 1,229 (0,09) 0,19 0,9883 0,9864 0,0407 1,6864 0,0199 2,52E-12 -50,8
Efaroksan -1,482 (0,20) 2,498 (0,24) 2,297 (0,21) 0,40 0,9051 0,8906 0,0621 0,4780 0,0501 2,24E-07 -40,9
Gvanabenz -0,871(0,09) 2,122 (0,13) 1,303 (0,09) 0,27 0,9563 0,9490 0,0381 0,3817 0,0174 6,96E-09 -52,8
Gvanfacin -0,968 (0,06) 2,062 (0,08) 1,006 (0,05) 0,21 0,9851 0,9828 0,0257 0,5656 0,0086 1,36E-12 -69,1
Harman -0,947 (0,10) 2,405 (0,13) 0,986 (0,09) 0,18 0,9813 0,9786 0,0437 1,4009 0,0267 8,02E-13 -55,5
Harmin 0,944 (0,11) 2,509 (0,16) 1,057 (0,11) 0,18 0,9767 0,9731 0,0502 1,3740 0,0328 2,46E-11 -47,6
Idazoksan -2,771(0,29) 3,508 (0,40) 3,740 (0,26) 0,46 0,9640 0,9589 0,1201 6,2525 0,2334 7,81E-11 -18,7
Metformin -1,544 (0,16) 1,517 (0,19) 2,741 (0,15) 0,78 0,9891 0,9875 0,0722 6,6116 0,0731 1,87E-14 -34,8
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Moksonidin -0,751(0,11) 1,151 (0,14) 1,120 (0,10) 0,42 0,9171 0,9053 0,0528 0,4322 0,0391 2,69E-08 -49,1
Imp M1 -1,002 (0,13)  1,430(0,17) 0,791 (0,13) 0,24 0,8954 0,8780 0,0598 0,3677 0,0429 1,31E-06 -35,3
Imp M2 -0,687 (0,17)  1,123(0,22) 1,534 (0,16) 0,59 0,9458 0,9368 0,0769 1,2382 0,0709 2,53E-08 -28,3
Imp M3 -1,857(0,21)  2,012(0,25) 3,052 (0,23) 0,66 0,9784 0,9754 0,0706 3,1678 0,0698 2,17E-12 -35,6
Imp M4 -2,661(0,21)  2,783(0,24) 3,609 (0,21) 0,56 0,9779 0,9748 0,0685 2,9088 0,0657 2,57E-12 -40,2
Nafazolin -1,404 (0,11) 2,493 (0,14) 2,289 (0,11) 0,40 0,9722 0,9679 0,0306 0,0188 0,0122 7,66E-11 -58,2
Olanzapin -1,162(0,38)  3,208(053) 1,818 (0,37) 0,25 0,8603 0,8293 0,0845 0,3962 0,0643 0,000142 22,7
Oksimetazolin -1,936 (0,12) 3,596 (0,16) 2,699 (0,13) 0,33 0,9782 0,9748 0,0355 0,6373 0,0139 6,46E-10 51,1
Fentolamin -1,920 (0,15)  3,370(0,19) 2,638 (0,15) 034 0,9590 0,9532 0,0409 0,5492 0,0235 1,94E-10 57,7
RX 821002 -0,798 (0,09) 1,620 (0,11) 1,054 (0,09) 0,28 0,9220 0,9090 0,0486 0,3349 0,0283 2,25E-07 -455
Sitagliptin 21,594 (0,19)  2,838(0,24) 1,774 (0,18) 0,27 0,9123 0,8998 0,0885 1,1415 0,1097 3,97E-08 -25,2
Tetrahidrozolin 1,550 (0,18) 2,521 (0,21) 2,434 (0,18) 0,42 0,9377 0,9282 0,0532 0,5551 0,0368 1,45E-08 -37,4
Tizanidin -0,807 (0,17)  1,612(0,20) 0,849 (0,16) 0,23 0,8971 0,8814 0,0815 0,7542 0,0864 3,79E-07 -28,8
Trimazolin -1,712(0,20) 2,965 (0,25) 2,544 (0,21) 0,37 0.9273 0,9141 0,0615 0,5316 0,0417 5,47E-07 -35,7
Ksilometazolin -1,828 (0,11) 3,751 (0,15) 2,534 (0,10) 0,29 0.9807 0,9777 0,0467 1,4431 0,0284 7,15E-12 -50,0
Ziprazidon -1,833(0,18) 4,214 (027) 1,651 (0,16) 0,17 0.9697 0,9650 0,0711 2,0993 0,0657 1,36E-10 -36,5
Imp 22 1,271 (0,12) 3,260 (0,19) 0,945 (0,10) 0,13 0.9875 0,9853 0,0384 1,2822 0,0162 3.35E-11 -49,0
Imp Z3 -1,699 (0,18) 3,267 (0,27) 1,224 (0,16) 0,16 0.9673 0,9960 0,0668 1,3193 0,0446 3.74E-08 -30,9

R*: koeficijent determinacije, AdjR* prilagodeni koeficijent determinacije, S.E.: standardna greska, S: regresioni zbir kvadrata, RSS: rezidualni zbir kvadrata,
p: statisticka znacajnost, AIC: Akaike-ov informacioni kriterijum.
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Velike varijacije u vrednostima prevojne tacke (gpmin(aq)) potvrduju da fizicko-hemijske
karakteristike (npr. lipofilnost) ispitivanog jedinjenja uticu na retencioni mehanizam. Uocava
se da jedinjenja sa izrazenim lipofilnim karakteristikama, npr. Imp Z2 (logD = 4,42) imaju
manje ¢min(aq) vrednosti u poredenju sa polarnim jedinjenjima, npr. metformin (logD = -
5,74) (Tabela 6).

Na osnovu dobijenih gmin(aq) vrednosti, za svako jedinjenje odredeni su regioni u kojima
dominiraju HILIC i RP interakcije. Odabrani AQ-HILIC i RP regioni su predstavljeni u

Tabeli 7.

Tabela 7. Zapreminski udeo vodenog konstituenta mobilne faze u RP i AQ-HILIC regionima.

Jedinjenje RP region AQ-HILIC region Ukupni region
Amilorid 0,75; 0,7; 0,65; 0,625; 0,6  0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,125 0,75; 0,70; 0,65; 0,625; 0,6, 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,125; 0,10
0,7, 0,675; 0,65; 0,625; 0,70; 0,675; 0,65; 0,625; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Antazolin 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15
0,6 0,125; 0,10; 0,05
- 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,2; 0,175; 0,15; 0,125;
Aripiprazol 0,6; 0,55; 0,5; 0,45; 0,4 0,175; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075
0,10; 0,075; 0,05
0,7, 0,675; 0,65; 0,625; 0,70; 0,675; 0,65; 0,625; 0,60; 0,55; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
Imp Al 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,125
0,6 0,15; 0,125; 0,10
0,675; 0,65; 0,55; 0,5; 0,675; 0,65; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,125;
Imp A2 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15
0,45 0,10
0,70; 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Imp A3 0,6; 0,55; 0,50; 0,45; 0,4 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,125; 0,10; 0,075; 0,05
Imp A4 0,6; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40  0,20; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,20; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,70; 0,65; 0,60; 0,55; 0,70; 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Imp A5 0,20; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075
0,50 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,6 0; 0,55; 0,50; 0,45; 0,70; 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Imp A6 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,40 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,70; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,125;
Imp A7 0,225; 0,20; 0,15; 0,125; 0,10
0,40 0,10
0,6 0; 0,55; 0,50; 0,45; 0,70; 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Imp A8 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,40 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,90; 0,70; 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Imp A9 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,40 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,55; 0,50; 0,475; 0,45; 0,625; 0,55; 0,50; 0.475; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,125;
Imp A10 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,40 0,10; 0,075; 0,05
0,75; 0,7; 0,675; 0,65; 0,80; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
Benazolin 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0.15
0,60 0,15; 0,125; 0,10; 0,075
0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,90; 0,80; 0,75; 0,675; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Brimonidin 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,10
0,60 0,10; 0,05
. i 0,7; 0,675; 0,65; 0,625; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,625; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
Cirazolin 0.3, 0.25, 0.225, 0.2, 0.15
0,60 0,15; 0,125; 0,10; 0,075
0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,10;
Klonidin 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15
0,60 0,05
0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,125;
Detomidin 0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,60 0,10; 0,075; 0,05
0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225;
Efaroksan 0,225; 0,20; 0,15; 0,125; 0,10
0,60 0,20; 0,15; 0,125; 0,10
0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,60; 0,55; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
Gvanabenz 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,125
0,60 0,125; 0,10; 0,05
i 0,75; 0,7; 0,675; 0,65; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
Gvanfacin 0,20; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075
0,60 0,125; 0,10; 0,075; 0,05
0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,175;
Harman 0,175; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075

0,50

67

0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05



DOKTORSKA DISERTACIJA

DARIJA OBRADOVIC

Harmin

Idazoksan

Metformin

Moksonidin

Imp M1

Imp M2

Imp M3

Imp M4

Nafazolin

Olanzapin

Oksimetazolin

Fentolamin

RX 821002

Sitagliptin

Tetrahidrozolin

Tizanidin

Trimazolin

Ksilometazolin

0,80; 0,75; 0,7; 0,65; 0,60

0,75; 0,70; 0,675; 0,625;
0,60
0,95; 0,90; 0,875; 0,85;
0,80
0,75; 0,70; 0,675; 0,65;
0,60
0,80; 0,75; 0,70; 0,65;
0,60
0,80; 0,75; 0,70; 0,65;
0,60
0,95; 0,90; 0,85; 0,80;
0,75

0,80;0,75;0,70;0,65;0,60
0,75; 0,7; 0,675;
0,65;0,60

0,60; 0,55; 0,50; 0,45;
0,40

0,80, 0,75; 0,7; 0,65; 0,60

0,70; 0,675; 0,65; 0,625;
0,60

0,80;0,75;0,70;0,65;0.6

0,80; 0,75; 0,70; 0,65;
0,60
0,75; 0,70; 0,675; 0,65;
0,625

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

0,90; 0,80; 0,75; 0,70;
0,65
0,80; 0,75; 0,70; 0,65;
0,60
0,60; 0,55; 0,50; 0,45;

0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05

0,30; 0,25; 0,225; 0,20, 0,15

0,25; 0,20; 0,15; 0,125; 0.10

0.30;0,25;0,225; 0,20;0,15

0,20; 0,15; 0,125; 0,10; 0,05

0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15

0,25; 0,225; 0,20; 0,175; 0,15

0,25; 0,225; 0,20; 0,175; 0,15

0,30, 0,25; 0,225; 0,20; 0,175

0.25,0.2,0.15,0.125, 0.1

0,30, 0,25; 0,225; 0,20; 0,15

0,25; 0,225; 0,20; 0,175; 0,15

0,30; 0,25; 0,225; 0,20, 0,15

0,25; 0,225; 0,20; 0,175; 0,15

0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15

0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,10

0,30; 0,275; 0,25; 0,225; 0,20

0,20; 0,175; 0,15; 0,125; 0,10

0,175; 0,15; 0,125; 0,10; 0,075

0,15; 0,125; 0,10; 0,075; 0,05

0,25; 0,20; 0,15; 0,075; 0,05

0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
0,125; 0,10; 0,075; 0,05

0,75, 0,70; 0,675; 0,625; 0,60; 0,40;0,35; 0,325; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
0,15; 0,125; 0,10; 0,075;0,05

0,95; 0,90; 0,875; 0,85; 0,8; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60;0,40; 0,25; 0,20; 0,15;
0,125; 0,10; 0,05

0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
0,15; 0,125; 0,10; 0,075;0,05

0,90; 0,80;0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,3; 0,225; 0,20; 0,15; 0,10; 0,15;
0,05

0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,20; 0,15; 0,125; 0,10;
0,05

0,95; 0,90; 0,85; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
0,15; 0,125; 0,10

0,95; 0,85; 0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
0,175; 0,15; 0,125; 0,10

0,80; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20;
0,175; 0,15; 0,10

0,70; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,20; 0,15; 0,125; 0,10

0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
0,125; 0,10

0.80; 0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,625; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225;
0,20, 0,175; 0,15; 0,125; 0,10

0,875; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
0,125; 0,10; 0,05

0,90; 0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,25; 0,225; 0,20; 0,175;
0,15; 0,125; 0,05

0,75; 0,70; 0,675; 0,65; 0,625; 0,60; 0,40; 0,30; 0,25; 0.225, 0.2, 0.15,

0.125,0.1

0.95, 0.9, 0.85, 0.8, 0.75, 0.7, 0.65, 0.55, 0.4, 0.3, 0.25, 0,225; 0,20; 0,15;
0,10

0,9; 0,8; 0,75; 0,70; 0,65; 0,55; 0,30; 0,275; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15;
0,125; 0,10

0,80; 0,75; 0,70; 0,65; 0,60; 0,50; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,175;
0,15; 0,125; 0,10; 0,05

0,70; 0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,175; 0,15;
0,125; 0,10; 0,075; 0,05

0,60; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,225; 0,20; 0,15; 0,125; 0,10;
0,075; 0,05

0,70; 0,65; 0,6; 0,55; 0,50; 0,45; 0,40; 0,30; 0,25; 0,20; 0,15; 0,075; 0,05

Ziprazidon

0,40

0,60; 0,55; 0,50; 0,45;
Imp Z2

0,40

0,60; 0,55; 0,50; 0,45;
Imp Z3

0,40
U AQ-HILIC

1 RP regionima, ispitana je primenljivost particionog (jednacina (13)) i

adsorpcionog (jednacina (14)) modela u opisivanju retencionog ponaSanja (Tabela 8). Na
osnovu rezultata u Tabeli 8, moze se uociti da dobijeni retencioni modeli imaju visoke
vrednosti koeficijenata determinacije (R®> > 0,90). Pored R? vrednosti, kori§éenjem Akaike

informacionog kriterijuma (jednacina (20)) dodatno

su kvantifikovane razlike u

primenljivosti particione i adsorpcione jednacine za opisivanje HILIC retencije [198]. Tom
prilikom, nize AIC vrednosti ukazuju na pouzdaniju primenu i bolje uklapanje retencionih
podataka u testirani model. Na osnovu nizih AIC vrednosti, moZe se zakljuciti da particioni
model bolje opisuje HILIC retenciono ponaSanje u odnosu na adsorpcioni model, posebno
kod derivata piperazina i strukturno srodnih jedinjenja (Tabela 8).
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Tabela 8. Regresioni koeficijenti dobijeni primenom jednacine (13) i jednacéine (14) predstavljeni sa AIC vrednostima (jednac¢ina (20)) za AQ-
HILIC i RP regione.

logk=logk,™ (aq) — m; g(org) logk=logk,"*"""'® (org) — m; ¢(aq) logk=logky"®''C (ag) — m;, loge(aq)

Jedinjenje IO?;";RP m R Adj R? S.E AlC HIEikEVo;) m R? Adj R? SE AIC :i?ck 'E::) m, R Adj R? SE AlC
Amilorid 0,34 0,31 0,9341 0,9121 0,0057 -36,1 1,07 2,35 0,9952 0,9936 0,0105 -29,9 -0,22 1,16 0,9887 0,9849 0,0162 -25,6
Antazolin 154 191 0,9426 0,9235 0,0215 | -22,8 0,95 1,49 0,9778 0,9704 0,0145 -26,7 0,12 0,75 0,9945 0,9927 0,0072 -33,7
Avripiprazol 2,33 2,64 0,9305 0,9073 0,0659 | -11,6 0,44 0,75 0,9985 0,9980 0,0013 -50,8 0,16 0,20 0,9778 0,9705 0,0051 -37,2
Imp Al 1,55 1,88 0,9674 0,9565 0,0157 | -25,9 1,40 2,36 0,9517 0,9356 0,0318 -18,9 0,22 0,99 0,9762 0,9682 0,0223 -22,4
Imp A2 1,47 1,13 0,9881 0,9841 0,0138 | -27,2 121 1,70 0,9913 0,9884 0,0103 -30,2 0,27 0,84 0,9748 0,9664 0,0175 -24,8
Imp A3 1,55 7,41 0,9944 0,9925 0,0166 | -25,4 -0,05 0,35 0,9738 0,9651 0,0026 -43,7 -0,16 0,07 0,9369 0,9159 0,0041 -39,3
Imp A4 -0,88 2,55 0,9954 0,9939 0,0159 | -25,8 0,77 1,48 0,8901 0,8534 0,0289 -19,8 0,16 0,45 0,9632 0,9509 0,0167 -25,3
Imp A5 0,31 1,00 0,9769 0,9693 0,0141 | -27,0 0,04 1,33 0,9937 0,9915 0,0059 -35,7 -0,49 0,39 0,9676 0,9567 0,0134 -27,5
Imp A6 1,71 2,67 0,9870 0,9826 0,0280 | -20,1 0,18 1,39 0,9967 0,9956 0,0036 -40,6 -0,25 0,29 0,9885 0,9847 0,0068 -34,3
Imp A7 2,06 2,33 0,9754 0,9672 0,0339 | -18,2 1,53 4,06 0,9404 0,9205 0,0612 -12,3 -0,33 1,49 0,9802 0,9736 0,0352 -17,8
Imp A8 1,21 1,92 0,9925 0,9900 0,0152 | -26,3 0,00 0,57 0,9989 0,9986 0,0009 -55,0 -0,18 0,12 0,9703 0,9605 0,0045 -38,5
Imp A9 0,47 1,03 0,9907 0,9876 0,0091 | -31,3 0,09 1,30 0,9930 0,9907 0,0050 =374 -0,32 0,27 0,9510 0,9347 0,0132 -27,7
Imp A10 2,13 2,45 0,9904 0,9871 0,0156 | -26,0 0,48 1,17 0,9123 0,8830 0,0165 -25,4 0,10 0,25 0,9780 0,9707 0,0083 -32,3
Benazolin 1,12 1,34 0,9955 0,9940 0,0058 | -35,9 1,18 2,11 0,9942 0,9923 0,0104 -30,0 0,02 1,05 0,9925 0,9900 0,0118 -28,8
Brimonidin 0,45 0,56 0,9808 0,9744 0,0050 | -37,3 0,59 1,30 0,9774 0,9698 0,0138 -27,2 -0,02 0,49 0,9744 0,9658 0,0147 -26,6
Cirazolin 1,27 1,62 0,9928 0,9904 0,0063 | -35,1 1,02 1,07 0,9863 0,9817 0,0127 -28,0 0,10 0,83 0,9912 0,9883 0,0102 -30,2
Klonidin 0,62 0,59 0,8869 0,8492 0,0192 | -23,9 0,36 0,28 0,9632 0,9510 0,0036 -40,7 0,20 0,14 0,9185 0,8913 0,0053 -36,7
Detomidin 1,63 2,68 0,9903 0,9871 0,0242 | -21,6 0,41 2,11 0,9601 0,9468 0,0196 -23,7 -0,26 0,45 0,9844 0,9792 0,0123 -28,4
Efaroksan 0,81 0,79 0,9760 0,9680 0,0080 | -32,6 1,30 3,15 0,9905 0,9873 0,0185 -24,3 -0,13 1,13 0,9942 0,9922 0,0145 -26,7
Gvanabenz 1,45 2,03 0,9972 0,9962 0,0070 | -34,0 0,68 0,90 0,9457 0,9276 0,0161 -25,6 -0,17 1,23 0,9630 0,9856 0,0072 -33,7
Gvanfacin 1,22 1,92 0,9995 0,9993 0,0029 | -43,0 0,36 1,01 0,9990 0,9987 0,0018 -47,8 -0,02 0,29 0,9750 0,9666 0,0088 -31,7
Harman 157 2,10 0,9931 0,9908 0,0195 | -23,7 0,46 1,53 0,9839 0,9786 0,0089 -31,6 -0,10 0,41 0,9565 0,9421 0,0147 -26,6
Harmin 1,75 2,56 0,9629 0,9506 0,0458 | -15,2 0,01 1,46 0,9917 0,9889 0,0061 -35,3 0,09 0,30 0,9672 0,9563 0,0122 -28,5
Idazoksan 0,30 0,25 0,8670 0,8228 0,0067 | -34,4 0,81 1,36 0,9818 0,9758 0,0119 -28,7 0,07 0,66 0,9466 0,9288 0,0204 -23,3
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Metformin 007 | 124| 09824 | 09766 | 00107 | -29,7 1,63 472 | 09454 | 09272 0,0679 13| 052 1,72 | 09718 | 09624 | 00488 | -146
Moksonidin 023 | o014 | 09970 | 09961 | 00005 | -60,2 042 073 | 09831 | 09775 0,0062 -35,2 0,02 036 | 09654 | 09538 | 00089 | -316
Imp M1 042 | 112 | 09730 | 09908 | 00195 | -23,7 0,08 1,10 | 09967 | 09955 0,0041 393 | -032 027 | 09662 | 09549 | 00131 | -277
Imp M2 037 | 023| 08459 | 07945 | 0,0089 | -316 1,08 223 | 09957 | 09943 00094 | -310 | -015 1,10 | 09844 | 09792 | 00181 | -245
Imp M3 033 | 175 | 08907 | 08542 | 00561 | -13,2 1,62 443 | 09969 | 0,9959 0,0113 292 | -068 2,00 | 09978 | 09971 | 00095 | -31,0
Imp M4 013 | 017 | 07545 | 06726 | 00088 | -31,7 1,37 442 | 09912 | 0,9883 0,0190 240 | 092 1,99 | 09916 | 09889 | 00185 | -243
Nafazolin 1,05 | 123 | 09900 | 09866 | 00080 [ -327 1,07 1,79 | 09732 | 09643 0,0165 -25,4 0,03 097 | 09898 | 09864 | 00102 | -303
Olanzapin 145 | 100 | 09749 | 09666 | 00147 | -26,6 0,98 082 | 09868 | 09824 0,0066 -34,6 0,60 031 | 09628 | 09504 | 00111 | -294
Oksimetazolin | 1,74 | 247 | 09876 | 09834 | 00253 | -21,1 1,04 1,69 | 09932 | 09910 0,0090 -315 0,11 084 | 09951 | 09935 | 00077 | -331
Fentlamin 131 | 166 | 08872 | 0849 | 00270 | -205 1,01 1,90 | 09825 | 09767 0,0116 -29,0 0,02 086 | 09895 | 09861 | 00089 | -316
RX 821002 073 | 089 | 09342 | 09123 | 00216 | -22,7 033 026 | 09106 | 0,8808 0,0052 -37,0 0,19 012 | 08490 | 07987 | 00067 | -344
Sitagliptin 120 |19 | 09952 | 09937 | 00126 | -28.1 0,40 076 | 09817 | 09756 0,0047 -37.9 0,01 034 | 09689 | 09586 | 00062 | -352
Tetrahidrozolin | 065 | 035| 09646 | 09528 | 0,0037 | -40,2 1,09 2,04 | 09890 | 0,9853 0,0139 271 | -004 101 | 09872 | 09830 | 00150 | -264
Tizanidin 1,36 | 217 | 08803 | 09926 | 0,0066 | -34,6 023 041 | 09933 | 0,9910 0,0023 -45,0 0,04 090 | 09903 | 09952 | 00017 | -481
Trimazolin 087 | 181 | 09311 | 08404 | 00887 | -8,6 0,99 1,60 | 09961 | 09948 0,0046 -38,3 0,04 015 | 09964 | 09871 | 00072 | -337
Ksilometazolin | 207 | 292 | 09913 | 09884 | 00250 | 21,3 1,55 453 | 09762 | 0,9682 0,0323 187 | -040 151 | 09836 | 09781 | 00268 | -206
Ziprazidon 067 | 278 | 09971 | 09963 | 00134 | -275 037 1,11 | 09839 | 09839 0,0056 362 | -004 030 | 09491 | 09322 | 00115 | -291
Imp Z2 195 | 260 | 09913 | 09884 | 00222 | -22.4 0,08 032 | 09684 | 09579 0,0026 -437 | 002 007 | 09123 | 09579 | 00026 | -437
Imp Z3 006 | 116 | 08969 | 09960 | 00108 | -29,7 0,06 1,16 | 08969 | 08626 0,0379 171 | 040 032 | 08512 | 08016 | 00456 | -153

p <0,05

R*: koeficijent determinacije, AdjR*: prilagodeni koeficijent determinacije, S.E.: standardna gredka, AIC: Akaike-ov informacioni kriterijum.
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4.1.2. Uticaj ukupne polarnosti mobilne faze na retenciono ponasanje

Osnovna podela na HILIC i RP sisteme odredena je polarno§¢u mobilne i stacionarne
faze. Polarna mobilna i polarna stacionarna faza odgovaraju HILIC, dok smanjena polarnost
mobilne faze utiCe na pojavu interakcija karakteristicnih za RP sistem. Na osnovu toga,
ukupna polarnost mobilne faze je znacajna fizicko-hemijska karakteristika koja odreduje
vrstu retencionog ponaSanja na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi. Kako bi se
matematicki definisao uticaj ukupne polarnosti na promenu retencije liganada serotoninskih i
imidazolinskih receptora i srodnih jedinjenja, po analogiji sa multi-modal jednac¢inom (15),
predlozena je jednacina (32):

logk = a3 + M3 Pt — My 10gPyot (32)

gde logk predstavlja logaritam retencionog faktora. logPi: je ukupni indeks polarnosti
mobilne faze. Vrednost parametra Py je izracunata na osnovu zapreminskih udela
modifikatora u mobilnoj fazi koriS¢enjem jednacine (19) (Tabela 9). Parametri az, ms img
su regresioni koeficijenti koji kvantifikuju uticaj ukupnog indeksa polarnosti na retenciju
ispitivanih jedinjenja u RP i AQ-HILIC sistemima.

