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KVANTITATIVNI ODNOSI STRUKTURE, AKTIVNOSTI I RETENC  IONIH
OSOBINA LIGANADA IMIDAZOLINSKIH | ALFA  ; ADRENERGI CKIH
RECEPTORA

REZIME

Na osnovu farmakoloskih studija do danas je iz\a3arakterizacija tri osnovne
klase imidazolinskih receptorai-| l- i Is-IR. Aktivacija h-imidazolinskih i oy-
adrenergikih receptora ¢>-AR) je odgovorna za centralnu inhibiciju simpashui
shizenje krvnog pritiska. Jedinjenja sa&m@ selektivho&u za |-receptore, kao Sto su
moksonidin i rilmenidin, pokazala su manji stepeszaljenih efekata koji nastaju
aktivacijomay-adrenergikih receptora.

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSeno je ispitijankvantitativnin odnosa
strukture, aktivnosti i selektivnosti liganada immblinskih ia,-adrenerdikih receptora,
kao i ispitivanje kvantitativnih odnosa struktureetencije/pokretljivosti ovih jedinjenja
u reverzno-faznoj tamoj hromatografiji i kapilarnoj elektroforezi (CERormirani su
odgovarajdi matemaittki modeli na osnovu kojih je moge izvrsSiti predvianje
bioloske aktivnosti i retencije/pokretljivosti ndvijedinjenja, potencijalnih liganada
imidazolinskih iaz-adrenergikih receptora.

QSAR Quantitative Structure Activity Relationship) analizom su definisani
molekulski parametri odgovorni za postizanje vigpldiniteta vezivanja jedinjenja za
I;-imidazolinske receptore kao i za postizanjejtselektivnosti. Dobijeni rezultati su
ukazali da porast lipofilnosti (logD) i molarne refraktivnosti, zajedno sa smanjenjem
naelektrisanja na atomima azota heterociklusa dododsnaznijeg afiniteta ka-IR,
dok su lipofilnost (logP) i HOMO energija vazni &eptori I,0.-selektivnosti.

IzvrSena je optimizacija eksperimentalnih uslovabeao i efikasno razdvajanje
smeSe 11 imidazolinskihdy-adrenergikih liganada metodom kapilarne elektroforeze.
Ispitan je uticaj koncentracije i pH vrednosti pafetemperature, napona i r&#ih
koncentracijau-, - i y-ciklodekstrina (CD) na elektroforetsku pokretljsta rezoluciju
jedinjenja u smesi. Na petku teorijske studije, sa cillem da se dobiju infacije o

interakcijama izméu analita i ciklodekstrina u datim elektroforetskisisstemima,



kompleksiranje analiziranih liganada®ap- i y-CD je ispitano semi-empirijskim PM3
metodom. Primenom linearnih i nelinearnih statish metoda formirani su QSMR
(Quantitative Structure Mobility Relationship) modeli kojima su definisani kvantitativni
odnosi izmédu hemijske strukture i elektroforetske pokretljitigedinjenja u prisustvu
a-, B- 1 y-CD. Formirani QSMR modeli ukazali su na vaznu ulatgskriptora ligand-
ciklodekstrin kompleksa u predianju migracionog ponasanja ispitivanih jedinjenja u
datom elektroforetskom sistemu. PredloZen jauiti-target QSMR model koji moze
biti koris¢en u inicijalnoj fazi razvoja metode kao bsereening model za procenu
migracionog vremena srodnih antihipertenziva uystéu o-, - ili y-CD i za odabir
optimalnog ciklodekstrina kojim se postize razdwggaanaliziranih jedinjenja.

Ispitan je uticaj stepena jonizacije (kisele, nalmige | bazne sredine) liganada
imidazolinskih i o-adrenergikih receptora na retenciju u reverzno-faznofntg
hromatografiji pod visokim pritiskom (RP-HPLC) i kmetljivost u kapilarnoj
elektroforezi. Najzné&jniji molekulski deskriptori u formiranim QSRRQ(antitative
Sructure Retention Relationship) modelima ukazali su da se vazni podaci o
retencionom ponasSanju mogu dobiti na osnovu OD-, ilPD-deskriptora koji nose
informacije o hemijskom sastavu jedinjenja, molskuh osobinama (lipofilnosti) i
racvanju molekule. Sa druge strane, pouzdano pdadye elektroforetske pokretljivosti
moze se izvrsiti unanjem odgovaragih 2D- i 3D-deskriptora od kojih va daje
informacije o molekulskoj velini i kompleksnosti, kao i 0 uticaju naelektrisanja
elektronskih osobina na migraciono ponaSanje.

Ispitana je korelacija retencionih parametara deinéh RP-HPLC metodom pri
tri razlicite pH vrednosti (4,4; 7,41 9,1) sa teorijski kmaatim parametrima lipofilnosti
(logDs,4, logD;4 i logDg1). Dobijeni rezultati su ukazali da se ovaj pristapze
primeniti za preliminarnu procenu lipofilnih karakistika srodnih jedinjenja.

Metodom kapilarne elektroforeze odeme su kiselinsko-bazne konstante
jonizacije 10 liganada imidazolinskihob-adrenergikih receptora na osnovu kojih je
mogute precizno odrediti stepen jonizacije leka pri ikazin fizioloSkim i analitickim

pH vrednostima.

Klju ¢ne reci: imidazolinski receptorig-adrenergiki receptori, QSAR, QSMR, QSRR,

kapilarna elektroforeza, kiselinsko-bazne konstgmeacije, RP-HPLC
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QUANTITATIVE STRUCTURE ACTIVITY/RETENTION RELATIONS  HIPS
OF IMIDAZOLINE AND ALPHA > ADRENERGIC RECEPTORS LIGANDS

ABSTRACT

Earlier pharmacological studies allowed characétion of the three main
imidazoline receptors classes:, |1,- and k-IR. Activation of both j-imidazoline
receptors and ap-adrenergic receptors ofAR) is responsible for central
sympathoinhibitory action and lowering of the bloptessure. Compounds such as
moxonidine and rilmenidine are more selective femlidazoline receptors and have
produced less side effects than clonidine and atbeselective imidazoline receptors
ligands.

In the framework of this doctoral dissertation, ifative structure
activity/selectivity relationships of imidazolinen@a,-adrenergic receptors ligands, as
well as quantitative structure retention/mobiligfationships of these compounds in the
reversed-phase high performance liquid chromatdéyrdRP-HPLC) and in capillary
electrophoresis (CE) were performed. Appropriat¢heraatical models able to predict
biological activity and retention/mobility of newlgynthesized compounds, potential
ligands of imidazoline and,-adrenergic receptors were developed.

QSAR Quantitative Structure Activity Relationship) analysis was used to define
molecular parameters responsible for a higleteptors binding affinity and high/d-
selectivity. The theoretical approach indicateg #raincrease in lipophilicity (logh)
and molar refractivity together with a decrease aim average N-charge in the
heterocyclic moiety are responsible for a bettadisig affinity of an active site in the
l;-receptors, whereas lipophilicity (logP) and HOMQeryy are the important
descriptors of thejda,-selectivity.

Optimization of the experimental conditions foragid and efficient separation
of 11 imidazoline anduy-adrenergic receptors ligands was performed byllaapi
electrophoresis. An influence of the buffer pH amhcentration, temperature, voltage
and various concentrations af, p- andy-cyclodextrins (CD) on the electrophoretic

mobility and resolution of compounds in the mixtuias been examined. At the



beginning of this theoretical study and in order denerate information about
interactions occurring between analytes and cyeclwohs in the given CE systems,
complexation of ligands with-, B-, andy-CD was examined by a semi-empirical PM3
method. Linear and nonlinear methodologies have lagplied to building the QSMR
(Quantitative Structure Mobility Relationship) models, with an aim to define
guantitative relationships between the chemicalcstre and the electrophoretic
mobility of the investigated compounds in the preseofa-, B- andy-cyclodextrin.
Optimal QSMR models revealed an important role bé tigand-CD complex
descriptors in predicting the migration behaviotled analyzed compounds in the given
CE systems. At an initial step of the developmenthe CE method, the proposed
multi-target QSMR model can be used as a fast sicrganodel for an assessment of
the migration time of the related antihypertensiiregshe presence of three different
cyclodextrins, and for selection of the best cyekidn for the separation of the
analyzed compounds.