Primenljivost jednacine (32) u opisivanju retencionog ponasanja na mixed-mode stacionarnoj
fazi okarakterisana je visokim vrednostima koeficijenata determinacije (R%) i niskim AIC
vrednostima (Tabela 9). Na osnovu toga, moze se zakljuéiti da je predlozena logk = f(Pio)
funkcija, pogodnija za opisivanje retencije u preko 50% testiranih jedinjenja u poredenju sa
standardnom logk = f(pmin(aq)) funkcijom (Tabela 9, Tabela 6). S obzirom da ukupni indeks
polarnosti uti¢e na jacinu rastvaraca, tumacenje retencije u HILIC 1 RP sistemu u funkciji Pyot
je preciznije i znaéajnije za razumevanje retencionih mehanizama koji odreduju osnovne
karakteristike retencionog ponasanja [222-223].

Na Slici 37 su prikazane logk = f(Pyt) zavisnosti derivata piperazina (liganada serotoninskih
receptora) i derivata imidazolina/gvanidina (liganada imidazolinskih receptora).
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Tabela 9. Dobijene vrednosti regresionih koeficijenata (az’, ms” and m,’) (jednacina (32)), Pmin (jednacina (33)), Piwt(¢min(aq)) (jednacina (19)) i
vrednosti AIC koeficijenta (jednacina (20)). Standardne devijacije regresionih koeficijenta (as’, ms’ and my”) su prikazane u zagradama.

Jedinjenje ag’ mg’ my’ Pmin  Prot (9min (ag)) R? Adj R? S.E. S RSS p AIC
Amilorid 27,020 (2,51) 2,983(0,32) 56150 (5,60) 8,17 8,34 09752 09702 0,048 09357 0,238 9,38E-09 -34,6
Antazolin 36,984 (3,02) 4,803 (0,41) 82,888 (6,96) 7,49 7,20 09233 09105 0,701 0,7097 0,059  2,04E-07 -345
Aripiprazol 23,143 (2,90) 3,919 (0,42) 59,361 (6,93) 6,57 6,47 09695 09644 00542 1,202 00352 8,04E-10 -422
Imp Al 30,70 (2,57) 3,813(0,34) 67,010 (5,86) 7,63 7,43 09247 09122 00500 0,3683 00300 1,82E-07 -447
Imp A2 28915 (3,25) 3,775(0,44) 64,546 (7,48) 7,42 7,21 08817 0,8580 0,0595 0,2634 00354 2,32E-05 -339
Imp A3 15,565 (0,91) 2,798 (0,13) 41,652 (2,12) 6,46 6,42 0,9961 09955 0,0228 1,7407 0,0067  2,06E-16 -72,9
Imp A4 13,119 (0,58) 1,857 (0,08) 31,190 (1,37) 7,29 7,00 09235 09065 0,147 01139 0,028 2,93E-11 -60,3
Imp A5 27452 (1,23) 4,441(0,17) 69,322 (2,89) 6,77 6,98 0,9942 09934 00310 21564 00125 2,78E-15 -63,.1
Imp A6 20,606 (4,24) 3,224 (0,60) 50,405 (9,99) 6,79 6,56 0,8901 08701 0,0866 0,6680 0,825 5,33E-06 -32,9
Imp A7 37,819 (4,14) 5,187 (0,56) 86,926 (9,57) 7,27 7,07 0,9086  0,8903 0,0772 05923 0,059  6,39E-06 -27,1
Imp A8 16,844 (0,77) 2,832(0,11) 43,467 (1,81) 6,66 6,50 0,9958 09951  0,0194 1,552  0,0049  3,68E-16 -78,1
Imp A9 23817 (1,28) 3,503 (0,24) 57,477 (4,15) 7,12 6,77 09639 09587 0,0696 1,8105 00678  7,99E-11 -39,7
Imp A10 20,483 (1,28)  3,595(0,18) 53,513 (3,06) 6,46 6,41 0,9946 09936 0,0253 1,4084 0,0077 2,60E-14 -65,0
Benazolin 29,922 (2,08) 3,583(0,27) 64,333 (4,71) 7,79 7,54 0,9473 09392 0,559 0,7318  0,0407  4,89E-09 -4472
Brimonidin 19,842 (2,06) 2,430 (0,26) 43,329 (4,60) 7,74 7,36 08725 08529 0,678 04093 00598  1,53E-06 -30,7
Cirazolin 30,058 (3,03) 3,704 (0,40) 65,544 (6,90) 7,68 7,43 0,8934 08770 00722 05681 00678  4,79E-07 -36,0
Klonidin 10,885 (1,44) 1,436 (0,18) 24,449 (3,21) 7.39 6,97 0,9026  0,8849  0,0460 0,2153 00232  2,73E-06  -43,9
Detomidin 18,787 (0,95) 2,920 (0,12) 46,291 (2,11) 6,88 6,62 0,9947 09938 0,0274 1,6926 0,0090 2,16E-14 -628
Efaroksan 24501 (1,54) 2,894 (0,19) 52,314 (3,39) 7,85 7,56 0,9492 09414 0,0454 05013 0,0268 3,88E-09 -50,8
Gvanabenz 21,272 (1,63) 2,879(0,22) 48,489 (3,75) 7,31 6,97 0,9429 09341 0,427 03920 00237 8,27E-09 -482
Gvanfacin 15,873 (1,23) 2,352 (0,16) 38,075 (2,83) 7,03 6,73 09747 09708 0,335 05596 00145 4,21E-11 -60,6
Harman 13,227 (2,08) 2,139 (0,27) 33,042 (4,75) 6,70 6,58 0,9607 09551  0,0633 11,3715 0,0561  1,45E-10 -42,9
Harmin 16,119 (0,82) 2,506 (0,11) 39,431 (1,87) 6,83 6,60 0,9943 09934 0,248 11,3988 0,0080 2,61E-15 -70,2
Idazoksan 58,604 (8,72) 6,894 (1,16) 126,039 (19,97) 7,93 7,84 0,8601 08402 0,2546 55787 09072 1,05E-06 4.4
Metformin 34,534 (4,99) 3,388(0,61) 68,327 (10,96) 8,75 9,25 09296 0919  0,1833  6,2144 04703 8,53E-09 -50
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Moksonidin
Imp M1
Imp M2
Imp M3
Imp M4

Nafazolin
Olanzapin
Oksimetazolin

Fentolamin

RX 821002

Sitagliptin

Tetrahidrozolin
Tizanidin
Trimazolin
Ksilometazolin

Ziprazidon
Imp 22
Imp Z3
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16,642 (1,82)
12,001 (0,73)
24,791 (1,54)
32,262 (1,82)
36,817 (2,03)
26,387 (2,10)
24,038 (2,93)
30,200 (1,93)
29,646 (1,92)
14,993 (1,90)
25,139 (2,00)
26,207 (2,84)
11,795 (1,56)
27,822 (2,22)
38.309 (3,06)
28.247 (1,78)
17.673 (1,27)
19.300 (2,59)

1,939 (0,23)
1,702 (0,09)
2,686 (0,19)
3,259 (0,22)
3,905 (0,24)
3,153 (0,27)
3,447 (0,39)
3,892 (0,25)
3,781 (0,24)
1,968 (0,24)
3,374 (0,25)
3,057 (0,37)
1,660 (0,18)
3,372 (0,.27)
5,019 (0,46)
4,600 (0,25)
3,269 (0,18)
3,250 (0,36)

35,501 (4,07)
28,496 (1,63)
50,995 (3,45)
64,591 (3,97)
75,648 (4,43)
56,624 (4,69)
56,103 (6,74)
67,244 (4,34)
65,768 (4,32)
33,743 (4,24)
57,455 (4,49)
55,658 (6,39)
27,561 (3,41)
60,169 (4,89)
86,146 (8,12)
71,250 (4,18)
47,835 (3,03)
49,883 (6,04)

7,95
7,27
8,24
8,60
8,41
7,79
7,06
7,50
7,55
7,44
7,39
7,90
7,20
7,75
7.45
6.72
6.35
6.66

7,66
6,86
8,41
8,70
8,28
7,55
6,88
7,23
7,30
7,04
6,99
7,64
6,81
7,44
7,09
6.55
6.35
6.52

0,8888
0,9836
0,9770
0,9849
0,9796
0,9318
0,9387
0,9577
0,9479
0,8844
0,9450
0,9319
0,9480
0,9347
0,9075
0,9888
0,9954
0,9718

0,8716
0,9808
0,9731
0,9828
0,9767
0,9204
0,9264
0,9512
0,9404
0,8651
0,9371
0,9195
0,9400
0,9228
0,8932
0,9871
0,9945
0,9662

0,0623
0,0237
0,0501
0,0590
0,0659
0,0497
0,0546
0,0463
0,0462
0,0591
0,0701
0,0551
0,0580
0,0583
0,1023
0,0432
0,0234
0,0620

0,4028
0,4039
1,2790
31889
2,9138
0,4042
0,4555
0,6299
0,5428
0,3212
1,1823
0,4561
0,7969
0,5358
1,3353
2,1408
1,2924
1,3255

0,0504
0,0067
0,0301
0,0488
0,0607
0,0296
0,0298
0,0278
0,0299
0,0420
0,0689
0,0334
0,0437
0,0374
0,1362
0,0242
0,0060
0,0384

6,32E-07
1,96E-11
1,49E-10
1,76E-13
1,48E-12
1,01E-07
8,68E-07
1,18E-09
1,05E-09
2,38E-06
1,53E-09
3,84E-07
4,49E-09
3,04E-07
1,91E-07
2,07E-13
1,48E-13
1,77E-08

-44,7
-61,2
-40,2
-41,3
-41,6
-44.9
-31,9
-414
-53,6
-39,6
-32,2
-38,8
-39,0
-37,2
-24.9
-52,5
-62,8
-32,8

R*: koeficijent determinacije, AdjR”: prilagodeni koeficijent determinacije, S.E.: standardna greska, S: regresioni zbir kvadrata, RSS: rezidualni zbir kvadrata,

p: statisticka znacajnost, AIC: Akaike-ov informacioni kriterijum.
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Slika 37. Reprezentativni logk = f(P) grafici.

Grafici zavisnosti retencije od ukupne polarnosti mobilne faze derivata imidazolina
(benazolin, oksimetazolin, cirazolin) imaju simetri¢an U-oblik koji ukazuje na sli¢nosti
retencionog ponasanja u AQ-HILIC 1 RP sistemima. U saglasnosti sa povecanim stepenom
jonizacije u kiselim hromatografskim uslovima, kod derivata gvanidina (metformin, amilorid)
je povecana retencija u AQ-HILIC regionima. U suprotnosti, derivati piperazina (aripiprazol,
olanzapin, ziprazidon), imaju izraZenije lipofilne osobine i povecano zadrzavanje u RP
uslovima (Slika 37).

Pored znacajnog uticaja parametra lipofilnosti na retenciono ponaSanje na mixed-mode
HILIC/RP stacionarnoj fazi, razlike u retencionim karakteristikama su Cesto posledica i
gradenja vodoni¢nih veza i prisustva dipolnih interakcija.

Na Slici 38 je prikazan grafik logk = f(Pyt) funkcije strukturnih derivata 3,4-dihidro-2(1H)-
hinolina.
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Slika 38. Grafici logk = f(Py) funkcije strukturnih derivata 3,4-dihidro-2(1H)-hinolina.

Sa Slike 38, moze se uociti da su vrednosti retencionog faktora strukturnih derivata 3,4-
dihidro-2(1H)-hinolina ve¢e u RP, u odnosu na AQ-HILIC region. Male strukturne razlike,
kao $to su promene u elektron donor/akceptorskim karakteristikama supstituenta u polozaju 7
hinolinskog heterociklusa, znac¢ajno uticu na retencione karakteristike:

e logk(Imp A4), derivat 7-(4-bromobutoksi)hinolina, < logk(Imp AS3), derivat 7-(4-
hlorobutoksi)hinolina

o logk(Imp A9), derivat 7-(4-hidroksibutoksi)hinolina, < logk(Imp AS8), derivat 7-(4-
etoksibutoksi)hinolina

¢ najjace interakcije sa stacionarnom fazom i najviSe vrednosti parametra logk postize Imp
A5, derivat 7-hidroksihinolina.

Dipolni momenat C-Cl hemijske veze je veéi u odnosu na dipolni momenat C-Br hemijske
veze, zbog ¢ega Imp A3 formira jace dipol-dipol interakcije sa stacionarnom fazom u odnosu
na Imp A4. Pored toga, elektronski parovi halogena u strukturi Imp A3 i Imp A4 ucestvuju u
gradenju vodoni¢nih veza u hromatografskom sistemu.

Proizvod etilovanja necistoce Imp A9 je necistoca Imp A8, koja se saglasno vecoj lipofilnosti
1 duze zadrzava u RP regionu. Nasuprot tome, necistoca Imp 5, koja ima najnizu lipofilnost,
postiZe najvece vrednosti retencionog parametra.

Uticaj prirode aromati¢nog heterociklusa na retenciono ponasanje u mixed-mode HILIC/RP
uslovima je prikazan na Slici 39.
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Slika 39. Grafici logk = f(P) funkcije strukturnih derivata gvanidina.

Sa Slike 39, lipofilne karakteristike nemaju dominantan uticaj na retenciono ponaSanje
derivata gvanidina s obzirom da je: logk(gvanabenz) > logk(gvanfacin) > logk(amilorid) >
logk(metformin) i milogP(gvanabenz)=1,74> milogP(gvanfacin)=1,56 > milogP(metformin)=
-1,13 > milogP(amilorid)= -1,24.

Na osnovu vrednosti ARR deskriptora koji matematicki definiSe aromati¢nost molekula
(ARR(metformin)=0,000;ARR(amilorid)=0,400;ARR(gvanfacin)=0,400;ARR(gvanabenz)=
0,429), kao i broja akceptorskin mesta vodonika(nH(metformin)=6; nH(amilorid)=8;
nH(gvanfacin)=4; nH(gvanabenz)=4), moze se pretpostaviti da strukturne karakteristike u
kombinaciji sa proton akceptorskim/donorskim osobinama odreduju retenciono ponasanje
strukturnih derivata gvanidina.

Na Slici 40 su prikazani grafici logk = f(Py) funkcije strukturnih derivata N-fenilpiperazina.
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Slika 40. Grafici logk = f(Py) funkcije strukturnih derivata N-fenilpiperazina.

Iako se moze oc¢ekivati da se Imp A2 kao kvaternerno amonijumovo jedinjenje, u odnosu na
Imp Al, duze zadrzava u sistemu hidrofilnih, a kra¢e u sistemu RP interakcija, sa Slika 40 se
uocava da je: i) logk(Imp A2) < logk(Imp Al) u AQ-HILIC; ii) logk(Imp A2) > logk(Imp Al)
u RP regionu. MoZe se predpostaviti da je u dualnom HILIC/RP sistemu, cikloalkil grupa
necistoc¢e Imp A2 uzrok izraZenijih hidrofobnih interakcija, koje dovode do porasta vrednosti
retencionog faktora u RP regionu.

Kako bi se odredili uslovi u kojima dolazi do smene izmedu AQ-HILIC i RP retencionih
mehanizama, izracunata je minimalna vrednost logk = f(Py:) funkcije, odnosno minimalna
vrednost (Pmin) predlozene jednacine (32):

Pmin = 0,434 m, / ms (33)

Na osnovu predhodno dobijenih rezultata, izraCunatih gnin (aq) vrednosti (Tabela 6), moze se
odrediti ukupna polarnost mobilne faze u prevojnoj tacki:

@min (@) Przo + (1- ¢min(ad)) Pacn = Prot (¢min(ad)) (19a)

Parametar Py (¢min(aq)) opisuje ukupni indeks polarnosti mobilne faze u uslovima smene
retencionih mehanizama. Py,o predstavlja Snyder-ov indeks polarnosti vodene komponente
mobilne faze (10,2), dok je Pacn Snyder-ov indeks polarnosti acetonitrila (5,80).

Izracunate vrednosti P, parametara su prikazane zajedno sa Pit(¢min(aq)) vrednostima,
(jednacina (16), jednacina (19a)) u Tabeli 9. Moze se uociti da izmedu parametara Py, |
Pwt(pmin(aq) postoji visok stepen slaganja (r=0,96) koji ukazuje da parametar Pni, odgovara
karakteristikama prevojne tacke na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi. Na osnovu toga,
novopredloZzena jednacina (32) kao i njena minimalna vrednost Pmi, (jednaéina (33)), mogu
se uspe$no primeniti za opisivanje retencionog ponaSanja, kao i u karakterizaciji uslova
smene izmedu AQ-HILIC i RP retencionih mehanizama.
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4.1.3. Uticaj fizicko-hemijskih osobina ispitivanih jedinjenja na retenciono ponasanje

U cilju definisanja razlika u retencionom ponasanju u AQ-HILIC i RP sistemima,
ekstrapolarisani retencioni faktori (logk." (aq), logky"*™""“(ACN), logky"?¥"""'“(aq)) i
prevojna tacka (pmin(aq)) su ispitani u funkciji molekulskih osobina testiranih jedinjenja.

Molekulske osobine sa najveéim uticajem na vrednosti retencionih parametara (logky" (aq),
logky” HMC(ACN), logky,"¥™™'“(aq)), (pmin(aq)) su izdvojene stepwice postupkom u MLR
analizi i obuhvataju:

-hidrofobne interakcije

-uticaj geometrijskih osobina molekula

-uticaj aromatic¢nih funkcionalnih grupa

-molekulsku masu

-elektronske osobine (proton donor/akceptor svojstva)

-molarnu zapreminu.

Karakteristike napravljenihn QSRR modela su prikazane u Tabeli 10, dok su vrednosti
izraCunatih deskriptora prikazane u Prilogu A, Tabela 1 i Tabela 2.
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Tabela 10. Najznacajnije statisti¢ke karakteristike dobijenih QSRR modela.

greska ukrstene

Varijable Model Deskriptor Q%00 Fisain L RMSEE  RMSEP Q%xt Fiest 2 I’ Il 72 Arg?
validacije
logk,° (ag)= 0,70072 + 0,3513 milogP + 0,6932 | 0,970 0,9596 / 0,1893 02128 0,8375 0,8324 0,7187 0,5325 0,6256 0,19
MLR ARR — 0,3495 Chi_D/dt +
0,8270 G3m
logk,* (aq)
SUM
' 08757 0,9040 0,074 0,2372 0,2021 0,8534 0,846 0,7854 0,6369 07111 015
(polinomska) milogP , ARR, Chi_D/Dt, G3m
SVM (RBF) 0,0168 0,9240 0,064 0,1041 0,2246 0,8189 08126 0,6902 04783 05842 022
logk,"®™™C (org)= 11056 — 1,1326 GATS4m— | 09614 00375 / 0,1663 0,2148 0,7879 08174 06772 0,8123 0,6256 013
MLR 02860 logD + 02786 AlogPs  -04148

HATS2s+0,4665 TDB06s-0,6191 R6s+

IongAQ-HILIC(org) SV

) 0,8791 0,9080 0,093 0,1645 0,2506 0,712 0,7701 0,5853 0,7512 0,6693 017
(polinomska) GATS4m, logD , AlogPs, HATS2s, TDBO6s, R6s+
SVM (RBF) 0,8228 0,8970 0132 0,1992 0,1948 0,8256 0,8363 0,8295 0,7024 0,7659 013
logk,*®*!""“(aq) =-0,4932 + 0,3364 CMBL + 0,5634 | 0 8362 0,9106 / 0,1110 0,1703 0,6300 0,6567 0,6112 0,6001 0,6256 0,01
GATS2e — 0,3934 Mor13p —
MLR
0,8111 SPH + 0,5383 Mor17v —
AQ-HILIC
|ngb Q (aq) 0,4508 Mor28m
SVM
) 0,8038 0,8790 0,050 0,119 0,1647 0,6536 0,6536 0,6506 0,5506 0,6006 0,10
(polinomska) CMBL, GATS2e, Mor13p, SPH, Morl7v, Mor28m
SVM (RBF) 0,8206 0,8860 0,048 01138 0,1668 0,645 0,6378 0,6233 05163 0,5698 0,11
@min (a0)= 0,3791 - 0,0683 logD — 0,9245 0,9615 / 0,0425 0,0697 0,7379 0,7523 0,6919 0,6255 0,6587 0,07
MLR 00390 HATS4s + 00166 AS(pH 6) + 0,1556
Mor23m
Pmin (a0) SYM
) 08978 09150 0,042 0,0494 0,0651 07713 07716 0,7587 0,5687 0,6637 019
(polinomska) logD, HATS4s, AS(pH6), Mor23m
SVM (RBF) 0,9259 0,9290 0,041 0,0421 0,0686 0,7458 0,7475 0,7275 0,5703 0,6489 0,16

logD [48], milogP [209], AlogPs [210] (parametri lipofilnosti), AS(pH 6) (proton akceptorska mesta na pH 6, 2D deskriptor) [48], Chi_D/Dt (Randiéev index, 2D deskriptor), G3m (WHIM
deskriptor), ARR (aromati¢nost molekule, deskriptor prstena), SPH (sferi¢nost molekule, geometrijski deskriptor), TDBO06s (3D autokorelacioni deskriptor), CMBL (broj konjugovanih veza u
molekuli, geometrijski deskriptor), GATS2e (2D autokorelacioni deskriptor), Mor13p (3D MoRSE deskriptor), Mor23m (3D MoRSE deskriptor), Mor28m (3D MoRSE deskriptor), Morl7v
(3D-MoRSE deskriptor), HATS2s (GETAWAY deskriptor), HATS4s (GETAWAY deskriptor), R6s+ (GETAWAY deskriptor), GATS4m (2D autokorelacioni deskriptor) [208].
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Iz Tabele 10, moze se uoditi da su odabrane fizicko-hemijske karakteristike ispitivanih
jedinjenja matematicki definisane deskriptorima koji pripadaju: 1) deskriptorima
autokorelacije ii) deskriptorima koji se zasnivaju na 2D-matricama iii) geometrijskim
deskriptorima iv) WHIM v) GETAWAY vi) 3D-MoRSE deskriptorima. Topoloski prikaz
molekulske strukture je najpopularniji i predstavlja dvodimenzionalni prikaz molekule koji
pored atomskog sastava ukljucuje i informacije o povezanosti atoma u molekulu u vidu
molekulskog grafa. Molekulski deskriptori koji su definisani na osnovu dvodimenzionalnog
prikaza molekule oznacenu su kao 2D deskriptori. 2D deskriptori autokorelacije su zasnovani
na raspodeli atomskih osobina duz molekulske strukture i najéesce se definiSu na osnovu
atomske mase (m), van der Waals-ove zapremine (v), atomske polarizabilnosti (5),
elektronegativnosti (e) 1 unutrasnje energije (s). GETAWAY deskriptori su 3D deskriptori,
koji sadrze informacije o uticaju svakog atoma na oblik molekula i interakcije sa drugim
atomima, uzimajuéi u obzir njihov geometrijski polozaj u trodimenzionalnom prostoru.
WHIM deskriptori ne uzimaju u obzir veze izmedu atoma, ve¢ samo njihov polozaj u
prostoru i sadrze informacije o veli¢ini, obliku, simetriji 1 raspodeli atomskih svojstava.
Geometrijski deskriptori se takode zasnivaju na polozaju atoma u trodimenzionalnom
prostoru i zavise od prostorne konformacije molekula. U slucaju 3D-MoRSE deskriptora,
fizicko-hemijska informacija se definiSe na osnovu strukture molekula koja je dobijena
difrakcijom elektrona. Atomske osobine koje se najceS¢e razmatraju pri definisanju 3D-
MoORSE deskriptora obuhvataju atomsku masu (m), van der Waals-ovu zapreminu (v),
elektronegativnost (e), polarizabilost (p) i unutra$nju energiju (i) [224].

Na osnovu vrste odabranih dekskriptora (Tabela 10), moze se zakljuditi da na particioni
proces (logk," (aq)) u RP sistemu uti¢u lipofilnost, hidrofobne interakcije izmedu analita i
stacionarne faze, kao i atomske mase ispitivanih jedinjenja. U AQ-HILIC (logk, ¢
HILIC(ACN)), particioni model zavisi od lipofilnosti (logP), raspodele jonizovanih oblika na
pH 6 (logD) i elektronskih osobina, dok je u adsorpcionom/AQ-HILIC procesu kao
najznacajnija izdvojena geometrija molekula  (sferi€nost, broj konjugovanih veza),
elektronegativnost, polarizabilnosti, van der Waals-ova zapremina i atomske mase.

Rezultati QSRR studije pokazuju da prevojna tacka (pmin(aq)) zavisi od raspodele jonizovanih
oblika na pH 6 (logD), sposobnosti vezivanja protona (AS(pH6)), elektronskih osobina i
atomskih masa jedinjenja.

Statisticki parametri (visoke vrednosti QzLoo, Qzext, niske RMSEP vrednosti) dobijeni na
osnovu unutrasnjeg i spoljasnjeg postupka validacije pokazuju da napravljeni MLR/QSRR i
SVM/QSRR modeli zadovoljavaju predikcione kriterijume. QSRR modeli sa boljim
predikcionim osobinama su:

- :)(?ggvlv;(aQ)/MLR (Q*L00=0,9770; Q%=0,8375; RMSEP=0,2128; R’csmatranofpredvidenc =

) Izogkév;z;”"c(org)/M LR (Q?L00=0,9614; Q%x=0,7879; RMSEP=0,2148; R’ osmatrano/predvideno

- g?g;{;“'“c(aq)/m LR (Q°00=0,8362; Q%x=0,6300; RMSEP=0,1703; R osmatrano/predvidno =

- pmin(ag)/SVM (RBF) (Q%L00=0,9259; Q%x=0,7458; RMSEP=0,0686; R’ posmatrano/predvideno =
0,8745) (Tabela 10).

Do sada, u literaturi nema podataka koji opisuju, ali i omogucuju predvidanje uslova u kojima
dolazi do smene iz HILIC-a u RP mehanizam, tako da se posebno mogu ista¢i napravljeni
omin(aq)/QSRR modeli. Njihovom primenom omoguéeno je predvidanje sastava mobilne
faze u prevojnoj tacki na mixed-mode stacionarnoj fazi i kod novih liganada imidazolinskih i
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serotoninskih receptora i strukturno srodnih jedinjenja. Na Slici 41 su grafi¢ki prikazane
karakteristike izvojenog ¢min(aq)/SVM (RBF) QSRR modela.
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Slika 41. Grafik dobijenih i predvidenih vrednosti u prevojnoj tacki, pmin(2q)/SVM (RBF)
QSRR model.

Na Slici 41, uocava se visok stepen slaganja izmedu predvidenih i dobijenih vrednosti
prevojne tacke (R? = 0,87). Takode, pmin(aq) vrednosti ulaze u 95% interval pouzdanosti. Na
taj nacin, obezbedena je visoka pouzdanost ¢min(aq)/SVM (RBF) QSRR modela za
predvidanje uslova smene retencionih mehanizama na mixed-mode stacionarnoj fazi i u

slu¢aju novih liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i strukturno srodnih
jedinjenja.
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4.1.4. Modelovanje retencionih mehanizama na mixed-mode stacionarnoj fazi

Retenciono ponaSanje na mixed-mode stacionarnoj fazi se naj¢e$¢e opisuje primenom
multi-modal i kvadratne logk=f(p) funkcije. Kako retencioni mehanizmi zavise od
karakteristika stacionarne i mobilne faze, kao i molekulskih osobina ispitivanih jedinjenja,
opsti matematicki oblik promene retencije u zavisnosti od zapreminskog udela modifikatora
mobile faze (logk=f(p)) nije utvrden. S tim u vezi, potrebno je testirati razliite oblike
logk=f(¢) zavisnosti, kako bi se pronasao najprecizniji opis retencionog ponaSanja u
primenjenim hromatografskim uslovima.

Sa ciljem pronalazenja najpreciznije logk=f(p) zavisnosti, na dobijene retencione podatke
(Tabela 7) je primenjena Box-Cox transformacija (B(¢)) [199-200]. Tom prilikom, potrebno
je da novopredlozene logk=f(¢) jednacine budu jednostavnog matematickog oblika (npr.
troparametarski sistemi) i da poseduju jedan minimum zbog mogucnosti modelovanja
konveksnog rasporeda podataka (odredivanja tacke prelaska izmedu HILIC i RP retencionog
ponasanja). S tim u vezi, testirane su sledec¢e tri mogucnosti:

i) logk =fo+ /"B(p, 41) + BBy, 12)
ii) logk = fo + °B(g, A1) + B"B(g+1, 42)
iii) log k = fo + f°B(g, 1) + B"B(o-1, /2)

za vrednosti A1, A, u opsegu [-3, 3].

Kvadratna logk = o + 8’9 + P>’ ¢* funkcija je poseban oblik Box-Cox transformacije za 4, =
1, 2, = 2; kao i multi-modal logk = fy + ’¢ + B”’loge jednacina koja se dobija za vrednosti
A1 =1, 22 = 0. Na Slici A1, u Prilogu A, prikazane su vrednosti koeficijenata determinacije
(R?), grupisane u odnosu na vrednost medijane. Najpreciznije jednadine su definisane u
Tabeli 11.

82



DOKTORSKA DISERTACIJA DARIJA OBRADOVIC

Tabela 11. Jednacine dobijene primenom Box-Cox transformacije i odgovarajuce jednacCine
za prevojnu tacku (¢m).

Jednacina Prevojna tacka
AL
XL BuIn(e) + 1o + Bo "%,
2 B1
XQ B29* + B1¢ + By _2_32
BR
XR ﬁﬁR + B¢ + Bo W
1
B-12 B_
24 + T12y1/5
IQ B¢ Jo Bo G 32)
/_&
LQ B In(@) + B0 + By B2
V2
I E_l_ B-11 + Bo _\/ —B-11B-1— B-1
¢ ¢-1 B-1+B-11
B-12 VB-1281 — B
IR o+ 1 + B1¢ + Bo %

Italik slovima su ozna¢ene novopredlozene logk=f(p) zavisnosti.

Oznakom X je obeleZena linearna zavisnost, L-logaritamovana zavisnost, Q-kvadratna
zavisnost, I-inverzna zavisnost. U svakoj jednacini:

e [fpoznacava odsecak

e S je koeficijent uz promenljivu ¢

e /[5> je koeficijent uz promenljivu (/)2

e [ je koeficijent uz promenljivu loge

e fr je koeficijent uz promenljivu /¢

e [ je koeficijent uz promenljivu 1/¢p

o [.11 je koeficijent uz promenljivu 1/(p-1)

e [.12 je koeficijenti uz promenljivu 1/(p+1).

Koeficijenti determinacije dobijenih (R?) modela za 43 ispitana jedinjenja su prikazani u
Tabeli 12,
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Tabela 12. Koeficijenti determinacije (R?) testiranih modela.

Jedinjenje XQ XL XR [@) LQ I IR

Ziprazidon 0,9822 0,9696 0,9866 0,9922 0,9929 0,9959 0,9889
Imp Z2 0,9934 0,9876 0,9931 0,9947 0,9949 0,9875 0,9964
Imp Z3 0,9743 0,9673 0,9673 0,9755 0,9748 0,9642 0,9746
Olanzapin 0,8895 0,8599 0,9465 0,9042 0,9215 0,9525 0,9235
Aripiprazol 0,9857 0,9868 0,9638 0,9851 0,9792 0,9874 0,9736
Imp Al 0,9103 0,8830 0,9151 0,8906 0,9167 0,8771 0,9276
Imp A2 0,9555 0,9652 0,8430 0,9561 0,9360 0,9357 0,9100
Imp A3 0,9901 0,9817 0,9945 0,9946 0,9954 0,9795 0,9965
Imp A4 0,7700 0,6692 0,9430 0,7155 0,8197 0,6765 0,8978
Imp A5 0,966 0,9437 0,9974 0,9794 0,9883 0,9929 0,9896
Imp A6 0,9719 0,9244 0,9552 0,9452 0,9836 0,9189 0,9861
Imp A7 0,9794 0,9900 0,8708 0,9777 0,9550 0,9332 0,9357
Imp A8 0,9762 0,9592 0,9968 0,9869 0,9922 0,9896 0,9933
Imp A9 0,8757 0,8139 0,9822 0,9036 0,9374 0,9791 0,9432
Imp A10 0,9931 0,9869 0,9925 0,9967 0,9962 0,9942 0,9954
Moksonidin 0,9294 0,9172 0,8701 0,9214 0,9397 0,9504 0,9059
Imp M1 0,9378 0,8955 0,9873 0,9441 0,9695 0,9318 0,9754
Imp M2 0,9743 0,9459 0,9629 0,9185 0,9695 0,8554 0,9833
Imp M3 0,9877 0,9785 0,9777 0,9736 0,9888 0,9719 0,9882
Imp M4 0,9898 0,9779 0,9642 0,9752 0,9908 0,9730 0,9876
Gvanfacin 0,9916 0,9850 0,9633 0,9938 0,9905 0,9775 0,9817
Gvanabenz 0,9835 0,9566 0,9303 0,9711 0,9859 0,9525 0,9727
Klonidin 0,9135 0,8985 0,8935 0,9323 0,9320 0,9357 0,9060
Efaroksan 0,9400 0,9053 0,9355 0,9310 0,9569 0,9659 0,9522
Harman 0,9807 0,9812 0,9494 0,9713 0,9660 0,8797 0,9685
Ksilometazolin 0,9888 0,9806 0,8657 0,9881 0,9833 0,9643 0,9369
Fentolamin 0,9732 0,9591 0,9240 0,9759 0,9767 0,9722 0,9616
Brimonidin 0,8306 0,7752 0,8735 0,8167 0,8697 0,9768 0,8628
Amilorid 0,9932 0,9956 0,9647 0,9958 0,9936 0,9920 0,9822
Tizanidin 0,9203 0,8971 0,9553 0,9379 0,9471 0,8781 0,9400
RX 821002 0,9269 0,9217 0,8652 0,9477 0,9381 0,9619 0,8961
Trimazolin 0,9506 0,9271 0,9063 0,9524 0,9613 0,9186 0,9479
Detomidin 0,9962 0,9880 0,9898 0,9980 0,9985 0,9654 0,9972
Tetrahidrozolin 0,9573 0,9378 0,9131 0,9555 0,9664 0,9770 0,9502
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Antazolin 0,9781 0,9553 0,8872 0,9486 0,9727 0,9009 0,9480
Nafazolin 0,9744 0,9723 0,9020 0,9796 0,9744 0,9886 0,9482
Oksimetazolin 0,9849 0,9751 0,9338 0,9881 0,9849 0,9637 0,9716
Benazolin 0,9798 0,9687 0,9219 0,9727 0,9821 0,9722 0,9626
Cirazolin 0,9759 0,9899 0,8535 0,9891 0,9680 0,9783 0,9218
Harmin 0,9885 0,9766 0,9915 0,9932 0,9955 0,9735 0,9949
Idazoksan 0,9375 0,9640 0,8369 0,9741 0,9447 0,9789 0,8788
Metformin 0,9767 0,9891 0,9126 0,9915 0,9852 0,9545 0,9432
Sitagliptin 0,9491 0,9123 0,9281 0,9467 0,9652 0,9070 0,9531

Uoceno je da su koeficijenti determinacije (Tabela 12) u korelaciji sa ALOGP i
XLOGP3 deskriptorima koji opisuju lipofilne osobine (r=0,7-0,8), kao i sa AROM
deskriptorom Kkoji je zasnovan na geometrijskim karakteristikama ispitivanih jedinjenja
(r=0,46). Pored toga, vrednost koeficijenta determinacije XQ funkcije je u korelaciji (r=0,56)
i sa SPH deskriptorom (indeksom sferi¢nosti), koji slicno AROM deskriptoru definise oblik i
geometriju jedinjenja. Poznato je da je grafik kvadratne XQ funkcije parabola (Slika 42) koja
je simetri¢nog oblika 1 odgovara simetri¢nom rasporedu podataka. Moze se zakljuciti da je
nacin distribucije logk vrednosti na grafiku logk = f(¢) funkcije uslovljen geometrijskim
osobinama ispitivanih jedinjenja.
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Slika 42. Grafik XQ funkcije za A. harmin B. gvanabez
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4.1.4.1. Odredivanje prevojne tacke na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi

Prevojna tacka je novi retencioni deskriptor koji se koristi u mixed-mode
hromatografiji i podrzava razumevanje dualne prirode HILIC/RP retencije. Opisuje uslove u
kojima dolazi do smene glavnih retencionih mehanizama, prelaska iz HILIC u RP
mehanizam. U Tabeli 13 su predstavljene vrednosti prevojne tacke (¢min) koje su izracunate
kao minimum testiranih funkcija koje opisuju promenu retencije (logk) u odnosu na
zapreminski udeo modifikatora mobilne faze.

Kao referentna, model-nezavisna metoda, predloZzena je kubna spline interpolacija
(pmin(splines)) [225]. Metodom kubne interpolacije, susedne tacke se povezuju kubnom
funkcijom tj. tacnim prolaskom funkcije kroz eksperimentalno dobijene vrednosti retencionih
faktora (Slika 43).

log k

0.0 0.2 04 0.6 038 1.0

Slika 43. Kubna spline interpolacija

Vrednosti prevojne tacke (pmin) za ispitivana jedinjenja prikazane su u sledecoj Tabeli 13.
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Tabela 13. Izracunate vrednosti prevojne tacke (XR, XL, XQ, IQ, LQ, II, IR, spline
interpolacija).

Jedinjenje on(XR)  om(XL)  om(XQ)  ¢n(1Q)  on(LQ)  om(1)  ¢n(IR)  pm(splines)
Ziprazidon 0,185 0,170 0,211 0,426 0,195 0,161 0,208 0,173
Imp 22 0,131 0,126 0,113 0,349 0,124 0,107 0,133 0,148
Imp Z3 0,176 0,163 0,193 0,414 0,183 0,148 0,196 0,247
Olanzapin 0,260 0,246 0,296 0,507 0,271 0,250 0,281 0,310
Aripiprazol 0,162 0,153 0,175 0,403 0,170 0,146 0,177 0,172
Imp Al 0,386 0,371 0,429 0,617 0,398 0,392 0,406 0,374
Imp A2 0,336 0,320 0,381 0,577 0,350 0,339 0,359 0,331
Imp A3 0,150 0,141 0,137 0,372 0,144 0,106 0.157 0,156
Imp A4 0,293 0,273 0,348 0,532 0,306 0,270 0,324 0,382
Imp A5 0,189 0,172 0,227 0,428 0,200 0,160 0,217 0,220
Imp A6 0,292 0,268 0,354 0,531 0,308 0,272 0,328 0,259
Imp A7 0,305 0,290 0,346 0,551 0,318 0,307 0,327 0,307
Imp A8 0,173 0,159 0,196 0,407 0,179 0,139 0,195 0,224
Imp A9 0,248 0,221 0,315 0,487 0,265 0,223 0,289 0,316
Imp A10 0,147 0,139 0,142 0,376 0,146 0,123 0,155 0,154
Moksonidin 0,443 0,423 0,510 0,659 0,459 0,501 0,471 0,550
Imp M1 0,273 0,240 0,350 0,510 0,294 0,258 0,320 0,311
Imp M2 0,552 0,593 0,572 0,795 0,565 0,678 0,544 0,587
Imp M3 0,635 0,659 0,653 0,820 0,644 0,755 0,628 0,764
Imp M4 0,568 0,563 0,614 0,758 0,581 0,712 0,579 0,467
Gvanfacin 0,234 0,212 0,290 0,480 0,253 0,218 0,270 0,297
Gvanabenz 0,295 0,267 0,363 0,532 0,313 0,277 0,335 0,304
Klonidin 0,300 0,267 0,380 0,538 0,323 0,319 0,346 0,306
Efaroksan 0,422 0,399 0,486 0,644 0,439 0,492 0,450 0,350
Harman 0,192 0,178 0,194 0,436 0,201 0,156 0,210 0,227
Ksilometazolin 0,322 0,293 0,393 0,557 0,342 0,320 0,361 0,320
Fentolamin 0,360 0,340 0,413 0,596 0,376 0,378 0,386 0,344
Brimonidin 0,385 0,354 0,463 0,605 0,403 0,415 0,424 0,526
Amilorid 0,551 0,578 0,545 0,773 0,558 0,671 0,538 0,556
Tizanidin 0,261 0,229 0,334 0,500 0,282 0,169 0,307 0,279
RX 821002 0,315 0,283 0,393 0,551 0,337 0,331 0,358 0,305
Trimazolin 0,397 0,373 0,462 0,625 0,416 0,464 0,427 0,359
Detomidin 0,207 0,188 0,252 0,452 0,224 0,185 0,240 0,221
Tetrahidrozolin 0,441 0,419 0,502 0,659 0,457 0,518 0,466 0,526
Antazolin 0,341 0,317 0,399 0,574 0,356 0,327 0,373 0,332
Nafazolin 0,417 0,399 0,469 0,642 0,431 0,445 0,440 0,373
Oksimetazolin 0,348 0,328 0,401 0,586 0,364 0,363 0,375 0,330
Benazolin 0,415 0,395 0,471 0,638 0,429 0,438 0,440 0,349
Cirazolin 0,390 0,371 0,443 0,62 0,405 0,403 0,416 0,347
Harmin 0,201 0,183 0,237 0,443 0,214 0,169 0,230 0,213
Idazoksan 0,465 0,463 0,498 0,696 0,479 0,550 0,477 0,564
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Metformin 0,687 0,785 0,688 1,067 0,720 / 0,664 0,801
Sitagliptin 0,303 0,271 0,381 0,540 0,325 0,322 0,347 0,309
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Slika 44. Box-Cox grafik dobijenih ¢min vrednosti.