An impact of the ionization degree (under the agidneutral and basic
conditions) of imidazoline and-adrenergic receptors ligands on the retentiorh@ t
reversed-phase liquid chromatography and on mybilitcapillary electrophoresis has
been examined. The most significant molecular datees in the selected QSRR
(Quantitative Sructure Retention Relationship) models pointed out that an important
knowledge concerning the retention behaviour camnldreved from the OD-, 1D- and
2D-descriptors, which provide an information abaltemical composition of the
compounds, their molecular properties (lipophiigitand molecular branching. On the
other hand, a reliable prediction of electropharetiobility can be performed by
calculating the appropriate 2D- and 3D-descriptarsich provide an information on
molecular size and complexity, and also on theugrice of the charge transfer and the
electronic properties on the migration behaviour.

Correlations between the retention parameters mddaiby the RP-HPLC
technique at the three different pH values (4,4 @&nd 9,1) and the calculated
lipophilicity parameters (loghs, logD;4 and logD 1) were examined. The presented
approach can be applied for preliminary assessroénipophilic properties of the
related compounds.



Capillary electrophoresis was applied to deterntine acid-base ionization
constants of 10 imidazoline and-adrenergic receptors ligands. On the basis of the
results obtained, it is possible to accurately mheitee the degree of drug ionization at

the different physiological and analytical pH vaue

Keywords: imidazoline receptorsgy-adrenergic receptors, QSAR, QSMR, QSRR,
capillary electrophoresis, acid-base ionizationstants, RP-HPLC

Scientific field: Pharmacy
Narrow scientific field: Pharmaceutical-medicinal chemistry and structunalysis
UDK number: 543.54 : 547.78 (043.3)

615.2/.3 (043.3)
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PCM - Polarizable Continuum Model

PIC - p-iodoclonidine (p-jodoklonidin)

PLS -Partial Least Squares (analiza parcijalnih najmanjih kvadrata)

PM3 - Parametrized Model 3

PMIX - Principal Moment of Inertia X (glavni moment inercije X)

RMSEE -Root Mean Square Error of Estimation (srednja kvadratna greSka procene)

RMSEP -Root Mean Square Error of Prediction (srednja kvadratna greska pretiuija)

QSAR -Quantitative Sructure Activity Relationships (kvantitativni odnosi strukture i
aktivnosti)

QSMR -Quantitative Structure Mobility Relationships (kvantitativni odnosi strukture i
pokretljivosti)

QSRR -Quantitative Structure Retention Relationships (kvantitativni odnosi strukture i
retencije)

RMT — Relative Migration Time (relativho migraciono vreme)

RP-HPLC - Reverzno-faznactea hromatografija pod visokim pritiskom

SAS —Solvent Accessible Surface Area (povrSina dostupna rastvérg

SBDD - Sructure-Based Drug Design

SCF -Sdf Consistent Field Energy

SEV - Solvent-Excluded Volume

ShpA -Shape Attribute (karakteristika oblika)

UFF -Universal Force Field

UV - spektrofotometrija u ultraljubastoj oblasti

VIP - Variable Importance in the Projection
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1.1. ALFA, ADRENERGI CKI RECEPTORI

Alfa, adrenergiki receptori (.-AR) pripadaju familiji Gi/Go-protein
membranskih receptora i mogu se podeliti na tritipadoga-, o2s- | apc-adrenergike
receptore. Stimulacijaya-podtipa adrenergkih receptora ima najéeklinicki znataj i
odgovorna je za ¥nu klastnih efekatan,-agonista, ukljdujuci hipotenziju, sedaciju i
analgeziju*?

Primenao,-agonista u l&enju esencijalne hipertenzije i efikasnost ovilokak u
literaturi poznatih kao antihipertenziva sa cemiral dejstvom, bila je predmet brojnih
ispitivanja, a jedinjenja kao Sto su klonidin, gfain i metildopa se koriste vise od dve
dekade u klinikoj praksi. Dugo se smatralo da je stimulagija-AR u centralnom
nervnom sistemu (meduli oblongati) glavni mehanizdaystva ovih lekova, na@itim,
stimulacija perifernin presinapkih o,s—autoreceptora koja dovodi do inhibicije
oslobatanja noradrenalina iz simpéktih nervnih zavrSetaka tae doprinosi ukupnom
smanjenju simpatke aktivnost’® Uprkos dobroj efikasnosti, profil neZeljenih dajst
bio je razlog zbog kojeg su ovi lekovi potisnutudgim grupama antihipertenziva kao
Sto su inhibitori angiotenzin konvertdpg enzima (ACE inhibitori) ili antagonisti
angiotenzinskih receptora (ABntagonisti). Na&jeXa neZeljena dejstva povezana sa
aktivacijoma,-AR su sedacija i suva usta.