Statisti¢ka znacajnost dobijenih vrednosti prevojne tacke (gmin) Na Slici 44 je procenjena
primenom Wilcoxon testa.Vrednosti ¢nin(IQ) jednadine IQ odstupaju u odnosu na ostale gmin
vrednosti. Prevojna tacka XR, II, LQ i IR jednacina pokazuje male razlike u odnosu na
referentnu  gmin(splines) vrednost dobijenu metodom kubne spline interpolacije, kao i
vrednost gmin(XL) izvedenu iz standardne multi-modal jednacine. Takode, izmedu parametra
@min 1 parametara rastvorljivosti (deskriptor average.logS) postoji pozitivna korelacija, dok
izmedu ¢min 1 lipofilnih karakteristika (logP) ispitivanih jedinjenja postoji negativna
korelacija. Dobijeni rezultati su ocekivani, s obzirom na negativnhu korelaciju (r=0,80)
izmedu parametara lipofilnosti (logP) i parametara rastvorljivosti (average.logS) ispitivanih
jedinjenja (Slika 45).
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Slika 45. Korelacija izmedu logP i average.logS parametara.

4.1.5. Izvodenje retencionih parametara na mixed-mode stacionarnoj fazi

Retenciono ponaSanje liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih
jedinjenja je ispitano u Sirokom opsegu promene zapreminskog udela modifikatora mobilne
faze na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi. Dobijene logk vrednosti i prevojna tacka
(pmin) su iskoriS¢enji kao retencioni parametri u kvantifikaciji retencionog ponaSanja. S
obzirom da logk i gmin vrednosti ne daju precizne informacije o retencionom ponasanju u
regionima u kojima dominira HILIC ili RP mehanizam, potrebno je uvesti nove retencione
parametre koji bi omogucili dodatno razumevanje dualne prirode HILIC/RP retencije. S tim u
vezi, primenjena je metoda integracije kako bi se izracunala povrSina ispod HILIC i RP
regiona grafika logk=f(¢) funkcije. Graficki prikaz osnovne ideje izvodenja novih retencionih
parametara na mixed-mode stacionarnoj fazi je prikazan na Slici 46.
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Slika 46. Osnovna ideja izvodenja retencionih parametara na mixed-mode stacionarnoj fazi.

Na osnovu povrsine ispod grafika, funkcije koja opisuje promenu retencije u zavisnosti od
zapreminskog udela modifikatora mobilne faze, izvedeni su sledeci retencioni parametri:

-Prosecna retencija u HILIC regionu (log ky). Predstavlja povsinu ispod HILIC regiona
logk=f(p) funkcije:

Pmin
logky = Jo " (@)de (34)

Pmin

-Prosec¢na retencija u RP regionu (log kg). Predstavlja povsinu ispod RP regiona logk=f(p)
funkcije:

[y f(@)de
log kg =2min (35)

1=Pmin

gde je @nin Minimalna vrednost zapreminskog udela modifikatora mobilne faze pri promeni
HILIC-a u RP retencioni mehanizam (prevojna tacka).

-Prosec¢na retencija na mixed-mode stacionarnoj fazi (logka). Predstavlja povsinu ispod
grafika logk=f(¢) funkcije:

logka = [, f(@)de (36)
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gde je ¢ zapreminski udeo modifikatora mobilne faze, ¢ € [0-1].

Takode, pored novopredlozenih hromatografskih parametara (logka, logky, logkgr), za svaku
funkciju logk = f(¢) moguce je izracunati:

- ekstrapolisane retencione parametre za ¢ = 0 (logko) i ¢ = 1 (logky)
- retenciju u prevojnoj tacki (logkm).
Integrali XL, XQ, XR, 1Q, LQ, II, IR jednacina su prikazani u Tabeli 14.

Tabela 14. Integrali testiranih jednacina za ¢ od 0 do 1.

Jednacina Integral
2
XL Buln(p) + By + o fuloini@) — ) + P2+ g
3 2
XQ B29* + P19 + Bo Bz;p +ﬁ12‘p + Boo
3 2
XR JOBr + Brop + Bo 2¢;BR+B12¢ + Boe
2, B-12 B29°
IQ B2 + Jo + Bo 3 + Bo + 2B_12y/®
3
LQ BLIn(p) + B9 + By Bl In(p) — @) + ,32;0 + Bop
B-1, B-11
I 3 + o—1 + Bo B-1In(@) + Bop + B-11In(p — 1)
,8_ 2
IR P _:21 + B1o + Bo P-12In(p + 1) + ,312<p + Bog

Stepen slaganja izmedu logky, logkg i logka parametara dobijenih integracijom povrSine
ispod grafika XR, XQ, 1Q, IR funkcija, prikazan je na Slici 47.
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jedinjenja na osnovu metode integracije za jednac¢ine XR, XQ, IQ i IR.

Slika 47. Boxplot grafik dobijenih vrednosti logky, logkr i logka parametara ispitivanih
Sa Slike 47, najvece logky, logkgr i logka vrednosti su dobijene integracijom IQ jednacine. U

suprotnosti, najmanje razlike u vrednostima logky, logkr i logka parametara su prisutne

+ B19 + Bo).

B-12
P+1

izmedu jednacine XQ ( B,0% + B1@ + Bo) 1 jednadine IR (
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Slika 48. A. Grafik novopredlozene IQ funkcije

B. Grafik logk=f(¢) fukcije cirazolina

Sa Slike 48, moze se uociti da trend promene retencionih karakteristika cirazolina u
zavisnosti od zapreminskog udela modifikatora mobilne faze odgovara obliku 1Q funkcije
(r=0,99). Veca povrsina koju zauzima grafik 1Q funkcije je uzrok i povecanih vrednosti
logky, logkg i logka parametara, u odnosu na ostale novopredlozene jednacine.

Vrednosti novodefinisanih logkg 1 logky parametara su u korelaciji sa molekulskim
osobinama ispitivanih jedinjenja:
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)] zbog dominantnog uticaja hidrofilnih interakcija na retenciono ponasanje
metformina (Slika 49A) i amilorida (Slika 49B), logky > logkg
i) u slucaju lipofilnih jedinjenja, prisutan je dominantan uticaj reverzno-faznih

interakcija na ukupni retencioni mehanizam (liganada serotoninskih receptora),
logkg > logky (Slika 49C-D).
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Slika 49. HILIC i RP regioni odvojeni prevojnom tackom (logkm, ¢min,) sa odgovarajuéim
parametrima retencije dobijenim metodom integracije povrSine (logky logkr) za A.
metformin B. amilorid C. aripiprazol, D. ziprazidon.
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Korelacija retencionih deskriptora dualnog HILIC/RP sistema i fizicko-hemijskih osobina
ispitivanih jedinjenja je graficki prikazana na Slici 50. Sa desne strane grafika, kao zavisno
promenljive su prikazani deskriptori dualnog HILIC/RP sistema: regresioni parametri £.12, -
11, -1, Po, P1, P2, P, | Pr iz jednaina Tabele 11, ekstrapolisani retencioni parametari (logki,
logko), retencija u prevojnoj tacki (logkm), vrednosti prevojne tacke (gmin), Novodefinisani
retencioni parametri (logky logkr, logka), dok su na x-osi kao nezavisno preomenljive
prikazane odabrane molekulske osobine ispitivanih jedinjenja: lipofilne karakteristike,
molarna refraktivnost, broj vodonikovih atoma, van der Waals-ov radijus, dijametar,
molekulska tezina i rastvorljivost.

Crvena boja odgovara korelaciji r>0,7; blago crvena za r=0,5-0,7; svetlo plava negativnoj
korelaciji za r=0,5-0,7; tamno plava negativnoj korelaciji za r>0,7; dok siva boja odgovara
slaboj korelaciji.
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Slika 50. Graficki prikaz korelacije regresionih parametara .12, f-11, -1, Po, p1, B2, P, | Br iz
jednacina Tabele 11, ekstrapolisanih retencionih parametara (logki, logko), retencije u
prevojnoj tacki (logkm), vrednosti prevojne tacke (gmin), novodefinisanih retencionih
parametara (logky, logkr , logka) i molekulskih osobina ispitivanih jedinjenja.

Najznacajniji uticaj na dualni HILIC/RP mehanizam su pokazali parametri lipofilnosti
(XLOGP2, milogP, AClogP, XLOGP3, average.logP, ALOGPSs), molarna refraktivnost,
polarnost, broj vodonikovih atoma (nH) i dimenzije molekula (van der Waals-ova zapremina,
dijametar, molekulska masa). Na osnovu toga, moze se zakljuciti da van der Waals-ove
interakcije, kao 1 polarne interakcije izmedu ispitivanih jedinjenja i polarnih grupa na

98



DOKTORSKA DISERTACIJA DARIJA OBRADOVIC

stacionarnoj fazi (vodoni¢ne veze, dipolne interakcije) predstavljaju osnovu retencionog
ponasanja u mehanizmu dualnih HILIC/RP interakcija. Takode, na osnovu korelacije
retencionih deskriptora sa parametrom rastvorljivosti (average.logS), interakcije izmedu
ispitivane supstance i rastvaraca u mobilnoj fazi imaju znacajan uticaj na retencioni proces.
Rastvorljivost ispitivane supstance zavisi od polarnosti rastvaraca zbog ¢ega se moze smatrati
da dipolni momenat, dielektri¢na konstanta i proton donor/akceptor osobine uti¢u na
retenciono ponaSanje u mixed-mode HILIC/RP sistemu.

Sa Slike 50, moze se uociti da lipofilnost negativno uti¢e na vrednosti ¢min, pOzitivho na
ekstrapolisani retencioni faktor logk; (za ¢=0) i pozitivno na vrednost parametra logkgr
(saglasno uticaju lipofilnosti na retenciju u RP sistemu). Izmedu lipofilnosti i parametara
retencije u HILIC uslovima (logko, logkn) je uocena slaba korelacija, koja potvrduje slozenost
HILIC mehanizma i ukazuje na doprinos ostalih molekulskih karakteristika na retencioni
proces u HILIC sistemu. Moze se uociti da logD vrednosti koreliSu sa vrednostima logko i
posedi¢no imaju uticaj i na HILIC i na RP mehanizam.
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Klasicna HILIC tehnika podrazumeva upotrebu polarnih stacionarnih faza u
kombinaciji sa mobilnim fazama koje sadrze visoke koncentracije organskog rastvaraca (npr.
acetonitrila) u vodi. Iako se voda najceS¢e koristi kao polarni modifikator mobilne faze, u
literaturi se mogu naci i primeri upotrebe organskih modifikatora (npr. metanola) u
ispitivanjima nevodenih HILIC sistema (NA-HILIC). Prednost HILIC-e je pogodnost u
ispitivanju polarnih i jonizovanih jedinjenja, uz nedostatke koji obuhvataju visoku potroSnju
organskih rastvaraca i potencijalne ekoloske rizike [101].

U suprotnosti, SFC je ekoloski prihvatljiva tehnika, koja obuhvata upotrebu mobilne faze sa
visokim koncetracijama ugljen dioksida. lzvorno, SFC pogoduje ispitivanju nepolarnih
jedinjenja, ali se smatra da se modifikacijama mobilne i stacionarne faze prevazilaze
potencijalni nedostaci i postize razdvajanje i jedinjenja sa polarnim karakteristikama [166,
226].

Kako se potencijalne prednosti, ali i nedostaci NA-HILIC i SFC tehnike dopunjuju,
retenciono ponasanje liganada imidazolinskih 1 serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja je
ispitano na polarnim stacionarnim fazama (mixed-mode diol, diol stacionarna faza) u NA-
HILIC i SFC sistemima.

4.2. Modelovanje retencionog ponasanja u NA-HILIC i SFC sistemima

U NA-HILIC i SFC sistemima ispitano je retenciono ponaSanje odabranih liganada
imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja, Slika 51. Kao modifikatori
mobilne faze kor$¢eni su: i) metanolni rastvor 20 mM amonijum-formijata ii) metanolni
rastvor 20 mM amonijum-formijata sa dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline. Doprinos
hidrofilnih i hidrofobnih interakcija na retenciono ponasanje ispitan je na klasi¢noj diol i
modifikovanoj mixed-mode diol koloni.

Dobijene vrednosti retencionog faktora logk, u NA-HILIC i SFC sistemima na 15% i 35%
zapreminskom udelu metanola u mobilnoj fazi, prikazane su u Tabeli 15.
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Tabela 15. Vrednosti logk parametra za 15% i 35% udele modifikatora u mobilnoj fazi u NA-HILIC i SFC-u.

Diol stacionarna faza

Mixed-mode diol stacionarna faza

NH,COOH/MeOH 0,1%HCOOH, NH,COOH/MeOH NH,COOH/MeOH 0,1%HCOOH, NH,COOH/MeOH
Jedinjenje NA-HILIC SFC NA-HILIC SFC NA-HILIC SFC NA-HILIC SFC

15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35%

R 0,17 0,85 1,05 1,07 20,02 0,75 1,82 0,82 0,72 0,10 1,49 0,53 0,28 0,32 1,68 0,68
(0,0004)  (0,0085) (0,0606)  (0,0886)  (0,0095)  (0,0055) (0,0060) (0,0084) | (0,0108)  (0,0085)  (0,0128) (0,0037) (0,0067)  (0,0071)  (0,0154)  (0,0137)

peipiprazol 058 -0,09 0,96 0,33 -0,38 0,08 0,98 0,27 0,44 -0,19 0,89 0,23 0,26 -0,20 0,92 0,31
(0,0016)  (0,0063) (0,0074)  (0,0107)  (0.0044)  (0,0077) (0,0058) (0,0098) | (0,0256)  (0,0091)  (0,0139) (0,0299)  (0,0104)  (0,0049)  (0,0098)  (0,0049)

1 A5 2,35 -1,43 0,12 -0,44 -2,34 -1,29 0,06 -0,49 -0,58 -0,90 0,29 -0,25 0,72 -0,84 0,30 -0,25
(0,0071)  (0,0151) (0,0067)  (0,0076)  (0,0078)  (0,0135) (0,0072) (0,0072) | (0,0167)  (0,0115)  (0,0053) (0,0087)  (0,0079)  (0,0182)  (0,0027)  (0,0043)

o A6 -1,01 -1,10 0,30 -0,33 -2,56 -1,43 0,26 -0,37 -0,45 0,78 0,60 -0,04 -0,63 -0,48 1,31 0,52
(0,0260)  (0,0080) (0,0056)  (0,0058)  (0,0347)  (0,0164) (0,0068) (0,0079) | (0,0070)  (0,0066)  (0,0245) (0,0065)  (0,0084)  (0,0079)  (0,0236)  (0,0219)

i ALL -0,37 0,30 1,30 0,62 -0,18 0,42 1,28 0,48 0,69 0,0045 1,18 0,42 043 -0,13 0,60 -0,04
(0,0019)  (0,0214) (0,0103)  (0,0067)  (0,0092)  (0,0100) (0,0085) (0,0063) | (0,0144)  (0,0010)  (0,0103) (0,0097)  (0,0062)  (0,0088)  (0,0026)  (0,0046)

N 0,30 0,97 1,86 1,11 0,09 0,87 1,01 0,86 0,87 0,09 1,60 0,65 0,40 -0,27 @ é 491155- 0,80
(0,0029) (0,0111) (0,0096)  (0,0792)  (0,0032)  (0,0086) (0,0090) (0,0069) | (0,0067)  (0,0075)  (0,0056) (0,0054)  (0,0078)  (0,0064) "05) (0,0013)

arimonign 00041 045 1,71 0,95 -0,02 0,52 1,58 0,68 071 0,02 1,36 0,48 041 -0,33 1,56 0,64
(0,0007)  (0,0074) (0,0107)  (0,0063)  (0,0014)  (0,0090) (0,0078) (0,0066) | (0,0103)  (0,0077)  (0,0069) (0,0042)  (0,0093)  (0,0086)  (0,0165)  (0,0107)
oo 092 -0,30 0,60 0,0050 -0,59 -0,21 0,58 -0,06 0,19 0,35 0,49 -0,09 0,06 -0,34 0,61 -0,0044
(0,0011)  (0,0094) (0,0088)  (0,0011)  (0,0081)  (0,0055) (0,0096) (0,0111) | (0,0102)  (0,0533)  (0,0079) (0,0060)  (0,0092)  (0,0066)  (0,0217) (0,0080)

Ctaroken 021 0,88 1,73 0,93 0,02 0,81 1,63 0,70 075 -0,05 1,25 0,37 0,29 -0,37 1,46 053
(0,0103)  (0,0086) (0,0088)  (0,0069) (O, 0013) (0,0140)  (0,0063)  (0,0264) | (0,0080)  (0,0078)  (0,0112) (0,0066) (0,0055) (0,0077)  (0,0294)  (0,0046)

arman -0,81 -0,28 057 0,05 0 53(0 o 019 0,59 0,01 025 -0,21 0,65 0,07 014 -0,29 074 0,15
(00078)  (00213) (0,0073)  (00112) g (0,0060)  (0,0106) (0,0074) | (0,0052)  (0,0082)  (0,0042) (0,0042) (0,0072) (0,0059)  (0,0158) (0,008)

i -0,53 -0,02 0,91 0,30 -0,28 0,12 0,91 0,22 0,50 -0,07 0,84 0,19 0,29 -0,27 0,99 0,30
(0,0062)  (0,0119) (0,0142)  (0,0065)  (0,0074)  (0,0151) (0,0088) (0,0098) | (0,0089)  (0,0078)  (0,0109) (0,0078)  (0,0067)  (0,0088)  (0,0213)  (0,0094)

sasokean 0,18 0,75 1,71 1,04 0,05 077 1,63 0,80 0,75 -0,0023 1,27 0,51 0,31 -0,40 1,52 0,70
(0,0039)  (0,0124) (0,0075)  (0,0513)  (0,0041)  (0,0030) (0,0099) (0,0107) | (0,0084)  (0,0007)  (0,0169) (0,0103)  (0,0069)  (0,0108)  (0,0131)  (0,0091)

— 0,32 0,81 1,87 1,28 0,34 0,92 1,85 1,09 0,82 0,33 1,49 0,76 0,65 -0,02 1,77 0,99
(0,0054)  (0,0050) (0,0052)  (0,0102)  (0,0050)  (0,0061) (0,0133) (0,0068) | (0,0081)  (0,0348)  (0,0069) (0,0115)  (0,0066)  (0,0010)  (0,0078)  (0,0249)

exeriony 014 034 1,47 0,92 -0,04 0,52 1,46 073 0,63 -0,10 1,00 034 0,26 -0,41 1,28 0,56
(0,0095)  (0,0080) (0,0069)  (0,0600)  (0,0018)  (0,0108) (0,0081) (0,0074) | (0,0129)  (0,0043)  (0,0070) (0,0059)  (0,0077)  (0,0066)  (0,0504)  (0,0044)

Tivanidin -0,39 0,01 1,25 0,49 -0,24 0,16 1,17 0,32 0,50 -0,14 0,91 0,12 0,24 -0,35 1,07 0,23
(0,0086)  (0,0016) (0,0036)  (0,0059)  (0,0040)  (0,0126) (0,0536) (0,0102) | (0,0072)  (0,0063)  (0,0134) (0,0079)  (0,0082)  (0,0141)  (0,0207)  (0,0093)

it 0:24 0,91 1,94 1,06 0,04 0,82 1,46 081 076 -0,02 1,45 0,49 0,32 0,31 1,65 0,65
(0,0034) (0,0171) (0,0107)  (0,0414)  (0,0013) (0,0082) (0,0063) (0,0058) | (0,0121)  (0,0016)  (0,0145) (0,0133) (0,0067) (0,0082)  (0,0292)  (0,0072)

siazidon 1133 -0,53 0,66 -0,01 -0,79 -0,43 0,66 -0,02 0,13 0,32 0,85 0,18 0,08 0,25 0,89 0,21
(0,0065)  (0,0095) (0,0066)  (0,0011)  (0,0055)  (0,0106) (0,0057) (0,0102) | (0,0091)  (0,0071)  (0,0092) (0,0068)  (0,0085)  (0,0144)  (0,0085)  (0,0110)

21 033 0,87 1,10 0,59 0,08 0,83 1,04 0,41 0,93 0,16 0,98 0,40 0,44 -0,30 1,13 0,51
(0,0092)  (0,0090) (0,0146)  (0,0083)  (0,0034)  (0,0101) (0,0903) (0,0090) | (0,0088)  (0,0111)  (0,0109) (0,0024)  (0,0077)  (0,0098)  (0,0226) (0,0115)

Imp 22 / / 053 -0,18 / / 0,51 -0,23 -0,26 -0,62 0,72 0,03 0,08 -0,25 0,75 0,04
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(0,0075)  (0,0053) (0,0047)  (0,0060) | (0,0082)  (0,0108)  (0,0054) (0,0060) (0,0062)  (0,0094)  (0,0063)  (0,0066)

0,46 -0,22 -1,63 -1,19 0,49 -0,18 0,10 -0,24 1,20 0,47 0,16 0,04 1,20 0,46

mp 23 ! / (0,0088)  (0.0067)  (0,0124)  (0,0059) (0,0057)  (0,0070) | (0,0115)  (0,0070)  (0,0065) (0,0046)  (0,0075)  (0,0040)  (0,0026)  (0,0026)

Standardne devijacije za tri ponovljena merenja su prikazane u zagradama.
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Slika 51. Hemijske strukture odabranih A. liganda imidazolinskih B. liganada serotoninskih
receptora i srodnih jedinjenja ispitanih u NA-HILIC i SFC sistemima.

Dobijene logk vrednosti na mixed-mode diol stacionarnoj fazi su vece u poredenju sa
vrednostima dobijenim na diol stacionarnoj fazi. Na osnovu toga, moze se zakljuciti da
nepolarni alifati¢ni niz mixed-mode stacionarne faze znacajno uti¢e na retenciju ispitivanih
jedinjenja (Tabela 15).

Na mixed-mode diol stacionarnoj fazi, vrednosti logk parametra u SFC sistemu su generalno
vise u odnosu na NA-HILIC sistem, posebno na 15% udelu metanola u mobilnoj fazi.
Ovakav efekat je ocekivan, s obzirom da je CO, mnogo slabiji eluent u odnosu na acetonitril.
Na diol stacionarnoj fazi, na 35% udelu metanola u mobilnoj fazi, nekoliko jedinjenja
pokazuje nesto drugacije retencione karakteristike u NA-HILIC i SFC sistemima.Vrednosti
logk parametara derivata imidazolina (benazolin, trimazolin, efaroksan) i derivata piperazina
(Imp Z1) su niZze u SFC-u u odnosu na NA-HILIC (Tabela 15).