PokusSaji da se modifikuju osobing-agonista nisu dali z&ajnije rezultate jer
su antihipertenzivno dejstvo i glavni nezeljenikéfeovin lekova posredovani preko
istog podtipan,-receptora. Kao posledica togg;agonisti se ne mogu smatrati prvom
linijom u terapiji hronéne hipertenzije. Saznanja o Zap imidazolinskih receptora
(IR) u regulaciji krvnog pritiska 1 uvdenje u terapiju druge generacije antihipertenziva
sa centralnim dejstvom, kao Sto su moksonidin meihidin, koji su pokazali el
selektivnost ka imidazolinskim-receptorima u odnosu ng-adrenergike receptore i
manje neZeljenih dejstava u pdesju sa klonidinon, dalo je nove moginosti

unapréenja terapije centralnim antihipertenzivira.



1.2. OTKRICE | ULOGA IMIDAZOLINSKIH RECEPTORA

Kada su pre viSe od dve decenBeusqueti saradnici doSli do otkia da
klonidin i njemu srodni antihipertenzivi ostvarujgvoje farmakoloSko dejstvo u
centralnom nervnom sistemu interakcijom ne samg-sarenergikim receptorima ve
I sa imidazolinskim vezujim mestom Imidazoline binding siteIBS) zapd@eto je
testiranje imidazolinske hipoteze. Takva imidazolivezujia mesta ili
imidazolin/gvanidin receptorska mesta, danas uralitei nazvana imidazolinski
receptori, se farmakoloski razlikuju ag-adrenergikih receptora po tome Sto se ne
mogu aktivirati kateholaminim%’ Brojne studije su sprovedene u cilju ispitivanja
medusobne zavisnosti i interakcija I-IR di-AR na ¢elijskom nivou®® Sposobnost
razlicitih imidazolinskih derivata i srodnih jedinjenja de vezu za I-IRd,-AR ukazuje
da oba receptorska sistema pokazujuama analogiju u strukturi vezujin mesta. Iz
tog razloga relativno male promene u strukturidige mogu izazvati z&ajne promene
u afinitetu i selektivnosti za I-IRd-AR.’

Na osnovu biohemijskih i farmakoloskih studija, dianas je izvrSena
karakterizacija tri osnovne klase imidazolinskilteptora u zavisnosti od njihovog
afiniteta vezivanja za razlie radioligande: jtimidazolinski receptori (HIR) ucestvuju
u centralnoj inhibiciji simpatikusa koja dovodi deniZzenja krvnog pritiska; o
imidazolinski receptori gHR) predstavljaju alosterno mesto vezivanja monoam
oksidaze B (MAO B) i4-imidazolinski receptori gHR) reguliSu sekreciju insulina &
¢elija pankreas®™*?

Prema imidazolinskoj hipotezi hipotenzivni efekdbrikdinu, rilmenidinu i
moksinidinu-srodnih centralnih antihipertenziva tags kao rezultat aktivacije |
neadrenergkih Ii-imidazolinskih receptora da,-adrenergikin receptora u primarnom
regulatoru simpatikusa rostralnoj ventrolateralnmjeduli ®ostral Ventrolateral
Medulla, RVLM), dok sedativho sporedno dejstvo ovih cenifalantihipertenziva
nastaje usled aktivacije sam@-AR u locus coeruleusw.>®®'**® pPored toga
ustanovljeno je da postoji pozitivha korelacija &im jacine centralnog hipotenzivnog
dejstva i afiniteta za imidazolinske receptdrBruga generacija antihipertenziva sa
centralnim dejstvom, kao Sto su rilmenidin i moksam pokazala je vai I;-IR/ 0-AR

selektivnost pa samim tim i manje nezeljenih efekato Sto su sedacija, bradikardija i



suva usta, nego klonidin koji u naj@@ meri aktivira o-AR.%**° Najvesi broj
dosadasnjih istrazivanja ukazuje da je optimalnagteza u aktivaciji HIR i opy-
adrenergikih receptora neophodna za postizanje shaznogateody hipotenzivnog
dejstva liganada koji poseduju afinitet za oba thneaeptora, imidazolinske -
adrenergike receptoré’

Kriti ¢ki osvrti na mehanizam dejstva imidazolinskih lekozneli su argumente
i za i protiv imidazolinske hipoteZepprkos svemu do danas je izvrSena sinteza i
ispitivanje velikog broja liganada imidazolinskilud-adrenergikih receptora (I-1Ri-
AR ligandi)*®'° Pored toga, razvijeni su i visokoselektivpilR ligandi, koji nemaju
afinitet zaa,-AR, kao potencijalno veoma korisni agensi za igaitje imidazolinskog
receptorskog sistema i u istrazivanju novih teréigawije dejstvo se zasniva samo na

aktivaciji l1-IR.