Uticaj dodatka kiseline mobilnoj fazi na vrednosti logk parametara je izrazeniji u SFC-u u
odnosu na NA-HILIC.

Na diol stacionarnoj fazi u NA-HILIC sistemu, za jedinjenja koja su jake baze sa sterno
dostupnim baznim grupama prisutna je pravilnost u retencionom ponaSanju npr. logk
vrednosti antazolina, benazolina, trimazolina, idazoksana, efaroksana (derivati imidazolina) i
Imp Z1 (derivat benzimidazola) znacajno rastu sa dodatkom kiseline mobilnoj fazi.

Sa dodatkom kiseline mobilnoj fazi, ne dolazi do zna¢ajnih promena retencionog ponasanja
na mixed-mode stacionarnoj fazi. U suprotnosti, retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja je
znacajno promenjeno na diol stacionarnoj fazi, gde dodakom kiseline u mobilnu fazu dolazi
do opadanja logk vrednosti u NA-HILIC i njihovog porasta u SFC sistemu.

U SFC sistemu (na mixed-mode diol stacionarnoj fazi) jedini izuzetak je Imp All, ¢ija se
vrednost parametara logk znacajno povecava nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi, dok je u
NA-HILIC sistemu, to slucaj sa logk vrednostima Imp Z3. Poveéanje u vrednostima logk
parametra nakon dodatka Kkiseline u mobilnu fazu za Imp A1l i Imp Z3, moZe se objasniti
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modifikacijom jacine interakcije ispitivanih jedinjenja sa slobodnim diol grupama stacionarne
faze, kao posledicom gradenja vodoni¢nih veza.

4.2.1. Procena retencionog ponaSanja na osnovu parametra selektivnosti, S

Razlike izmedu retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i serotoninskih
receptora i srodnih jedinjenja u NA-HILIC i SFC sistemima se mogu najjednostavnije
objasniti na osnovu vrednosti S parametra, izracunatog kori$¢enjem jednacine (22). Dobijene
S vrednosti su prikazane u Tabeli 16.

Tabela 16. Razlike retencionog ponasanja odabranih jedinjenja u NA-HILIC i SFC sistemima
na 15% i 35% udelu metanola u mobilnoj fazi, izrazene kao S vrednost.

SFC
Diol Mixed-mode diol (sa
Hromatografski uslovi Diol (sa dodatkom kiseline Mixed-mode diol dodatkom  kiseline
vl mobilnoj fazi)
mobilnoj fazi)
15 35 15 35 15 35 15 35
15 | 40
Diol
35 33
Diol (sa dodatkom Kkiseline 15 54,35
mobilnoj fazi) 35 33.23
NA-HILIC
15 61
Mixed-mode diol
35 51
Mixed-mode diol (sa | 15
dodatkom kiseline  mobilnoj
fazi) 35

Vrednosti obojene plavo (S > 70) opisuju znacajne razlike izmedu retencije U NA-HILIC i SFC sistemima. Vrednosti
obojene zeleno odgovaraju intermedijernim razlikama (35 < S < 70). Vrednosti obojene ljubi¢astom bojom (S < 35) ukazuju
na sli¢nosti u retencionom ponasanju u NA-HILIC i SFC sistemima.

Na osnovu dobijenih S vrednosti, moze se uociti da dodatak mravlje kiseline mobilnoj fazi
povecava razlike izmedu vrednosti parametara logk dobijenih na diol i mixed-mode diol
stacionarnoj fazi. Teorijski, na diol stacionarnoj fazi, dodatak kiseline mobilnoj fazi bi mogao
da uti¢e na prelazak jedinjenja sa slobodnim baznim grupama iz neutralne forme u formu soli
ili formu jonskog para. Na taj nacin, dolazi do porasta mase jedinjenja, kao posledice dodatka
kiselog protiv jona. Dodatno, visoki dipolni momenat izmedu suprotnih naelektrisanja dovodi
I do porasta polarnosti. Na umereno polarnim stacionarnim fazama, porast mase i porast
polarnosti je uzork povecanog zadrzavanja zbog povecanih intermolekulskih interakcija sa
polarnim grupama na povrSini stacionarne faze. Navedeni efekat je posebno vidljiv na
klasi¢noj diol stacionarnoj fazi u NA-HILIC sistemu (Tabela 15, Tabela 16).

U SFC-u zbog kisele prirode smeSe CO,-metanol, dolazi do promene jonskog stanja
ispitivanih jedinjenja koja poseduju funkcionalne grupe sa protom akceptorskim osobinama
(derivati imidazolina i derivati piperazina). Na osnovu toga, efekat dodatka mravlje kiseline
mobilnoj fazi u SFC sistemu je suprotan efektu dodatka mravlje kiseline mobilnoj fazi u NA-
HILIC sistemu. Smatra se da u SFC sistemu ispitivana jedinjenja ve¢ postoje u obliku jonskih
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parova ili da ne menjaju svoje jonsko stanje sa dodatkom mravlje kiseline mobilnoj fazi zbog
kiselog ucinka smese CO,-metanol [226]. Razlike izmedu vrednosti logk parametra u NA-
HILIC i SFC sistemima, nastale nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi, prikazane su na Slici
52.
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Mixed-mode diol stacionarnoj fazi, na 15% i 35% udelima 20 mM metanolnog

rastvo

ra amonijum-formijata sa 0,1% dodatkom mravlje kisline (v/v).
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Sa Slike 52, moze se uociti da su razlike izmedu logk(SFC) i logk(NA-HILIC) vrednosti vece
kod derivata piperazina (liganada serotoninskih receptora) u odnosu na derivate imidazolina.
Derivati piperazina imaju izraZenije proton akceptorske karakteristike (Tabela 5), pa dodatak
kiseline u mobilnu fazu u veéem stepenu utice na promenu njihovog retencionog ponasanja
npr. olanzapin, Imp Z3, aripiprazol i ziprazidon.

Na osnovu S vrednosti koje su prikazane u Tabeli 16, najvece razlike izmedu logk(SFC) i
logk(NA-HILIC) parametara su prisutne na mixed-mode stacionarnoj fazi. U tom slucaju,
nakon dodatka kiseline u mobilnu fazu, u ve¢em stepenu dolazi do modifikacije povrsine
stacionarne faze, u odnosu na modifikaciju jacine njene interakcije sa ispitivanim
jedinjenjima.

Moze se pretpostaviti da se na povrsini mixed-mode stacionarne faze nalaze protonizabilne
funkcionalne grupe i da dodatkom kiseline u mobilnu fazu, dolazi do njihovog protonovanja
u NA-HILIC sistemu. Detaljna struktura ovih funkcionalnih grupa nije poznata od strane
proizvodaca, ali se oCekuje da takva grupa zauzima vaznu ulogu u retencionom ponasanju.
Kao posledica njihovog protonovanja, dolazi do promene retencionog mehanizma,
odgovornog za pojavu razlika u retencionom ponasanju.

Efekat dodatka kiseline mobilnoj fazi u SFC sistemu je suprotan u odnosu na NA-
HILIC zbog kisele prirode SFC mobilne faze. Smatra se da dodatak kiseline mobilnoj fazi
dovodi do pretvaranja ispitivanih jedinjenja u formu jonskog para i posledi¢no povecanog
zadrZavanja u sistemu. U SFC-u, protonizabilne grupe na mixed-mode stacionarnoj fazi su
ve¢ protonovane zbog kisele prirode mobilne faze, pa dodatak kiseline mobilnoj fazi ne
dovodi do promena u vrsti fizicko-hemijskih interakcija.

4.2.2. Primena LSS modela u definisanju retencionog ponasanja

Retenciono ponasanje u NA-HILIC i SFC sistemima liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja je opisano primenom jednacine (13) i jednacine
(14) za 35-15% (35, 30, 25, 20, 15) zapreminske udele metanola u mobilnoj fazi, na diol i
mixed-mode diol stacionarnoj fazi. Kao modifikatori mobilne faze koris¢eni su:

i) 20 mM amonijum-formijat
i) 20 mM amonijum-formijat sa dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline.

Dobijeni rezutati su prikazani u Tabelama 3A - 10A u Prilogu A. Na osnovu R?> 0,90; S.E. <
0,04; p < 0,05 moze se zakljuciti da primenjene jednacine pouzdano opisuju retenciono
ponasanje ispitivanih jedinjenja u NA-HILIC i SFC sistemima. U SFC sistemu, prisutna je
nesto bolja primenljivost adsorpcionog u odnosu na primenljivost particionog modela u
opisivanju retencionog procesa.
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4.2.3. Primena LSER modela u definisanju retencionog ponasanja

Step-wise postupkom u MLR analizi, uofeno je da polarne interakcije izmedu
ispitivanih jedinjenja i funkcionalnih grupa na stacionarnoj fazi, kao i vodoni¢ne veze imaju
znacajan efekat na NA-HILIC i SFC retencioni proces. Promena logk vrednosti u zavisnosti
od fizicko-hemijskih karakteristika ispitivanih jedinjenja definisana je pomoc¢u LSER modela.
Statisticki podaci dobijenih modela su prikazani u Tabeli 17. Velikim slovima S su oznacene
dipolne interakcije, A oznacava proton donorske osobine (kiselost vodoni¢nih veza), a B
proton akceptorske osobine (baznost vodonic¢nih veza). Mala slova (a, b, s) opisuju vrednosti
komplementarnih (A, B, S) interakcija u dobijenim modelima. Vrednost koeficijenta s
odgovara efektu dipolnih interakcija, b opisuje jac¢inu proton akceptorskih interakcija, dok
vrednost koeficijenta a opisuje ja¢inu proton donorskih interakcija. Odnos a, b, S
koeficijenata u NA-HILIC/LSER i SFC/LSER modelima je prikazan na Slici 53 koris¢enjem
Tanaka-radar plotova.
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A

Diol 35%

Diol 15%

Diol 15%, sa kiselinom Diol 35%, sa kiselinom

— HILC

— SFC

Mixed-mode 15% Mixed-mode 35%

Mixed-mode 15%, sa kiselinom Mixed-mode 35%, sa kiselinom

— HILIC

Slika 53. Poredenje retencionog ponasanja u NA-HILIC i SFC sistemima na osnovu LSER
koeficijenata na A. diol stacionarnoj fazi B. mixed-mode diol stacionarnoj fazi.
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Nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi dolazi do znac¢ajnih promena u jacini intermolekulskih
interakcija. Karakteristike izdvojenih 15% i 35% modela u SFC i NA-HILIC sistemima su
slede¢e (Slika 53, Tabela 17):

Dipolne interakcije (s) i vodoni¢ne veze (b) uticu da se NA-HILIC sistem sa 35% udelom
metanola u mobilnoj fazi razlikuje od ostalih sistema zbog i) pozitivne vrednosti s
koeficijenta 0,13 i negativne vrednosti b koeficijenta -0,18 na diol stacionarnoj fazi ii)
pozitivne vrednosti s koeficijenta 0,19 i negativne vrednosti b koeficijenta -0,01 na mixed-
mode diol stacionarnoj fazi.

Na mixed-mode diol stacionarnoj fazi, sa dodatkom kiseline mobilnoj fazi u 35% sistem
korastvaraca, vrednost koeficijent b raste od 0,40 do 0,65 u SFC-u; dok u 35% NA-HILIC
sistemu opada od 0,22 do -0,01.

U SFC-u sa dodatkom kiseline mobilnoj fazi u 35% sistem korastvaraca, vrednost
koeficijenta s opada od -0,11 do -0,33, dok u NA-HILIC sistemu s vrednost raste od -0,09
do 0,19.

Sa dodatkom kiseline mobilnoj fazi u sistem sa 15% udelom metanola, vrednost b
koeficijenta u NA-HILIC opada od 0,38 do 0,19; dok vrednost koeficijenta s raste od -0,22
do 0,03. U SFC sistemu sa 15% udelom metanola u mobilnoj fazi, b raste od od 0,61 do
0,91; dok s opada od -0,23 do -0,50.

110



DOKTORSKA DISERTACIJA DARIJA OBRADOVIC

Tabela 17. LSER modeli za 15% i 35% udele metanola u mobilnoj fazi.

c a b S No r p S.E.

Hromatografski uslovi

15% NA-HILIC 0,40 -3,08 0,74 -041 18 09521 1,89E-07 0,2641
35% NA-HILIC 0,97 -2,74 0,62 -0,37 18 0,9434  5,84E-07 0,2588
15% SFC 1,67 -1,86 1,18 -0,74 20 0,9389 1,23E-07 0,2074
35% SFC 1,00 -1,75 1,03 -0,66 20 0,9533  1,54E-08 0,1660

Diol

15% NA-HILIC 1,94 -0,20 -0,20 0,18 19 0,8208 6,15E-04  0,2666
35% NA-HILIC 1,26 -1,87  -0,18 0,13 19 0,8525 1,68E-04  0,2200
15% SFC 1,52 -1,87 1,07 -0,61 20 0,9295 3,68E-07 0,2074
35% SFC 0,75 -156 0,85 -051 20 0,9532 1,57E-08 0,1396

Diol, sa
kiselinom u
mobilnoj fazi

S 15% NA-HILIC 0,93 -1,65 0,38 -0,22 20 0,9006 4,94E-06 0,1918
E 35% NA-HILIC 0,10 -1,16 0,22 -0,09 20 0,8622 550E-05 0,1516
_% 15% SFC 1,11 -1,23 0,61 -0,23 20 0,8058 6,33E-04 0,2156
[}

.é 35% SFC 0,34 -0,97 0,40 -0,11 20 0,8312 2,37E-04  0,1450

15% NA-HILIC 0,39 -143 0,19 0,03 20 0,8922 9,04E-06 0,1475
35% NA-HILIC -042 -064 -001 0,19 20 08272  2,79E-04  0,0992
15% SFC 1,32 -1,09 091 -0,50 20 0,7810 1,45E-03 0,2738
35% SFC 0,47 -0,86 0,65 -0,33 20 0,7851  1,27E-03  0,1949

Mixed-mode diol,
sa kiselinom u
mobilnoj fazi

No je broj jedinjenja u MLR analizi, S.E. standardna greska LSER koeficijenata, r je koeficijent korelacije.

U slucaju diol stacionarne faze, moze se primetiti da Se nakon dodatka kiseline u mobilnu
fazu, redukuje b i povecava vrednost s koeficijenta u oba hromatografska sistema (NA-
HILIC, SFC). U NA-HILIC, uticaj vodoni¢nih b interakcija znac¢ajno opada: i) od 0,74 do -
0,02 u 15% sistemu korastvaraca ii) od 0,62 do -0,18 u 35% sistemu korastvaraca. Vrednosti
s dipolnih interakcija rastu: i) od -0,41 do 0,18 u 15% sistemu korastvaraca ii) od -0,37 do
0,13 u 35% sistemu korastvaraca (Tabela 17).

Razlike u logk vrednostima koje nastaju nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi, mogu se
objasniti razli¢itom aktivnos¢u mravlje kiseline u kiselo-baznim reakcijama u NA-HILIC i
SFC sistemima:

-U NA-HILIC sistemu, u smesi ACN-MeOH, mravlja kiselina ima jak efekat na protonovanje
baznih jedinjenja. Tom prilikom, dolazi do prelaska baznih oblika ispitivanih jedinjenja iz
neutralne forme u formu soli.

-U SFC sistemu, smesa CO,-MeOH poseduje kisele osobine [227-229], tako da kiselost
mobilne faze smanjuje interakcije mravlje kiseline sa baznim jedinjenjima. Poreklo kiselosti
nije u potpunosti razjasnjeno [230], ali je pronadeno da kiselost utiCe na retencioni
mehanizam [231].
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4.2.4. Faktori selektivnosti u NA-HILIC i SFC sistemima

Strukturno srodna jedinjenja kao $to su ziprazidon-lImp Z2, Imp All-aripiprazol
predstavljaju kritiéne parove za razdvajanje u farmaceutskim ispitivanjima. Imp Z2 i Imp
A1l su proizvodi oksidacije ziprazidona i aripiprazola, koji se najéeS¢e mogu naéi kao
degradacione necisto¢e u farmaceutskim sistemima [99-100]. Pored toga, Imp All je
metabolit koji poseduje i antipsihoti¢nu aktivnost [232]. Razdvajanje Cetiri strukturno srodna
hemijska para: ziprazidon-lmp Z2, Imp All-aripiprazol, harmin-harman, idazoksan-RX
821002 u NA-HILIC i SFC-u je definisano vrednostima faktora selektivnosti («), Tabela 18.
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Tabela 18. Vrednosti parametra selektivnosti, a.

Diol stacionarna faza

Mixed-mode diol stacionarna faza

NH,COOH/MeOH 0,1%HCOOH, NH,COOH/MeOH NH,COOH/MeOH 0,1%HCOOH, NH,COOH/MeOH
Kriti¢ni parovi NA-HILIC  SFC NA-HILIC SFC NA-HILIC SFC NA-HILIC SFC

15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35% 15% 35%
Imp All-Aripiprazol 2,04 2,43 2,17 19 158 221 2,00 (inverzija) 1,60 (inverzija) 1,76 1,55 19 156 149 1,19 2,08 (inverzija) 2,22 (inverzija)
Ziprazidon-lmp Z2 / / 1,35 150 / / 1,42 1,62 2,47 1,96 135 142 100 100 1,39 1,48
Idazoksan-RX 821002 2,10 255 1,75 130 125 181 1,49 1,18 133 124 200 150 112 104 171 1,37
Harmin-Harman 191 181 218 180 180 2,02 2,11 1,63 1,78 1,38 15 131 139 104 1,78 1,40

Vrednosti obojene crveno ukazuju na inverziju elucionih redosleda.
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Visoke a vrednosti pokazuju da se u NA-HILIC i SFC-u postize zadovoljavajuce razdvajanje
strukturno srodnih hemijskih parova (harmin-harman, idazoksan-RX 821002, Imp All-
aripiprazol). Za razdvajanje kriticnog para ziprazidon-Imp Z2, najvise odgovara NA-HILIC i
mixed-mode diol stacionarna faza (0>1,96), dok se zadovoljavajuce razdvajanje Imp All-
aripiprazol i ziprazidon-Imp Z2 postize i u NA-HILIC i u SFC sistemima. Promena u
retenciji kao inverzija elucionih redosleda izmedu Imp A1l i aripiprazola (¢>2,08) se javlja u
SFC-u na diol i mixed-mode koloni nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi.

Karakteristike sistema sa mixed-mode stacionarnom fazom, nakon dodatka kiseline mobilnoj
fazi su sledece (Tabela 17):

- Niska vrednost parametra selektivnosti (« = 1,00) za ziprazidon i Imp Z2 u NA-HILIC
sistemu se moze objasniti niskim vrednostima b i s koeficijenata. Molekulske osobine
ziprazidona i Imp Z2, kao §to su sposobnost vezivanja protona (B) i dipolne karakteristike (S)
znacajno uti¢u na vrednost parametra logk. Posledi¢no, niske vrednosti komplementarnin b i s
koeficijenta dovode do smanjenih razlika izmedu retencije ziprazidona i retencije Imp Z2.

- Niska o vrednost (« = 1,04) u 35% NA-HILIC sistemu za idazoksan i RX 821002 se moze
objasniti niskom vrednos¢éu b koeficijenta (b = - 0,01) koja umanjuje razlike u retenciji
uslovljene baznim osobinama idazoksana (B = 1,16) i RX 821002 (B = 1,38).

Karakteristike sistema sa diol stacionarnom fazom, nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi su
sledece (Tabela 17):

- Prisutne su visoke vrednosti parametara selektivnosti (o = 2,17; o = 2,00 sa dodatkom
kiseline mobilnoj fazi) za harmin i harman u 15% SFC sistemu. Visoke vrednosti b
koeficijenta povecavaju razlike u retenciji ispitivanih jedinjenja koje su uslovljenje razlikama
u baznim osobinama; harman (B = 0,67), harmin (B = 0,88).

Rezultati u Tabeli 18 prikazuju primenljivost NA-HILIC i SFC sistema za razdvajanje
strukturno srodnih  jedinjenja. Male razlike u molekulskim osobinama (proton
donorske/akceptorske karakteristike, polarnost) dovode do znacajnih razlika u retencionim
parametrima, tako da se testirani hromatografski sistemi mogu uspeSno primeniti u
farmaceutskim ispitivanjima.

4.2.5. Uticaj parametara hromatografskog sistema na retenciono ponasanje

Na diol stacionarnoj fazi ispitan je uticaj parametara hromatografskog sistema
(temperatura, zapreminski udeo metanola, koncentracija pufera) na retenciono ponaSanje u
NA-HILIC i SFC-u. Dobijene vrednosti retencionih faktora (k) derivata piperazina
(ziprazidona, aripiprazola) i strukturno srodnih jedinjanja (Imp Z2, Imp Z4, Imp All, Imp
AT) su prikazane u Tabeli 19. Promena eksperimentalnih uslova odgovara planu centralnog
slozenog dizajna.
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Tabela 19. Vrednosti retencionih faktora (k) i odgovarajuci eksperimentalni uslovi.