1.3. LIGANDI IMIDAZOLINSKIH | ALFA  , ADRENERGI CKIH
RECEPTORA

Otkrice derivata imidazolina datira iz 1939. godine kadanadnici Ciba i
Baselu Svajcarskoj Zeleli da sintetiSu novi lek ké§ u svojoj strukturi kombinovati
feniletilamin iz strukture adrenalina sa imidazolam strukture histamina. Tako je
dobijen antagonista-adrenergikih receptoraolazolin koji je imao osobine perifernog
vazodilatatora. Drugi otkriveni lek bio je nafazokoji se i danas koristi kao nazalni
dekongestiv. U pokuSajima da se dobije novi nazddikiongestiv hemyar H. Stahleje
1962. godine u Nent&oj sintetisao jedinjenje St155. Ovo jedinjenje rkpes nazvano
klonidin u ranim Kklintkim studijama ispoljilo je snazno sedativno i hgrmivno
dejstvo suprotno &kivanoj vazokonstrikcif. Dodatna farmakoloska istraZivanja
pokazala su da klonidin ima izvesno dejstvoupradrenergike receptore na periferiji,
ali i da je snazan agonistay-adrenergikin receptora i neadrenetgih I;-
imidazolinskih receptora u centralnom nervnom giste Danas se klonidin smatra
prototipom antihipertenziva sa centralnim dejstvo®licno imidazolinskim a;-
agonistima, klonidin ima lipofiln@rto supstituente na benzenovom prstenu. Prisustvo
dva atoma hlora orto polozajima povéavaa,-adrenergiku aktivnost u odnosu na
metil grupe. Najzn&jnija razlika izmdu klonidina i aj-agonista je zamena
metilenskog mosta (CH na polozaju C(1) imidazolina amino grupom (NH)veO
hemijska promen&ini imidazolinski prsten sastavnim delom gvanidesgrupe i

neprotonovani oblik klonidina postoji kao sme$adaernih oblika (Slika 1.3°

Cl Cl
H

) — =0

Cl Cl

Slika 1. Tautomerni oblici klonidin&®



1.3.1.Endogeni ligandi imidazolinskih receptora

Nakon sinteze klonidina usledila je sinteza i adltahntihipertenziva sa
centralnim dejstvom kao Sto su gvanabenz, gvanfaitmenidin i moksonidin. Dalja
istrazivanja su dovela i do otka endogenih liganada imidazolinskih receptora.

Nekoliko endogenih supstanci sposobnih da istiddi+flonidin sa receptorskih
mesta, a koje su nazvar@lonidine Displacing SubstanceDS), je prvobitno
detektovano ali ne i identifikovano u mozgu pacoV&. Prvi endogeni ligand IR
identifikovan 1994. u mozgu sisara je bio agnfat{Slika 2.).Agmatin je intermedijer
u biosintezi poliamina i nastaje dekarboksilacijamarginina pod dejstvom arginin
dekarboksilaze. Pokazuje drafinitet za |-IR u odnosu na IR i 02-AR (pK; 1,=7,48;
pK; 1,<5, (K; 0,<5)'® (Tabela 1.)Cinjenica da se agmatin sintetiSe u mozgu, skladisti
sinapttkim vezikulama neurona, inaktivira preuzimanjemeuvme zavrSetke, degradira
pod dejstvom specifnog enzima agmatinaze, osldba iz terminalnih aksona
depolarizacijom, vezuje za sve podtipaxeAR i I-IR, ukazuje da bi agmatin i sam

mogao biti neurotransmitéf: %°

H —
" i CH; i CH,

Agmatin Harman Harmalan

Slika 2. Endogeni ligandi imidazolinskih receptora.