Eksperimentalni uslovi Jedinjenje
T Metanol Coufer
Aripiprazol Antazolin Brimonidin Benazolin Detomidin Efaroksan ldazoksan Harman Harmin RX 821002  Trimazolin Tizanidin Olanzapin Ziprazidon

(°C) (%, viv) (mM)

20 20 15 3,20 11,15 8,47 16,11 1,26 6,96 8,45 1,27 2,87 7,00 10,20 3,13 15,43 2,55
30 20 15 3,36 12,98 9,79 18,81 1,44 8,23 10,19 1,94 3,20 6,68 12,22 3,47 19,07 2,69
20 30 15 1,51 3,81 3,16 5,07 0,64 2,63 3,45 1,06 1,38 2,51 3,47 1,22 6,84 1,20
30 30 15 1,52 3,86 3,22 5,18 0,69 2,68 3,59 1,03 1,40 2,47 3,55 1,28 6,87 1,21
20 20 25 3,01 9,70 7,52 14,28 1,25 6,12 7,66 1,80 2,80 5,05 8,82 2,90 14,01 2,52
30 20 25 2,92 9,40 7,38 13,92 1,21 6,01 7,39 1,74 2,64 4,68 8,67 2,81 13,10 2,48
20 30 25 1,46 3,56 2,99 4,81 0,65 2,46 3,38 1,06 1,37 1,92 3,28 1,18 6,53 1,22
30 30 25 1,57 3,47 2,93 4,70 0,62 2,41 3,30 1,10 1,33 2,26 3,23 1,16 6,22 1,19
20 25 20 2,15 7,26 6,38 10,34 0,97 5,86 6,37 1,36 2,14 4,36 6,87 2,13 11,87 1,75
30 25 20 2,15 7,24 5,87 10,30 0,96 5,85 6,34 1,36 2,13 4,32 6,84 2,13 11,75 1,75
25 20 20 3,29 13,43 10,36 19,87 1,42 8,60 11,30 1,97 3,29 6,76 12,67 3,63 19,37 2,66
25 30 20 1,51 4,25 3,65 5,82 0,70 2,97 4,11 1,00 1,49 2,94 3,99 1,37 7,78 1,23
25 25 15 1,94 5,98 4,76 8,43 0,86 3,95 5,01 1,25 1,94 3,45 5,57 1,76 9,61 1,66
25 25 25 2,00 5,46 4,51 7,70 0,87 3,68 4,78 1,25 1,90 3,41 5,12 1,77 9,06 1,64
25 25 20 2,13 6,90 5,66 9,91 0,95 4,69 6,10 1,32 1,50 4,01 6,60 2,10 11,38 1,74
25 25 20 2,13 6,91 5,66 9,92 0,94 4,69 6,11 1,33 1,50 4,15 6,61 2,07 11,40 1,73
25 25 20 2,12 6,90 5,64 9,90 0,94 4,63 6,03 1,33 1,50 4,09 6,52 2,07 11,35 1,72
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Na Slici 54 prikazane su hemijske strukture ispitivanih liganada serotoninskih receptora

(aripiprazol, ziprazidon) i Sema nastajanja strukturno srodnih jedinjenja.
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Slika 54. Hemijske strukture A) ziprazidona B) aripiprazola i strukturno srodnih jedinjenja.
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Reaktivnost o polozaja indolne strukture molekula ziprazidona doprinosi hemijskoj
nestabilnosti i posledi¢cnom formiranju degradacionih proizvoda. Alfa polozaj ziprazidona je
pogodan napadu nukleofila i u rastvoru lako formira oksidacioni proizvod (Imp Z2).
Karbonilna grupa Imp Z2 je reaktivnija u odnosu na keto grupu i moze ucestvovati u reakciji
aldolne kondenzacije sa drugom molekulom ziprazidona, kada nastaje Imp Z4 [98-100]. Imp
All je aktivni metabolit aripiprazola koji nastaje in vivo, ali i in vitro oksidacijom
aripiprazola. Oksidacijom atoma azota piperazinskog prstena aripiprazola nastaje aripiprazol
N-oksid (Imp A7) koji se moze naéi u doziranim farmaceutskim oblicima [95-96].

RP-HPLC i TLC tehnike se najceSCe koriste za razdvajanje ziprazidona, aripiprazola i
srodnih jedinjenja [95-96, 99-100, 232-234]. Do sada, njihova retencija nije ispitivana u NA-
HILIC i SFC sistemima.

Izracunate vrednosti a parametra u NA-HILIC i SFC-u su prikazane u Tabeli 20.

117



DOKTORSKA DISERTACIJA DARIJA OBRADOVIC

Tabela 20. Vrednosti parametra o ispitivanih hemijskih parova.

Parametri NA-HILIC SFC
T metanol Couter o o o Imp A7- Imp Al1- o o Imp A7-
0) (%, vA) (M) aripiprazol-Imp A1l ziprazidon-Imp Z2 ziprazidon-Imp Z4 aripiprazol aripiprazol ziprazidon-Imp Z2 ziprazidon-lmp Z4 aripiprazol
20 20 15 1,90 / 1,62 5,38 1,93 1,55 2,75 3,60
30 20 15 1,56 / 1,62 5,38 1,88 1,57 2,63 3,57
20 30 15 1,88 / 1,42 3,16 1,72 1,71 2,32 2,97
30 30 15 1,57 / 1,76 6,97 1,72 1,70 2,30 2,98
20 20 25 2,10 / 2,17 4,02 1,91 1,46 2,67 3,40
30 20 25 1,67 / 1,97 6,36 1,97 1,47 2,88 3,42
20 30 25 2,03 / 1,56 3,74 1,73 1,62 2,36 2,84
30 30 25 1,71 / 1,82 7,96 1,74 1,60 2,41 2,86
20 25 20 1,93 / 2,29 4,98 1,85 1,56 2,60 3,12
30 25 20 1,65 / 1,50 6,56 1,82 1,56 2,57 3,20
25 20 20 1,75 / 2,10 4,02 1,88 1,55 2,64 2,37
25 30 20 1,72 / 2,17 4,45 1,68 1,63 2,26 2,83
25 25 15 1,74 / 2,67 5,62 1,81 1,65 2,48 321
25 25 25 1,83 / 2,33 4,71 1,83 1,68 3,44 3,08
25 25 20 1,71 / 2,25 5,08 1,79 1,60 2,49 3,15
25 25 20 1,72 / 2,25 5,09 1,79 1,60 2,48 3,15
25 25 20 1,73 / 2,25 5,04 1,79 1,60 2,48 3,15

Stacionarna faza: diol kolona, Mobilna faza: metanolni rastvor amonijum-formijata sa 0,1% (v/v) dodatkom mravlje kiseline/ACN (NA-HILIC); metanolni rastvor amonijum-
formijata sa 0,1% (v/v) dodatkom mravlje kiseline/CO, (SFC)
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Na Slici 55 su prikazani NA-HILIC i SFC hromatogrami ispitivanih jedinjenja:
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Slika 55. A) NA-HILIC hromatogram. Stacionarna faza: diol kolona, Mobilna faza: metanolni
rastvor 25 mM amonijum-formijata sa 0,1% (v/v) dodatkom mravlje kiseline/ACN = 20 / 80 (v/v),
20°C. B) SFC hromatogram. Stacionarna faza: diol kolona, Mobilna faza: metanolni rastvor 25 mM
amonijum-formijata sa 0,1% (v/v) dodatkom mravlje kiseline/CO, = 20/ 80 (v/v), 20 °C.
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Sa Slike 55, u SFC-u se uoc¢ava inverzija elucionog redosleda izmedu aripiprazola i Imp All, koja
nije prisutna u NA-HILIC sistemu. Takode, postiZe se i zadovoljavajuca razdvojenost ziprazidona i
Imp Z2 (¢>1,49), kao i ziprazidona i Imp Z4 (¢>2,36) u poredenju sa NA-HILIC sistemom (Tabela
20).

Vrednosti faktora selektivnosti u Tabeli 20, pokazuju da se testirani NA-HILIC i SFC sistemi mogu
iskoristiti za istovremeno hromatografsko ispitivanje i odredivanje liganada serotoninskih receptora
(ziprazidon, aripiprazol) i strukturno srodnih jedinjenja.

4.3. Modelovanje retencionog ponasanja u SFC sistemu na mixed-mode
stacionarnoj fazi primenom metodologije eksperimentalnog dizajna

Retenciono ponasanje 14 odabranih liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora je
ispitano na mixed-mode stacionarnoj fazi u SFC sistemu primenom mobilne faze, smeSe CO; i
metanolnog rastvora amonijum-formijata sa dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline. Hromatografski
uslovi odgovaraju planu centralnog slozenog dizajna. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 19.

Primenom MLR analize, kao najznacajniji faktori koji uti¢u na parametar Kk izdvojeni su metanol i
koncentracija pufera, kao i njihove kvadratne vrednosti:

k= ﬂo + ﬂl Vmetanol + ﬁZ Cpufer + ,33 Vzmetanol +ﬁ4 C2pufer (233)

gde k predstavlja retencioni faktor ispitivanog jedinjenja, Vmetanol Opisuje zapreminski udeo
metanola u mobilnoj fazi, Cpurer je koncentracija pufera, fo odsecak. Koeficijent f; kvantifikuje
efekat zapreminskog udela metanola (Vmetano), 2 efekat koncentracije pufera (Cpurer), S5 efekat
kvadratne vrednosti zapreminskog udela metanola (Vmetanol), dok B4 kvantifikuje efekat kvadratne
vrednosti koncentracije pufera (Czpufer) na retencioni faktor k. Dobijene zavisnosti su prikazane u
Tabeli 21.
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Tabela 21. Najznacajniji statisticki parametri dobijenih jednacina.

Jedinjenje  fo S Bo S B r AdjR® SE.
Antazolin 46,252 -4,061 2,226 0,066 -0,059 0,9803 0,9480 0,7265
Aripiprazol 12.257 -0.784 0.183 0.012 -0,005 0,9924 0,9800 0,0950
Benazolin 68,994 -6,191 3,453 0,101 -0,090 0,9821 0,9527 1,0500
Brimonidin 28.562 -2.758 1.949 0.044 -0.051 0,9800 0,9473 0,5351
Detomidin 4.035 -0.286 0.137 0.004 -0,004 0,9875 0,9670 0,0489
Efaroksan 17,723 -1.977 1,855 0,030 -0,048 0,9649 0,9080 0,5972
Harman 4.674 -0.340 0.170 0.005 -0.004 0,9034 0,7549 0,1544
Harmin 15,194 -0,971 0,087 0,016 -0,003 0,9474 0,8635 0,2542
Idazoksan 28.202 -3.063 2.397 0.050 -0,062 0,9698 0,9206 0,6646
Olanzapin 46.168 -4.616 3.661 0.074 -0,096 0,9617 0,9153 1,1782
RX 821002 19.124 -1.666 1.136 0.026 -0,031 0,9733 0,9297 0,4143
Tizanidin 11,598 -0,976 0,534 0,016 -0,014 0,9890 0,9709 0,1371
Trimazolin 39.541 -3.664 2.293 0.059 -0,060 0,9760 0,9369 0,7483
Ziprazidon 9.616 -0.579 0.112 0.009 -0,003 0,9977 0,9939 0,0432

r: koeficijent korelacije, Adj R?: prilagodeni koeficijent determinacije,
S.E.: standardna greska,
statisticka znacajnost p < 0,05.

Na osnovu vrednosti koeficijenata korelacije (r > 0,90), moze se zakljuciti da jednacine u Tabeli 21
pouzdano opisuju retenciono ponasanje odabranih liganada u uskom opsegu promene: temperature
20-30 °C, koncentracije pufera 15-25 mM, zapreminskog udela metanola 20-30%. Zapreminski
udeo metanola i kvadratna vrednost koncentracije pufera imaju negativan efekat na vrednost
parametra k. Pozitivan efekat na retenciju imaju koncentracija pufera i kvadratna vrednost
zapreminskog udela metanola, dok male promene temperature (20-30 °C) nisu statisti¢ki znacajne.
Takode, najveci uticaj na vrednost parametra k imaju zapreminski udeo metanola i koncentracija
pufera (Slika 56).

Olanzapin
Benazolin

Idazoksan Trimazolin

Antazolin Brimonidin Efaroksan RX 821002
Tizanidin Ziprazidon
=p1
I. ._—‘ @2
B3
mpa

Aripiprazol

Detomidin

Slika 56. Uticaj zapreminskog udela metanola (f1), temperature (f2) i njihovih kvadratnih vrednosti
(B3, B4) na retenciono ponasanje liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora.
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Teorijski predvidene logk vrednosti se mogu uporediti sa eksperimentalno dobijenim vrednostima
na slede¢im hromatografskim uslovima:

1) zapreminski udeo metanola 15%, koncentracija pufera 20 mM, temperatura 25 °C
il) zapreminski udeo metanola 35%, koncentracija pufera 20 mM, temperatura 25 °C.

Teorijski predvidene vrednosti retencionog faktora (k) su izracunate na osnovu jednacina prikazanih
u Tabeli 21 i potom uporedene sa eksperimentalno dobijenim rezultatima u Tabeli 22.

Tabela 22. Poredenje eksperimentalno dobijenih i teorijski predvidenih vrednosti parametra logk: i)
zapreminski udeo metanola 15%, koncentracija pufera 20 mM, temperatura 25 °C ii) zapreminski
udeo metanola 35%, koncentracija pufera 20 mM, temperatura 25 °C.

15% 35%

L Teorijski ) Teorijski )

Jedinjenje Eksperimentalne Eksperimentalne
predvidene ) predvidene )
vrednosti vrednosti vrednosti vrednost

Antazolin 1,33 1,68 0,79 0,68
Avripiprazol 0,70 0,92 0,23 0,31
Benazolin 1,50 1,91 0,94 0,80
Brimonidin 1,20 1,56 0,68 0,64
Detomidin 0,31 0,61 -0,13 -0,004
Efaroksan 1,10 1,46 0,56 0,53
Harman 0,41 0,74 0,08 0,15

Harmin 0,70 0,99 0,27 0,30
Idazoksan 1,22 1,52 0,77 0,70
Olanzapin 1,45 1,77 0,98 0,99
RX 821002 1,02 1,28 0,50 0,56
Tizanidin 0,75 1,07 0,23 0,23
Trimazolin 1,29 1,65 0,75 0,65
Ziprazidon 0,60 0,89 0,10 0,21

MEP 0,32 0,07

r 0,9953 0,9866

r: koeficijent korelacije izmedu teorijski predvidenih vrednosti i eksperimentalnih vrednosti, MEP: srednja
vrednost greSke predvidanja

Na Slici 57 prikazano je slaganje izmedu teorijskih i predvidenih vrednosti parametra logk.
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15% udeo metancla

teorijske vrednost
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Slika 57. Rezultati slaganja izmedu teorijski predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti
parametra logk.

Na testiranim 35% zapreminskim udelima metanola postoji podudarnost izmedu teorijski
predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti parametra logk (MEP = 0,08), dok je na 15%
zapreminskom udelu prisutno neslaganje u predvidenom i eksperimentalno dobijenom retencionom
ponaSanju (MEP = 0,32). ZakljuCuje se da na zapreminskim udelima metanola ve¢im od 20%
postoji sli¢nost u retencionom ponasanju, dok pri nizim vrednostima (< 20%) dolazi do promene
retencionog mehanizma.
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5. ZAKLJUCAK
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Na osnovu sprovedenih ispitivanja i dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Definisani hromatografski uslovi se uspeSno mogu primeniti u istovremenom farmaceutskom
isptivanju liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i njihovih strukturnih analoga.

2. Na mixed-mode stacionarnoj fazi u HPLC sistemu, potvrdeno je prisustvo dualnog mehanizma
razdvajanja zasnovanog na kombinovanom uticaju reverzno-faznih i hidrofilnih interakcija.
Hromatografski uslovi, prilikom prelaska iz sistema sa dominantim hidrofilnim interakcijama u
sistem sa dominantnim reverzno-faznim interakcijama, oznaceni su kao prevojna tacka (¢min) i
uspesno su odredeni za sva testirana jedinjenja. U zavisnosti od strukturnih karakteristika
jedinjenja, reverzno-fazne ili hidrofilne interakcije dominiraju u ukupnom retencionom mehanizmu.
Kod liganada serotoninskih receptora vrednosti logk parametara u RP regionu su viSe u odnosu na
logk vrednosti u HILIC regionu, dok je ¢min < 0,5. Kod liganada imidazolinskih receptora je ¢min >
0,5 i vrednosti logk parametara u RP regionu su nize u odnosu na logk vrednosti u HILIC regionu.
Pokazano je da se ukupna polarnost mobilne faze moze iskoristiti kao zavisna promenljiva u
pouzdanom opisivanju retencionog ponasanja i odredivanju tacke prelaska iz HILIC u RP retencioni
mehanizam. Kod vise od polovine testiranih jedinjenja, za opisivanje dualnog retencionog
mehanizma, primena ukupne polarnosti kao zavisne promenljive pokazala je bolje statisticke
rezultate u odnosu na primenu zapreminskog udela modifikatora mobilne faze. Dobijeni retencioni
modeli se mogu primeniti za pouzdano predvidanje retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u funkciji fizicko-hemijskih karakteristika mobilne faze
(ukupna polarnost, zapreminski udeo modifikatora mobilne faze).

3. Na mixed-mode stacionarnoj fazi uspesno su definisani retencioni deskriptori. Za regione u
kojima dominira HILIC (logky), RP (logkg) i dualni HILIC/RP (logka) mehanizam, metodom
integracije su dobijeni novi parametri retencije. Novopredlozeni parametri su pokazali visoku
korelaciju sa lipofilnim karakteristikama, geometrijom molekula 1 njegovim aromati¢nim
osobinama. Vrednosti retencionih parametara su logky > logkg za ligande imidazolinskih receptora
i logkn < logkr za ligande serotoninskih receptora. Primenom Box-Cox transformacije definisano je
pet tipova novih matemati¢kih zavisnosti izmedu retencionog faktora i1 zapreminskog udela
modifikatora mobilne faze (XR, XQ, 1Q, IR, II), koje se mogu primeniti u preciznom opisivanju
retencionog ponasanja, a njihova minimalna vrednost iskoristiti u definisanju smene iz HILIC u RP
retencioni mehanizam. Najpouzdaniju primenu u odredivanju vrednosti prevojne tacke u odnosu na
referentnu vrednost dobijenu metodom kubne spline interpolacije, kao i najveci stepen slaganja
izmedu definisanih parametara retencije (logkn, l0gkr i1 logka) pokazale su novopredlozene XR i LQ
funkcije. Novopredlozene funkcije 1 definisani parametri retencije omogucuju precizniju
karakterizaciju retencionog ponasanja u dualnim HILIC/RP sistemima u odnosu na standardne XL i
XQ jednacine, zbog ¢ega se uspesno mogu primeniti u definisanju hromatografskih uslova, prilikom
ispitivanja novosintetisanih liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja.

4. Na polarnim stacionarnim fazama (mixed-mode diol, diol) uspe$no je opisano retenciono
ponasanje testiranih jedinjenja u dva komplementarna hromatografska sistema kao S§to su
superkriticna fludina hromatografija 1 nevodeni sistem hromatografije hidrofilnih interakcija.
Rezultati su pokazali da se modifikacijama mobilne faze i odabirom stacionarne faze u SFC-u
postize adekvatno razdvajanje strukturno srodnih hemijskih parova. Sli¢no standardnim HPLC
sistemima, primenom metode eksperimentalnog dizajna u SFC sistemu, zapreminski udeo i vrsta
modifikatora mobilne faze je takode pokazala znaajan uticaj na retencioni mehanizam. Dobijeni
modeli se mogu primeniti u predikciji retencionih parametara liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora, sa ciljem optimizacije hromatografskih uslova za uspesno razdvajanje
strukturno srodnih hemijskih parova.
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5. Lipofilnost liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjanja znacajno utice
na osnhovnu prirodu hromatografskog procesa, dominantnost reverzno-faznih ili hidrofilnih
interakcija u ukupnom mehanizmu zadrzavanja u HPLC uslovima. Kod jedinjenja sa izrazenim
lipofilnim osobinama kao $to su derivati piperazina (ligandi serotoninskih receptora), reverzno-
fazne interakcije dominiraju u ukupnom procesu retencije, dok u sluc¢aju polarnijih jedinjenja,
derivata amidina/gvanidina (ligandi imidazolinskih receptora), dominiraju hidrofilne interakcije. U
RP regionu, retenciono ponasanje je primarno odredeno parametrima lipofilnosti i jonizacionim
karakteristikama ispitivanih jedinjenja, dok je kod HILIC sistema uocena veca sloZenost i fizicko-
hemijska heterogenost u odnosu na RP sistem. U HILIC sistemu, na retencione karakteristike
znacajno utice prisustvo vodoni¢nih, dipolnih interakcija, jonizacione karakteristike, aromati¢nost
molekula i njegove strukturne karakteristike (molekulska masa, van der Waals-ov radijus,
dijametar). U superkrti¢noj fluidnoj hromatografiji i nevodenom sistemu hromatografije hidrofilnih
interakcija uoceno je da vodoni¢ne veze (proton donorske/akceptorske osobine molekula) i
polarnost imaju najznacajniji efekat na retenciono ponasanje. Primenom linearnih modela (metode
viSestruke linearne regresione analize, Abraham-ovog modela) kao i tehnike masSinskog ucenja
(metode podrzavaju¢ih vektora) pouzdano je kvantifikovan uticaj fizicko-hemijskih osobina
testiranih jedinjenja na njihovo retenciono ponasanje. Konstruisani modeli se mogu uspesno
primeniti u predikciji retencionih parametara i kod novosintetisanih jedinjenja koja su strukturno
srodna ligandima imidazolinskih i serotoninskih receptora.
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Prilog A:

Tabele sa izra¢unatim molekulskim deskriptorima za MLR/QSRR i SVM/QSRR modele
(1A-2A).

Statisticki podaci linearnih modela za NA-HILIC i SFC sisteme (3A-10A).

logky 37¢(CO,) — ekstrapolisani retencioni parametar u SFC sistemu na 100% sadrzaju CO, u
mobilnoj fazi.

logky “MMC(ACN) — ekstrapolisani retencioni parametar u NA-HILIC sistemu na 100%

sadrzaju ACN-a u mobilnoj fazi.

logky, *"(metanol) — ekstrapolisani retencioni parametar u SFC sistemu na 100% sadrzaju

metanola u mobilnoj fazi.

logky, “A™'°(metanol) — ekstrapolisani retencioni parametar u NA-HILIC sistemu na 100%
sadrzaju metanola u mobilnoj fazi.

Slika sa raspodelom R? vrednosti za jednagine oblika log k = Bg + 'B(p,41) + 8’ B(p(1).12)
(1A).
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Tabela 1A.

Deskriptori ispitivanih jedinjenja na pH 6.