Druga grupa CDS stharman® i harmalan®’ (Slika 2.). Pripadaju grupip-
karbolinskih alkaloida koji nastaju kondenzacijondalamina, kao Sto je triptamin i
karboksilnih kiselina kratkog lanca ili aldehidaolovani su iz humanog tkiva kao
proizvodi sekundarnog metabolizma i tdkosu identifikovani kao endogeni ligangh |

IR i 1.-IR koji pokazuju centralni hipotenzivni efekatisln efektu klonidingd®2®



1.3.2.Ligandi | ;-imidazolinskih receptora

Klasa hL-imidazolinskih receptora je definisana kao receplmiji pokazuju
najvei afinitet ka 2-aminoimidazolinima Yf]-klonidin), umereni afinitet ka
imidazolinima (PH]-idazoksan) i slab afinitet ka gvanidinima (npamilorid)®
Aktivacija 1:;-IR je povezana sa nekoliko funkcija u organizmuo kato su:
kardiovaskularna funkcija, regulacijacrg pritiska, regulacija renalne ekskrecije
natrijuma i kontrola oslola&nja kateholamina (adrenalina, noradrenalina) amafinih
¢elija (neuroendokringelije nadbubreZne Zlezd®&) Hemijske strukture najzsiajnijih

liganada 1-IR su prikazane na Slici 3.
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Slika 3. Ligandi k-imidazolinskih receptora.



Derivat 2-aminoimidazolinglonidin je prvo jedinjenje za koje je ustanovljeno
da ostvaruje svoje antihipertenzivno dejstvo iadijom h-IR. U odnosu na ragiite
podtipove receptora, klonidin pokazuje¢vafinitet ka h-IR i a2-AR nego ka #IR
(Tabela 1.°

Tabela 1.Afiniteti vezivanja liganada za imidazolinske,-adrenergike
reCeptoI.é8,13>0—32,35,36,49,51,53,57

Jedinjenje TR) 00 GoAR) | (@eAR)  (AR) | (aeAR)
Agmatin 7,48 <5 - <5 <5 <5
Klonidin 7,26 6,02 - 7,21 7,16 6,87
p-aminoklonidin 8,35 <5 - 8,10 7,53 7,67
p-jodoklonidin 8,32 <5 - 8,65 8,13 9,10
Moksonidin 8,38 <5 7,11 5,40 <5 <5
Rilmenidin 7,23 5,96 6,90 5,80 5,76 5,33
Tizanidin 7,55 - - 7,25 6,75 6,92
Gvanfacin 7,72 - - 7,81 8,10 8,28
Benazolin 8,89 9,07 4,80 5,45 - -
Efaroksan 7,28 <5 - 7,87 7,42 5,74
RX801080 - 7,32 7,31 - - -
Idazoksan 5,90 7,22 - 8,01 7,43 7,70
2-BFI 7,18 8,47 5,40 5,28 5,41 4,40
BU224 7,38 8,43 <5 5,39 5,79 5,49
BU239 - 9,39 <5 - - -
Cirazolin 7,00 7,90 6,714 6,18 6,52
Gvanabenz 7,46 7,17 8,17 8,70 8,54 8,95
Brimonidin - 7,47 - 6,67 6,02 571
RS45041 - 9,37 - <5 <5 <5
WAPS - 8,30 6,26 - - -
Harmin 6,20 8,00 <5 - - -
BU99006 5,60 8,60 5,61 - - -
KU14R - <5 - 6,32 6,05 4,88



Uvodenjem atoma joda para-polozaj dihlorfenil grupe klonidina dobijen e
jodoklonidin koji ima veci afinitet i selektivnost za;lIR u odnosu naJiR, ali je
istovremeno data strukturna promena gale i aktivnost nau-AR.3* Uvodenjem
amino grupe upara-polozaj klonidina dobijen jg-aminoklonidin koji se Kliniki
koristi kaoa,-agonista u terapiji glaukonf&*? Zamenom benzenovog prstena klonidina
pirimidinskim prstenom, jednog hloro supstituentatoksi grupom i uvéenjem metil
grupe u p-polozaj aromatinog prstena nastao jmoksonidin. Ovim strukturnim
modifikacijama dobijen je derivat sa snaznim aétomn ka {-IR i visokom
selektivnogu ka h-IR u odnosu nadIR i ax-AR.3031

Tizanidin je analog klonidina koji se u terapiji primenjl§ao miorelaksans sa
centralnim dejstvom. Smatra se da je za miorelasananalgetiko dejstvo tizanidina
odgovorna aktivacijar,c-AR.?° Gvanfacin je otvoreni analog klonidinmastao kao
rezultat studija odnosa strukture i dejstva cenilnadi,-agonista u kojima je pokazano
da imidazolinski prsten nije neophodan za aktivhoge klase jedinjenja, ali je
obavezno prisustvo benzenovog prstena sa najmeadj@n) atomom hlora ili metil
grupom uorto poloZaju?®