DOKTORSKA DISERTACIJA

DARIJA OBRADOVIC

Jedinjenje AS HATS2s GATSm TDB06s R6s+ GATS2e MOR13p SPH MOR17v. MOR28m HATS4s ARR Chi_D/Dt G3m CMBL Mor23m
Amilorid 8,0 1,140 1,046 3,995 0,494 0,476 -0,397 0,996 0,047 -0,062 2,049 0,400 1,555 0,310 1,413 0,038
Antazolin 2,0 0,690 0,949 1,539 0,060 1,415 -0,628 0,746 -0,268 0,094 0,542 0,545 1,851 0,171 1,390 -0,228

Aripiprazol 1,0 0,717 0,882 1,143 0,199 0,927 -0,820 0,876 -0,210 -0,378 0,814 0,364 1,878 0,154 1,398 -0,134
Imp Al 4,0 0,981 0,851 1,835 0,184 0,948 -0,381 0,718 0,028 -0,406 1,492 0,400 2,214 0,237 1,387 0,040
Imp A2 0,0 0,745 0,737 1,274 0,127 1,080 -0,413 0,749 -0,166 -0,409 1,285 0,236 2,200 0,175 1,388 0,036
Imp A3 3,0 0,979 0,976 1,646 0,169 0,869 -0,244 0,944 -0,060 -0,016 1,171 0,333 2,234 0,182 1,397 -0,366
Imp A4 4,0 1,042 0,802 1,559 0,332 0,860 -0,462 0,835 -0,018 -0,290 1,284 0,333 2,234 0,165 1,396 0,057
Imp A5 3,0 1,286 1,112 3,041 1,001 0,491 -0,351 0,907 0,099 -0,035 2,241 0,462 3,237 0,244 1,395 -0,259
Imp A6 3,0 0,739 1,144 1,296 0,119 0,841 -0,498 0,977 0,084 -0,056 0,954 0,387 2,140 0,149 1,397 -0,498
Imp A7 0,0 0,809 0,932 1,340 0,240 0,905 -0,620 0,873 -0,301 -0,486 1,025 0,353 1,847 0,181 1,396 -0,122
Imp A8 2,0 0,846 1,103 1,327 0,308 1,104 -0,358 0,882 -0,208 -0,040 1,037 0,300 2,003 0,171 1,396 -0,106
Imp A9 50 0,963 1,074 1,650 0,169 0,878 -0,265 0,948 -0,035 0,030 1,188 0,333 2,234 0,314 1,396 -0,140
Imp A10 3,0 0,682 0,858 1,340 0,486 0,875 -0,578 0,832 -0,172 -0,484 0,932 0,364 2,025 0,160 1,398 -0,008

Benazolin 1,0 0,782 1,052 1,438 0,063 1,100 -0,414 0,943 0,064 -0,014 0,780 0,647 3,074 0,255 1,420 -0,333
Brimonidin 4,0 0,964 1,506 1,717 0,120 0,927 -0,464 0,761 0,189 0,412 1,459 0,579 2,791 0,172 1,421 -0,734
Cirazolin 4,0 0,759 1,101 1,160 0,064 1,247 -0,022 0,722 -0,360 0,020 0,898 0,333 2,077 0,165 1,390 0,010
Klonidin 4,0 1,182 1,164 1,902 0,202 0,706 -0,284 0,665 -0,036 -0,215 2,915 0,400 2,080 0,179 1,383 -0,154
Detomidin 8,0 0,746 1,160 1,435 0,082 0,873 -0,141 0,624 -0,267 -0,077 1,130 0,733 2,048 0,190 1,400 -0,395
Efaroksan 7,0 0,739 1,208 1,595 0,059 1,083 -0,223 0,611 -0,430 0,016 0,822 0,333 2,743 0,197 1,389 0,065
Gvanabenz 6,0 1,258 1,110 1,952 0,185 0,626 -0,360 0,978 0,048 -0,307 3,248 0,429 1,594 0,207 1,391 -0,168
Gvanfacin 6,0 1,271 1,220 2,085 0,247 0,455 -0,520 0,672 -0,060 -0,200 3,515 0,400 1,553 0,201 1,385 -0,211
Harman 4,0 1,006 1,270 1,611 0,075 0,914 -0,273 0,98 -0,140 -0,112 0,792 0,938 4,468 1,000 1,454 -0,491
Harmin 5,0 0,893 1,173 1,577 0,065 1,255 -0,421 0,976 0,060 -0,193 0,680 0,833 3,848 0,735 1,420 -0,503
Idazoksan 1,0 0,995 1,111 1,326 0,079 1,288 -0,250 0,625 -0,031 0,115 1,159 0,353 3,074 0,212 1,387 -0,095
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Metformin 50 0,814 0,945 1,680 0,148 0,579 -0,288 0,795 0,116 -0,192 1,630 0,000 1,000 0,211 0,000 0,014
Moksonidin 6,0 0,966 1,007 2,090 0,167 0,901 -0,189 0,734 -0,027 -0,169 1,213 0,353 1,945 0,190 1,398 -0,045
Imp M1 2,0 1,034 0,998 1,934 0,790 0,586 -0,032 0,854 -0,036 -0,247 2,315 0,375 1,986 0,177 1,414 -0,277
Imp M2 1,0 0,709 0,979 2,140 0,071 1,138 -0,122 0,919 -0,066 -0,039 0,439 0,333 1,909 0,165 1,398 0,025
Imp M3 3,0 0,823 0,903 2,291 0,206 0,846 -0,224 0,954 -0,020 -0,013 0,514 0,000 1,945 1,000 0,000 -0,067
Imp M4 4,0 1,157 0,956 2,035 0,356 0,561 -0,314 0,916 -0,029 -0,122 2,950 0,000 1,986 0,175 0,000 0,065
Nafazolin 1,0 0,764 0,963 1,434 0,071 1,088 -0,422 0,690 -0,072 0,066 0,927 0,611 2,937 0,168 1,429 -0,182
Olanzapin 7,0 0,620 0,778 1,445 0,047 1,339 -0,558 0,732 -0,213 -0,022 0,650 0,440 3,434 0,162 1,818 -0,229
Oksimetazolin 3,0 0,469 0,968 1,608 0,117 0,699 -0,161 0,663 -0,566 -0,213 0,884 0,300 1,756 0,155 1,395 -0,234
Fentolamin 7,0 0,735 0,932 1,818 0,108 0,917 -0,341 0,729 -0,027 0,112 0,687 0,522 1,865 0,157 1,394 -0,329
RX 821002 3,0 0,837 1,170 1,704 0,088 1,275 -0,269 0,722 -0,143 0,030 0,972 0,316 2,766 0,226 1,387 -0,175
Sitaglitin 4,0 4,172 0,883 2,834 0,396 0,527 -0,622 0,834 -0,048 -0,206 3,506 0,367 1,835 0,188 1,426 -0,751
Tetrahidrozolin 1,0 0,696 1,041 1,421 0,063 1,033 -0,057 0,738 -0,369 -0,069 0,845 0,353 3,239 0,184 1,395 -0,076
Tizanidin 4,0 1,235 1,130 2,018 0,176 0,723 -0,222 0,770 0,249 -0,167 1,961 0,556 2,798 0,201 1,740 -0,047
Trimazolin 6,0 0,578 1,012 1,412 0,058 1,015 -0,067 0,640 -0,593 -0,077 0,775 0,375 1,986 0,164 1,396 -0,010
Ksilometazolin 2,0 0,477 0,946 1,345 0,049 0,974 0,021 0,663 -0,691 -0,211 0,687 0,316 1,759 0,190 1,398 -0,118
Ziprazidon 4,0 0,818 1,001 1,317 0,423 0,812 -0,492 0,867 -0,348 -0,294 0,942 0,500 2,357 0,165 1,812 0,020
Imp 22 8,0 1,063 1,028 1,590 0,507 0,759 -0,774 0,867 -0,150 -0,301 1,249 0,485 2,326 0,211 1,812 0,139
Imp Z3 7,0 1,573 0,992 2,598 0,690 0,613 -0,104 0,863 -0,204 0,097 1,783 0,400 2,597 0,233 1,401 -0,045
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Tabela 2A.

Vrednosti parametara lipofilnosti testiranih jedinjenja.

Jedinjenje logD ALOGP milogP ALOGPs
Amilorid -0,58 -0,78 -1,24 -0,48
Antazolin 0,52 1,44 3,01 3,22
Aripiprazol 3,43 3,44 5,08 5,21
Imp Al 0,07 151 2,60 2,73
Imp A2 -0,62 2,39 -0,38 2,61
Imp A3 2,60 2,57 2,81 2,79
Imp A4 2,79 2,71 2,94 3,33
Imp A5 1,21 1,01 1,12 0,52
Imp A6 3,12 2,98 3,55 3,35
Imp A7 3,78 4,96 5,04 3,43
Imp A8 2,25 2,12 2,56 2,75
Imp A9 1,25 1,36 1,57 1,36
Imp A10 3,65 3,84 48,1 4,74
Benazolin -0,16 0,54 1,99 3,14
Brimonidin -0,49 -0,06 1,17 1,40
Cirazolin -0,69 0,50 1,86 2,62
Klonidin 0,63 1,06 1,92 1,92
Detomidin 2,27 2,43 2,93 2,79
Efaroksan -0,23 0,51 2,49 2,98
Gvanabenz -0,94 0,45 1,74 2,25
Gvanfacin 0,86 0,32 1,56 2,28
Harman 1,73 2,46 2,59 3,36
Harmin 1,48 2,34 2,63 3,05
Idazoksan -1,44 -0,49 1,03 1,01
Metformin -5,74 -3,42 -1,13 -1,83
Moksonidin -0,31 1,00 -0,05 0,75
Imp M1 0,13 -0,34 0,57 1,30
Imp M2 -0,74 -1,05 -0,67 0,47
Imp M3 -3,43 -2,66 -1,41 -0,44
Imp M4 -2,96 -2,13 -0,79 -0,31
Nafazolin -0,22 0,57 2,85 1,31
Olanzapin 2,12 1,65 3,47 3,61
Oksimetazolin 1,06 1,77 3,85 3,70
Fentolamin 0,59 1,67 3,25 2,91
RX 821002 0,29 -0,47 1,07 1,01
Sitaglitin -1,33 1,14 2,06 1,95
Tetrahidrozolin -0,17 0,70 2,26 3,11
Tizanidin 0,18 0,52 1,33 1,69
Trimazolin 0,33 1,12 2,89 3,02
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Ksilometazolin
Ziprazidon
Imp 22
Imp Z3

1,37
3,18
4,42
2,55

2,04
2,70
2,55
2,40

4,15
4,05
3,77
2,48

4,68
4,64
413
2,66
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Tabela 3A.

Regresioni koeficijenti jednacine (13) dobijeni na diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata/CO,,
NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata/ACN.

Particija (log k = log ky, — 7 @)
Diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk, “T°(CO,) n*¢ R? AdjR>  S.E. p logky, "“(ACN)  ntC R? AdjR>  S.E. p

Antazolin 2,56 4,39 09842 10,9789 0,0508 8,50E-04 1,32 3,40 10,9814 0,9752 0,0427 1,08E-03
Avripiprazol 1,40 3,15 0,9829 10,9772 0,0379 9,56E-04 0,30 2,92 09733 0,9644 0,0442 1,87E-03
Imp A5 0,49 2,74 09776 09702 0,0379 1,43E-03 0,50 -5,38 0,8451 0,7935 10,2103 2,72E-02
Imp A6 0,73 3,14 09816 0,9755 10,0392 1,06E-03 -0,54 4,04 09865 0,9819 10,0432 6,72E-04
Imp All 1,76 3,38 0,9763 0,9655 0,0481 1,56E-03 0,75 3,34 0,9750 09666 0,0488 1,69E-03
Benazolin 2,48 3,91 09894 0,9859 10,0369 4,63E-04 1,43 3,34 09794 09725 10,0443 1,26E-03
Brimonidin 2,23 3,77 09840 0,9787 10,0438 8,60E-04 0,76 2,28 09731 10,9642 0,0346 1,88E-03
Detomidin 1,01 2,97 09811 10,9748 0,0376 1,11E-03 0,15 3,17 10,9824 0,9765 0,0387 1,00E-03
Efaroksan 2,30 3,99 0,9928 10,9904 10,0309 2,58E-04 1,34 3,33 0,9820 0,9760 10,0411 1,03E-03
Harman 0,92 2,57 09723 09631 10,0396 1,97E-03 0,11 2,71 09851 0,9802 0,0304 7,74E-04
Harmin 1,33 3,03 0,9853 0,9804 10,0338 7,61E-04 0,35 2,62 09805 10,9740 0,0338 1,16E-03
Idazoksan 2,19 3,34 0,9943 10,9924 0,0230 1,83E-04 1,14 2,84 09783 09711 10,0386 1,36E-03
Olanzapin 2,28 2,92 0,9902 10,9870 0,0265 4,10E-04 1,13 2,35 0,9800 0,9734 10,0306 1,21E-03
RX 821002 1,85 2,70 10,9940 10,9920 10,0191 1,97E-04 0,68 2,43 09786 09715 10,0328 1,34E-03
Tizanidin 1,78 3,78 0,9866 0,9822 0,0401 6,57E-04 0,29 2,03 09716 09621 0,0317 2,05E-03
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Trimazolin 2,56 4,36 0,9915
Ziprazidon 1,12 3,29 10,9899
Imp Z1 1,45 2,53 0,9793
Imp 22 1,01 3,54 0,9806
Imp Z3 0,93 3,41 10,9837

0,9886
0,9899
0,9725
0,9741
0,9782

0,0369
0,0312
0,0336
0,0455
0,0401

3,35E-04
4,33E-04
1,27E-03
1,16E-03
8,89E-04

1,37
0,09
1,24
/
/

334 09822 09763 0,0410 1,01E-03
436 09470 09293 10,0941 5,26E-03
2,67 09798 09730 0,0350 1,23E-03
/ / / / /
/ / / / /

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znagajnost
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Tabela 4A.

Regresioni koeficijenti jednacine (14) dobijeni na diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata/CO,,
NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata/ACN.

Adsorpcija (log k = log ky, (metanol)—n log ¢)
Diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk, " “(metanol) n°™ R®  AdjR® S.E. p logk, "-"“(metanol)  n""-¢ R AdjR® SE. p

Antazolin -0,03 2,40 0,9986 0,9982 0,0149 2,14E-05 -0,69 1,86 0,9995 0,9994 0,0068 4,32E-06
Avripiprazol -0,46 1,73 0,9997 10,9997 0,0046 1,72E-06 -1,42 1,61 0,9980 0,9973 0,0121 3,78E-05
Imp A5 -1,13 1,51 0,9990 0,9987 0,0080 1,34E-05 -3,64 2,88 0,8186 0,7581 0,2276 3,48E-02
Imp A6 -1,12 1,72 10,9998 0,9997 0,0044 1,48E-06 -2,92 2,21 0,9973 0,9964 0,0192 5,91E-05
Imp A1l -0,24 1,86 0,9986 0,9981 0,0118 2,31E-05 -1,22 1,84 0,9981 0,9974 0,0136 3,61E-05
Benazolin 0,20 2,09 0,9601 0,9467 0,0717 3,43E-03 -0,55 1,84 0,9996 0,9995 0,0063 3,54E-06
Brimonidin 0,01 2,07 1,0000 0,9999 0,0023 1,31E-07 -0,59 1,26 0,9975 0,9967 0,0105 5,27E-05
Detomidin -0,75 1,63 0,9992 0,9989 0,0078 9,96E-06 -1,72 1,73 0,9957 0,9943 0,0190 1,18E-04
Efaroksan -0,05 2,18 0,9984 0,9979 0,0146 2,69E-05 -0,63 1,83 0,9998 0,9997 0,0043 1,16E-06
Harman -0,60 1,42 0,9981 0,9975 0,0103 3,47E-05 -1,49 1,48 0,9968 0,9957 0,0142 7,86E-05
Harmin -0,46 1,66 0,9999 0,9998 0,0034 7,40E-07 -1,20 1,44 0,9953 0,9937 0,0166 1,37E-04
Idazoksan 0,23 1,82 0,9976 10,9968 0,0151 5,10E-05 -0,54 1,56 0,9992 0,9990 0,0073 9,02E-06
Olanzapin 0,56 1,60 0,9992 0,9990 0,0074 8,94E-06 -0,26 1,29 0,9989 0,9986 0,0071 1,48E-05
RX 821002 0,27 1,47 09977 10,9969 0,0119 4,71E-05 -0,76 1,34 0,9986 0,9981 0,0085 2,27E-05
Tizanidin -0,45 2,07 0,9998 0,9998 0,0046 9,67E-07 -0,92 1,12 0,9963 0,9951 0,0114 09,48E-05
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-0,01
-0,82
-0,04
-1,08
-1,08

2,38
1,80
1,39
1,95
1,87

0,9990
0,9993
0,9988
0,9997
0,9996

0,9986
0,9990
0,9984
0,9996
0,9995

0,0128
0,0083
0,0080
0,0057
0,0059

1,41E-05
8,71E-06
1,69E-05
2,24E-06
2,79E-06

-0,60
-2,48
-0,34
/
/

1,83
2,39
1,47
/
/

0,9997 0,9996 0,0051 1,99E-06
0,9649 0,9532 0,0766 2,82E-03
0,9996 0,9995 0,0049 3,32E-06
/ / / /
/ / / /

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znacajnost
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Tabela 5A.

Regresioni koeficijenti jednacine (13) dobijeni na mixed-mode diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-
formijata/CO,, NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata/ACN.

Particija (log k = log ky, — 1 @)
Mixed-mode diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk,>"“(CO,) n*® R* AdjR* SE. P logk, "W“(ACN) n"™© R®*  AdjR® S.E. p

Antazolin 2,16 477 0,9907 0,9877 0,0421 3,79E-04 1,24 3,90 0,9754 10,9672 0,0566 1,65E-03
Aripiprazol 1,34 3,27 0,9867 0,9823 0,0347 6,53E-04 0,77 2,88 08724 10,8298 0,1007 2,02E-02
Imp A5 0,66 2,68 0,9795 0,9727 10,0354 1,25E-03 -0,36 156 0,9873 10,9830 0,0162 6,12E-04
Impurity A6 1,02 3,13 09816 0,9754 10,0391 1,07E-03 -0,25 1,56 0,9689 10,9585 0,0255 2,35E-03
Imp A1l 1,70 3,75 0,9861 0,9814 0,0407 7,01E-04 1,09 3,25 10,9384 10,9178 0,0761 6,62E-03
Benazolin 2,30 4,79 0,9981 0,9975 0,0191 3,54E-05 1,41 3,88 10,9876 10,9835 0,0397 5,88E-04
Brimonidin 1,96 433 0,9863 0,9817 0,0467 6,87E-04 1,13 3,29 10,9498 10,9330 0,0690 4,85E-03
Detomidin 0,88 2,87 0,9772 0,9697 0,0400 1,47E-03 0,44 2,42 10,8409 0,7878 0,0960 2,83E-02
Efaroksan 1,86 4,34 09910 0,9880 0,0377 3,61E-04 1,27 3,90 09746 10,9662 0,0575 1,73E-03
Harman 1,04 2,85 0,9827 0,9769 0,0345 9,74E-04 0,48 2,08 0,8616 0,8155 0,0762 2,28E-02
Harmin 1,28 3,21 0,9849 0,9798 0,0363 7,93E-04 0,79 2,61 0,8897 10,8530 0,0839 1,61E-02
Idazoksan 1,80 3,74 10,9925 0,9900 0,0297 2,78E-04 1,26 3,72 10,9828 0,9770 0,0449 9,64E-04
Olanzapin 2,01 3,62 0,9918 0,9890 0,0302 3,19E-04 1,22 2,53 10,9928 10,9904 0,0197 2,59E-04
RX 821002 1,41 3,11 0,9948 0,9931 10,0205 1,57E-04 1,07 3,46 10,9526 10,9368 0,0704 4,44E-03
Tizanidin 1,46 3,94 0,9859 0,9812 10,0430 7,15E-04 0,83 2,97 0,8697 10,8263 0,1049 2,08E-02
Trimazolin 2,12 4,76 0,9917 0,9889 0,0398 3,24E-04 1,28 3,81 10,9805 0,9740 0,0491 1,16E-03
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131
1,39
1,19
1,70

3,32
2,01
3,44
3,61

0,9845
0,9872
0,9790
0,9855

0,9793
0,9829
0,9721
0,9807

0,0381
0,0302
0,0459
0,0399

8,23E-04
6,17E-04
1,30E-03
7,43E-04

0,34
1,46
-0,11
0,25

2,05
3,82
1,60
1,51

0,8034
0,9835
0,7597
0,8136

0,7379
0,9858
0,6795
0,7514

0,0926
0,0361
0,0821
0,0661

3,94E-02
4,68E-04
5,42E-02
3,63E-02

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znacajnost
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Tabela 6A.

Regresioni koeficijenti jednacine (14) dobijeni na mixed-mode diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-
formijata/CO,, NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata/ACN.

Adsorpcija (log k = log k, (metanol)—n log ¢)
Mixed-mode diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk, " “(metanol) n© R®  AdjR® S.E. p logk, ""“(metanol) n"¢ R*  AdjR* S.E. p

Antazolin -0,65 2,61 0,9991 0,9988 0,0130 1,12E-05 -1,07 2,15 10,9982 0,9977 0,0150 3,04E-05
Avripiprazol -0,59 1,79 0,9999 0,9998 0,0033 5,40E-07 -0,97 1,63 0,9369 0,9159 0,0708 6,86E-03
Imp A5 -0,92 1,47 10,9996 0,9994 0,0051 3,64E-06 -1,26 0,58 10,9787 09716 0,0143 1,33E-03
Imp A6 -0,82 1,72 0,9998 0,9998 0,0039 1,08E-06 -1,28 0,85 10,9980 0,9974 0,0063 3,71E-05
Imp A1l -0,51 2,06 1,0000 0,9999 0,0024 1,44E-07 -1,17 0,86 10,9962 0,9949 10,0089 9,97E-05
Benazolin -0,60 2,37 10,9997 0,9893 0,0392 3,06E-04 -0,80 1,82 10,9860 0,9998 0,0046 9,18E-07
Brimonidin -0,51 2,60 0,9920 0,9996 0,0065 1,88E-06 -1,10 1,37 0,9124 0,9813 0,0364 7,08E-04
Detomidin -0,82 1,58 0,9991 0,9988 0,0079 1,14E-05 -1,01 1,37 09124 0,8832 0,0712 1,13E-02
Efaroksan -0,70 2,37 10,9990 0,9987 0,0124 1,29E-05 -1,03 2,15 10,9981 0,9974 0,0159 3,62E-05
Harman -0,64 1,56 0,9999 0,9999 0,0025 3,80E-07 -0,78 1,18 10,9287 0,9044 0,0549 8,34E-03
Harmin -0,61 1,76 10,9999 0,9998 0,0035 7,19E-07 -0,77 1,47 10,9486 0,9314 0,0573 5,03E-03
Idazoksan -0,40 2,04 0,9985 0,9979 0,0135 2,57E-05 -0,40 149 0,8645 0,9996 0,0059 2,20E-06
Olanzapin -0,13 1,98 10,9986 10,9981 0,0125 2,25E-05 -0,25 1,36 0,9640 0,9519 0,0441 2,94E-03
RX 821002 -0,42 1,70 0,9968 10,9958 0,0160 7,53E-05 -0,98 191 0,9876 0,9834 10,0361 5,91E-04
Tizanidin -0,87 2,16 0,9999 0,9999 0,0026 1,58E-07 -0,95 1,67 0,9333 0,9111 0,0751 7,46E-03
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Trimazolin -0,68 2,60 0,9988 0,9984 0,0153 1,83E-05 -0,97 2,09 0,9994 0,9992 0,0085 6,02E-06
Ziprazidon -0,65 1,82 0,9999 0,9998 0,0036 6,75E-07 -0,90 1,17 0,8859 0,8478 0,0706 1,70E-02
Imp Z1 -0,33 1,59 0,9997 0,9997 0,0040 1,47E-06 -0,77 2,09 0,9995 0,9994 0,0075 4,12E-06
Imp 22 -0,84 1,89 0,9993 0,9991 10,0083 7,48E-06 -1,08 0,92 0,8503 0,8004 0,0648 2,58E-02
Imp Z3 -0,43 1,98 0,9999 0,9999 0,0031 3,38E-07 -0,66 0,86 0,8924 10,8565 0,0502 1,55E-02

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znagajnost
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Tabela 7A.