Derivat 2-aminooksazolina,rilmenidin  je bio prvi [|1-IR selektivni
antihipertenziv koji je uveden u terapiju. Rilmenidstvaruje antihipertenzivno dejstvo
centralno, smanjenjem aktivnosti simpatikusa i naun bubrega inhibicijom N#H"
antiporta®>Medutim, iako rilmenidin pokazuje selektivnost zdR on poseduje afinitet
i za b-IR (pKi=5,96) i 0,-AR (pKi=6,90) (Tabela 13° Ova ¢injenica i jednostavna
struktura ovog derivata diciklopropilaminooksazaliposluzilo je kao osnova za
dobijanje novih 4-IR selektivnijih jedinjenja. Serija aminopirolinkk analoga
rilmenidina je sintetisana i ispitana nalR, I»-IR i 0,-AR.3* Izosternom zamenom
oksazolinskog prstena suspstituisanim pirolinone mpSlo do znsmjnog povéanja
afiniteta ka 4-IR, ali je znatno smanjen afinitet agAR ¢ime je povéana selektivnost
u odnosu na rilmenidin.

Derivat 2-arilimidazolindbenazolinprvobitno je opisan kao ligand sa afinitetom
ka b-IR,* metutim ustanovljeno je da se benazoliezuje visokim afinitetom za b-
imidazolinske receptor kao i da pokazuje veoma daalektivnost ka imidazolinskim
receptorima u odnosu na-AR i 02-AR.3° Polazgi od strukture benazolina izvréena je

sinteza i ispitivanje razlitih 2-arilimidazolina. Nekoliko ispitivanih jedigpja, a



narcito 2'-metoksifenil-2-imidazolin  pokazalo je nensa visok afinitet za ;HR
(PKi=8,53) nego i odtinu selektivnost u odnosu nalR i ax-AR.*° Na osnovu rezultata
ove studije zakljteno je da IR imaju visok afinitet vezivanja 2-fenil-imidazoh sa
metil ili metoksi grupom u 2" ili 3' poloZaju.

Nakon racionalnog dizajniranja 2-imidazolina idazaka nekoliko strukturnih
modifikacija je izvrSeno u cilju po¢anja selektivnosti i afiniteta za-teceptore. Kao
rezultat ovih promena dobijen je (#jaroksankod koga je dioksanski prsten zamenjen
etilsupstituisanim dihidrofuranoi. Efaroksan je meSoviti,-antagonistaftR ligand
(pKi(11-IR)=7,28 na humanim trombocitima).Deluje kao parcijaini agonista-IR,
vezivanjem za (HR wvrSi aktivaciju samo jednog signalnog puta. Zliku od
efaroksana, nesupstituisani hidrobenzofuran-2-imutiaski analog,RX801080 (Slika
4.) pokazao je visok afinitet ka-IR i ax-adrenergikim receptorima?®

Nova grupa IR liganada, 2-aminoimidazolina, nastala je povazjem
strukture agmatina i imidazolinskog prstena. Inkomanjem gvanidinske strukture u

imidazolinski prsten dovelo je do zZf&nog poj&anja afiniteta kasHR.*

1.3.3.Ligandi I ,-imidazolinskih receptora

I>-imidazolinski receptori ¢HR) su definisani kao receptori sa izrazenim
afinitetom ka gvanidinima i imidazolinima (npr. imzEksan) i ujedno veoma malim
afinitetom ka 2-aminoimidazolinimd. Ovi receptori su ukljgeni u patofiziologiju
psihickih poreméaja, bola, Parkinsonove Alzheimerove bolesti?194%4 [,-|R
predstavljaju alosterno aktivnho mesto koje je pawvez sa katalitkim aktivnim
centrom monoamino-oksidaze (MA®)Agonisti ove klase imidazolinskih receptora
dovode do porasta koncentracije monoamina u mbzgu.

Imajuéi u vidu da trodimenzionalna struktura-IR proteina joS uvek nije
odreiena, bolje razumevanje farmakoloskih efekata a&fjwal,-IR zasniva se na
pronalazenju jedinjenja selektivnih zaiidazolinske receptore u odnosu fdR i ap-
AR. 1-IR su najvise zastupljeni u glijlijamd trombocitima, jetri i adipocitima.