Regresioni koeficijenti jednacine (13) dobijeni na diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata sa
dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline /CO,, NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata sa dodatkom 0,1% (v/v)
mravlje kiseline /ACN.

Particija (log k = log ky, — n ¢)
Diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk,*“(CO;) n*® R® AdjR* SE. P logk, "m"“(ACN) n"™© R®*  AdjR® SE. p

Antazolin 2,54 5,02 0,9946 0,9927 0,0339 1,71E-04 1,28 3,78 10,9928 10,9904 0,0295 2,62E-04
Aripiprazol 1,47 3,51 0,9875 0,9833 0,0361 5,98E-04 0,42 2,25 09955 0,9941 10,0138 1,26E-04
Imp A5 0,45 2,79 09798 0,9731 10,0366 1,22E-03 0,03 8,25 0,8156 0,7234 0,3100 9,69E-02
Imp A6 0,69 3,11 0,9813 0,9751 10,0392 1,09E-03 -0,01 8,56 10,8691 0,8037 0,2625 6,77E-02
Imp A1l 1,84 3,99 0,9892 0,9856 0,0381 4,80E-04 0,86 2,97 09960 0,9946 0,0172 1,08E-04
Benazolin 2,67 528 0,9945 0,9927 0,0358 1,73E-04 1,42 3,86 10,9939 0,9918 0,0277 2,04E-04
Brimonidin 2,22 450 0,9916 0,9888 0,0378 3,28E-04 0,92 2,70 10,9983 0,9977 0,0102 2,98E-05
Detomidin 1,03 3,20 0,9875 10,9833 0,0329 5,95E-04 0,07 1,90 0,9875 0,9833 0,0195 5,96E-04
Efaroksan 2,30 4,65 0,9948 0,9931 0,0307 1,59E-04 1,36 3,88 10,9910 0,9880 0,0337 3,62E-04
Harman 0,99 2,90 0,9843 0,9791 0,0334 8,38E-04 0,07 1,71 10,9882 10,9843 0,0171 5,46E-04
Harmin 1,40 3,44 10,9892 0,9856 0,0329 4,80E-04 0,41 1,96 09972 0,9962 0,0096 6,39E-05
Idazoksan 2,23 4,15 0,9954 0,9938 0,0259 1,35E-04 1,28 3,55 10,9961 0,9948 0,0203 1,04E-04
Olanzapin 2,40 3,80 0,9961 0,9948 0,0218 1,05E-04 1,34 2,83 09961 09975 0,0113 3,50E-05
RX 821002 1,99 3,65 0,9979 0,9972 0,0153 4,10E-05 1,00 2,98 09961 0,9518 0,0526 2,95E-03
Tizanidin 1,76 4,22 09883 0,9844 0,0419 5,40E-04 0,46 1,95 0,9961 0,9956 0,0102 8,00E-05
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2,11
1,15
1,49
1,02
0,96

3,61
3,44
3,15
3,70
3,35

0,9100
0,9903
0,9906
0,9832
0,9859

0,8799
0,9871
0,9874
0,9776
0,9812

0,1037
0,0311
0,0281
0,0442
0,0366

1,18E-02
4,07E-04
3,89E-04
9,28E-04
7,14E-04

0,46
0,46
0,46
/
0,46

3,86
1,77
3,72
/
2,11

0,9961
0,9961
0,9961
/
0,9961

0,9857
0,9114
0,9937
/
0,8207

0,0367
0,0430
0,0234

0,0758

4,75E-04
7,42E-03
1,39E-04
/
2,18E-02

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znacajnost
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Tabela 8A.

Regresioni koeficijenti jednacine (14) dobijeni na diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata sa
dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline /CO,, NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata sa dodatkom 0,1% (v/v)
mravlje kiseline /ACN.

Adsorpcija (log k = log k, (metanol)-n log ¢)
Diol stacionarna faza
Jedinjenja
SFC NA-HILIC
logk, >“(metanol) n>¢  R® AdjR? S.E. p logk, "-“(metanol) n"'° R’ AdjR®  S.E. p

Antazolin -0,41 2,73 10,9964 0,9952 0,0275 9,12E-05 -0,94 2,06 09978 0,9971 0,0161 4,24E-05
Aripiprazol -0,60 1,92 0,999 0,9995 0,0063 3,12E-06 -0,90 1,22 09811 0,9748 0,0283 1,11E-03
Imp A5 -1,20 1,53 0,9986 0,9981 0,0096 2,22E-05 -4,52 4,07 08029 0,7044 0,3205 1,04E-01
Imp A6 -1,15 1,71 0,9997 0,9996 0,0049 2,09E-06 -4,69 4,17 0,8333 0,7499 0,2963 8,72E-02
Imp All -0,51 2,18 0,9993 0,9991 0,0098 8,01E-06 -0,89 1,61 09925 0,9900 0,0236 2,77E-04
Benazolin -0,44 2,88 0,9964 0,9952 0,0290 9,16E-05 -0,85 2,10 09975 0,9966 0,0177 5,37E-05
Brimonidin -0,43 2,46 0,9981 0,9975 0,0178 3,43E-05 -0,66 146 09865 0,9820 0,0286 6,66E-04
Detomidin -0,86 1,75 0,9996 0,9995 0,0056 2,89E-06 -1,05 1,03 09850 0,9800 0,0214 7,82E-04
Efaroksan -0,44 2,53 0,9960 0,9947 0,0268 1,06E-04 -0,93 2,12 09984 0,9979 0,0141 2,64E-05
Harman -0,72 1,59 0,9993 0,9990 0,0073 8,65E-06 -0,94 0,93 0,9838 0,9784 0,0200 8,78E-04
Harmin -0,63 1,88 0,9991 0,9988 0,0094 1,11E-05 -0,74 1,06 09835 0,9780 0,0231 9,04E-04
Idazoksan -0,21 2,26 0,9956 0,9941 0,0253 1,25E-04 -0,80 1,93 09953 0,9937 0,0223 1,39E-04
Olanzapin 0,17 2,07 0,9951 0,9935 0,0242 1,44E-04 -0,32 153 09845 0,9793 0,0322 8,23E-04
RX 821002 -0,15 1,98 0,9926 0,9902 0,0286 2,68E-04 -0,73 159 09300 0,9067 0,0732 8,03E-03
Tizanidin -0,73 2,31 0,9989 0,9986 0,0126 1,45E-05 -0,68 1,056 09737 0,9649 0,0289 1,83E-03
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0,04
-0,87
-0,37
-1,16
-1,02

1,88
1,88
1,72
2,03
1,84

0,8370
0,9990
0,9980
0,9998
0,9998

0,7826
0,9987
0,9973
0,9998
0,9997

0,1395
0,0097
0,0130
0,0045
0,0048

2,94E-02
1,24E-05
3,89E-05
9,75E-07
1,64E-06

-0,91
-1,24
-0,82
/
-2,02

2,11
0,98
2,02
/
1,09

0,9989
0,9613
0,9963
/
0,7792

0,9986
0,9483
0,9950

0,7056

0,0115
0,0328
0,0208

0,0972

1,44E-05
3,27E-03
9,69E-05
/
4,74E-02

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znacajnost
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Tabela 9A.

Regresioni koeficijenti jednacine (13) dobijeni na mixed-mode diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-
formijata sa dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline /CO,, NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata sa dodatkom
0,1% (v/v) mravlje kiseline /ACN.

Particija (log k = log ky, — n ¢)
Mixed-mode diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk,*“(CO,) n*¢ R? AdjR®  S.E. p logk, "W“(ACN)  n"tc  R? AdjR®  S.E. p

Antazolin 2,41 501 0,9897 0,9863 0,0466 4,44E-04 0,67 295 10,9662 0,9549 0,0504 2,67E-03
Aripiprazol 1,38 3,13 10,9939 0,9919 0,0223 2,10E-04 0,58 2,33 10,9667 0,9556 0,0395 2,60E-03
Imp A5 0,69 2,77 10,9805 0,9741 0,0356 1,16E-03 -0,65 0,61 08616 0,8155 0,0222 2,28E-02
Imp A6 1,05 3,20 0,9823 0,9764 0,0392 1,01E-03 -0,74 0,70 10,9485 0,9314 10,0149 5,04E-03
Imp All 1,86 3,94 0,9850 0,9800 0,0444 7,83E-04 0,81 2,80 10,9665 0,9553 0,0476 2,63E-03
Benazolin 2,68 551 0,9863 0,9817 0,0593 6,83E-04 0,85 3,30 0,9725 0,9634 0,0506 1,95E-03
Brimonidin 2,19 4,55 10,9880 0,9841 10,0457 5,57E-04 0,93 3,69 10,9891 0,9855 0,0353 4,82E-04
Detomidin 1,09 3,22 0,9768 0,9691 0,0454 1,51E-03 0,37 2,07 0,9965 0,9954 0,0112 8,75E-05
Efaroksan 2,12 4,63 0,9918 0,9891 10,0383 3,14E-04 0,74 3,30 10,9768 10,9690 0,0464 1,51E-03
Harman 1,14 2,94 0,9820 0,9761 0,0363 1,03E-03 0,47 2,17 10,9986 10,9981 10,0075 2,32E-05
Harmin 1,47 3,46 10,9852 10,9803 0,0386 7,66E-04 0,68 2,78 10,9896 0,9862 0,0260 4,51E-04
Idazoksan 2,10 4,09 0,9889 0,9852 10,0396 4,99E-04 0,80 352 10,9832 09776 0,0420 9,29E-04
Olanzapin 2,32 391 0,9851 0,9802 0,0438 7,74E-04 1,10 3,33 10,9734 0,9645 10,0503 1,86E-03
RX 821002 1,82 3,60 0,9883 0,9845 0,0357 5,36E-04 0,73 3,36 0,9840 0,9787 10,0391 8,61E-04
Tizanidin 1,66 4,19 0,9857 0,9809 0,0461 7,29E-04 0,67 2,98 0,9918 0,9891 10,0247 3,15E-04
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2,36
1,36
1,57
1,23
1,71

5,01
3,38
3,12
3,51
3,66

0,9905
0,9851
0,9872
0,9825
0,9857

0,9873
0,9802
0,9830
0,9767
0,9809

0,0448
0,0380
0,0324
0,0428
0,0402

3,95E-04
7,73E-04
6,14E-04
9,87E-04
7,29E-04

0,75
0,34
0,94
0,34
0,27

3,14
1,74
3,65
1,77
0,65

0,9762
0,9885
0,9764
0,9750
0,9417

0,9683
0,9847
0,9686
0,9666
0,9222

0,0447
0,0172
0,0517
0,0259
0,0148

1,57E-03
5,25E-04
1,54E-03
1,69E-03
6,09E-03

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znacajnost
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Tabela 10A.

Regresioni koeficijenti jednacine (14) dobijeni na mixed-mode diol stacionarnoj fazi. SFC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-
formijata sa dodatkom 0,1% (v/v) mravlje kiseline /CO,, NA-HILIC mobilna faza: 20 mM metanolni rastvor amonijum-formijata sa dodatkom
0,1% (v/v) mravlje kiseline /ACN.

Adsorpcija (log k = log k, (metanol)-n log ¢)
Mixed-mode diol stacionarna faza
Jedinjenje
SFC NA-HILIC
logk,>“(metanol) n** R®*  AdjR® S.E. p logk, "“(metanol) n"™© R®  AdjR® S.E. p

Antazolin -0,52 2,71 0,9808 0,9745 0,0636 1,13E-03 -0,87 1,84 10,9984 0,9948 0,0172 1,05E-04
Aripiprazol -0,46 1,70 0,9942 0,9923 0,0218 1,86E-04 -0,80 1,29 10,9946 0,9928 0,0159 1,70E-04
Imp A5 -0,95 1,52 0,9995 0,9993 0,0057 4,65E-06 -1,02 0,34 10,9323 10,9097 0,0156 7,63E-03
Imp A6 -0,84 1,75 0,9997 0,9996 0,0049 2,01E-06 -0,34 -0,37 10,9027 0,8702 0,0204 1,33E-02
Imp All -0,47 2,16 10,9998 0,9998 0,0049 1,08E-06 -0,85 1,55 10,9961 0,9947 0,0164 1,05E-04
Benazolin -0,57 3,02 0,9999 0,9998 0,0060 7,02E-07 -1,11 1,82 10,9982 0,9976 0,0129 3,22E-05
Brimonidin -0,49 2,49 0,9989 0,9985 0,0141 1,65E-05 -1,24 2,02 09995 0,9994 0,0074 4,51E-06
Detomidin -0,81 1,76 0,9786 0,9715 0,0436 1,34E-03 -0,84 1,12 0,9857 0,9810 0,0226 7,25E-04
Efaroksan -0,61 2,53 0,9987 0,9982 0,0155 2,05E-05 -1,21 1,81 10,9992 0,9989 0,0088 1,03E-05
Harman -0,59 1,61 0,9997 0,9996 0,0047 2,16E-06 -0,80 1,17 10,9800 0,9734 0,0280 1,20E-03
Harmin -0,57 1,89 0,9998 0,9997 0,0048 1,51E-06 -0,96 1,52 10,9987 0,9983 0,0092 1,99E-05
Idazoksan -0,32 2,24 10,9991 0,9989 0,0110 1,07E-05 -1,28 1,93 0,9999 0,9998 0,0036 5,91E-07
Olanzapin 0,01 2,14 0,9990 0,9986 0,0116 1,42E-05 -0,87 1,84 10,9984 0,9979 0,0122 2,64E-05
RX 821002 -0,29 1,94 09731 0,9641 0,0542 1,89E-03 -1,26 1,84 10,9995 0,9993 0,0069 4,67E-06
Tizanidin -0,81 2,30 0,9997 0,9996 0,0066 2,11E-06 -1,09 1,63 0,9976 0,9969 0,0133 4,88E-05
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-0,59
-0,63
-0,27
-0,84
-0,84

2,74
1,85
1,71
1,93
1,75

0,9990
0,9999
0,9997
0,9999
0,9999

0,9987
0,9999
0,9996
0,9998
0,9996

0,0142
0,0030
0,0052
0,0038
0,0049

1,26E-05
3,78E-07
2,54E-06
6,73E-07
2,01E-06

-1,11
-0,68
-1,22
-0,70
-0,11

1,73
0,35
2,01
0,97
1,29

0,9990
0,9836
0,9991
0,9815
0,9006

0,9987
0,9781
0,9987
0,9754
0,8675

0,0090
0,0205
0,0104
0,0222
0,0193

1,26E-05
8,97E-04
1,23E-05
1,07E-03
1,37E-02

R koeficijent determinacije, AdjR® prilagodeni koeficijent determinacije, S.E. standardna greska, p statisti¢ka znacajnost
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disertacije pod nazivom ,,Modelovanje retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i
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Prilog 1.

O6pa3zay 5.

UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npeaume ayTtopa Hapuja O6pagosuh

10/15

Bpoj uHaekca

UzjaBbyjem

[a je JOKTOopCcKa aucepTaumja nog HacroBom

MogenoBsare peTEHLMOHOT MoHallaka NraHaga UMUAA30NUHCKUX U CEPOTOHUHCKUX
peLenTopa 1 CPOAHUX jeAntbersa Y PasnuyUTUM XpomaTorpaddckum ycrnosuma

e pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXXnUBa4kor pana;

e [a aucepTauuja y LenuHu HU y AenoBuMa Huje Guna npefnoxeHa 3a crulare
Apyre Aunfome npema CTyAujcKUM nporpaMuma  LpYrixX BUCOKOLLIKONCKUX
yCTaHOBa;

e [acy pe3ynTaTu KOPEeKTHO HaBedeH!U 1

e [a HUcaM KpLuMo/na ayTtopcka npaea W KOpPUCTWO/Ma WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Opyrux nuua.

MoTnuc aytopa

Y Beorpany, _ 08.03.2021

( ~ {0 /¢ '
L JOAWNY) VASA R ZCT N
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Prilog 2.

O6pas3ay 6.

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTHU LWITaAMIMaHe U efieKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

Nme u npesnme aytopa Aapuja OB6panosuh

10/15

Bpoj unpexkca

Cryaujcku nporpam _Papmaveyrcka xemuja

Hacnos paga Moaenosare peTeHUMOHOr NoHalakba nuraHaga MMUAa3onuHCKNUX

1 CEPOTOHUHCKUX peLenTopa U CPOAHUX jeAUHeHa Yy PasnuyunTuUM XpomaTtorpadckum ycrnosmuma
MenTop ap cu. NaHuua Ar6aba

N3jaBrbyjem fa je wramnaHa Bepavja MOr LOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €MNeKTPOHCKO)
BEpP3UjU KOjy cam npepao/na pagu noxpaweHa y AUrutanHoM perno3uTopujymy
YHuBep3uteTa y Georpaay.

[os3sorbaBamM ga ce objaBe MOjuM NUYHM nojauu BesaHu 3a Aobujarme akagemcKor
HasMBa JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, roguHa u Mecto pohera u gatym
onbpaHe pana.

OBM nNuUYHU nojauu Mory ce o006jaBuUTU Ha MpEeXHUM CcTpaHuuama aurutandHe
6ubnuoTeke, y eneKTpoHCKOM KaTarnory v y nybnukauunjama YHusepsuteTta y Beorpaay.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, _08.03.2021.
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Prilog 3.

O6pa3auy 7.

UsjaBa o kopuwhery

Oenawhyjem YHusepautetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh aa y [Aurutantu
penosuTopujym YHusepauTteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKy AucepTauujy noa
HacrnoBoM:

MopernoBawe peTeHLMOHOr NoHallaka nuraHaga UMngasonuHCKUX U CEPOTOHUHCKUX

KOja je Moje ayTopCKO Aero.

NucepTauujy ca CBUM NpunosumMa npefao/na cam y enekTpoHCKoM popmMary norogHoM
3a TpajHO apxuBUpake.

Mojy AoKkTopcky —AucepTauujy noxpareHy |y [AurutanHoMm  penosutopujymy
YHusepauTteTa y beorpagy u [OCTYnHY y OTBOPEHOM NPUCTYMNy MOry Aa KOpUCTE CBU
koju nowTyjy onpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajefHuLie
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogryyuo/na.

1. Aytopctso (CC BY)
2. Aytopcteo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@,‘AyTopC'rBo — HekomepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLujanHo — fenutu nog uctum yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. Aytopcteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTu noa uctum ycriosuma (CC BY-SA)

(Mornumo fia 3a0KpyXXUTE CaMo jeAHy Of LECT NOHYREHNUX NnuueHuu.
Kpatak onvic nuLeHuUm je cacTaBHU JeO0 OBE u3jaBe).

MoTnuc ayTopa

¥ Beorpany, 08.03.2021.

169



DOKTORSKA DISERTACIJA DARILJA OBRADOVIC

1. AyTtopcTBo. [lo3Borbaearte yMHOXaBahse, OAUCTPUOYLM]Y U jaBHO caonutaBake
nena, u npepage, ako ce HaBefe uMme ayrtopa Ha HauduH oapeheH of cTpaHe aytopa
unu gasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobofHuja of cBux
nuueHuu.

2. AyTOpCTBO — HeKoMmepuujanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AuUCTpudyuujy wu
jaBHO caonwTaBawe gena, u npepage, ako ce HaBede ume aytopa Ha HaduH ogpeheH

o cTpaHe ayTtopa wnv gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He J03BorbaBa koMmepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTOpCTBO — HeKoMepuujanHo — Ge3 npepaga. [Jo3sorbaeBarte yMHOXaBawe,
avcTpubyuujy v jaBHO caonwTtasake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu
ynotpebe gena y CBOM ferny, ako ce HaBe[e uMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH of
cTpaHe ayTtopa wunu gaesaoua nuuedue. OBa nuueHua He A03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpedby gena. ¥ ofHOCY Ha cBe ocTarne JsiMueHLie, OBOM JULIEHLIOM Ce orpaHuvaBa
Hajsehu obum npasa kopulherwa gena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLUjanHo — AenuTu noj UCTUM ycnoBuma. [lossorbaeare
yMHOXaBare, AUCTpubyLujy 1 jaBHO caonwitasame fgena, u npepafe, ako ce HaBefe
“Me ayTopa Ha HadyuH ofpefReH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua fnuueHue U ako ce
npepaga auctpubyupa non WUCTOM unuM cnudHoM nuueHuom. Oea rnuvueHua He
[03BOrbaBa Komepuujandy ynotpedy agena v npepaga.

5. AyTtopcTBO — Ge3 npepaga. [lo3sorbasare ymMHoOXaBare, AUCTpubyunjy u jasHo
caonwiTasarse gera, 6es3 npomeHa, npeobnukoeara unmn ynotpede gena y ceom geny,
axko ce HaBege uMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaola
nuvyeHue. OBa nuueHua fo3BorbaBa kKoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpPCTBO — AenuTu nop MCcTUumM ycrnosuma. [JosBorbaBate YMHOXaBarse,
OUCTpubyuunjy 1 jaBHO caonwitaearke gena, u npepaje, ako ce Haseae vMe aytopa Ha
HauyuH opnpeheH of cTpaHe ayTopa wnu jgasaoua IuueHue v ako ce npepaga
auctpubyupa nog WUCTOM wunu  cnvdHoMm nuuedHuyom. OBa nuueHua [gosBorbasa
KoMepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CrnuvydHa je codTBEepcKUuM nuueHuama,
OJHOCHO NnuLieHL ama OTBOPEHOr Koja.
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