Do sada sintetisani i izavani ligandi }-IR pripadaju derivatima imidazolina, koji su
trenutno najselektivnijizbR ligandi, 2-aminoimidazolina, gvanidina i karb@ (Slika

10



4.). Derivat 2-imidazolinaidazoksan, prototip liganada 2R, je imidazolinski
antagonista,-adrenergikih receptora sa neznatnom selektiviwoga b-IR u odnosu na
02-AR (Io/a=4,5)%

Cygy G0 O™
oj\<\:j S\ /
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Slika 4. Ligandi L-imidazolinskih receptora.
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Nekoliko analoga idazoksana, benzodioksani, bewksdiani i benzofurani
testirani su na imidazolinskenj-adrenergike receptore Sto je dovelo do otlaiveoma
aktivnog ligand&-BFI selektivnog za centralne-IR u odnosu,-AR.3"*84°pPosto su
I-IR uklju¢eni u patofiziologiju psiltkih poreméaja, 2-BFI je posluzio kao polazno
jedinjenje za sintezu novih imidazolinskih derivigi deluju kao parcijalni ili puni
agonisti na dopaminske »Deceptore’ Veoma visok afinitet ka IR pokazuju i
derivati benazolina kod kojih je izvrSena izostermamena naftalenskog prstena
hinolinom BU224* i pteridinom BU239.%° Ova jedinjenja predstavljaju veoma
korisne ligande za ispitivanje funkcije,-Mezujuteg mesta. 5-izotiocijano-2-BFlI
(BU99009 je ireverzibilni b-IR ligand koji je pokazao jak i selektivan afirtitea b-
receptore u nervnirgelijama pacova’

Cirazolin, 2-fenoksimetil derivat imidazolina je veoma aktivapAR agonista i
a-AR antagonista, kao i ligand>-IR sa izrazenom 21IR/0;-AR selektivnogu
(1/01=25)2*>* Strukturnim promenama ovog jedinjenja nastali garidi sa pow&nim
afinitetom za J-IR i znatno manjim afiniteto z&-AR i 0>-AR.

N-supstituisani gvanidini i aminogvanidini sa ardi®am ili heteroaromatinim
jezgrom kao Sto samilorid i gvanabenz predstavljaju zn&jna jedinjenja koja su
upotrebljena za karakterizaciju imidazolinskih @oea. Amilorid je diuretik koji Stedi
kalijum i moZe se smatrati otvorenim analogom diliee triamterend’ Amilorid i
njegovi analozi pokazuju razit afinitet prema 4a-IR i I2g-IR podtipovima receptora
dok imidazolinski lekovi, kao na primer idazoksan2iBFI, imaju sléan afinitet
vezivanja za oba podtipaleceptor&?U ispitivanjima koja su udena na cerebralnom
korteksu zeca amilorid i analozi amilorida pokazali véi afinitet prema 4a-IR u
odnosu nask-IR podtip u cerebralnom korteksu pacG%aZa razliku od gvanabenza
koji pokazuje deset puta & selektivnost zai,-AR u odnosu na:IR, serija N,N-
dimetilgvanidina pokazala je z¢enu selektivnost zadIR u odnosu na,-AR. To je
ukazalo da su N-metil supstituenti 2api za postizanje »iselektivnosti. Najvé
afinitet i selektivnost zaIreceptore pokazao JWAP8.>

Klasi¢ni 2-aminoimidazolini (klonidin p-aminoklonidin) i njima srodni lekovi
pokazuju afinitet ka 1}IR. Najzn&ajniji derivati 2-aminoimidazolina sa izrazenim
afinitetom ka 3-IR subrimonidin i RS45041 Brimonidin je a,-agonistakoji se koristi

kao i p-aminoklonidin u terapiji glaukoma. Ima visok afeti vezivanja za R i
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razlicitu selektivnost u odnosu nax-AR podtipove receptord>* RS45041je 2-
aminoimidazolin sa amino grupom koja ulazi u sastaindolinskog jezgra i izuzetno
je selektivan ligandjtimidazolinskih receptora. Moga objasSnjenje za n&ekivanu
selektivnosiRS4504 lliganda moZze biti konformaciona rigidnost uslovieprisustvom
izoindolinskog prstenad>*°

Endogeni ligandi, derivati3-karbolina (harman), otvorili su novo polje u
istrazivanju jedinjenja koja intereaguju sa imidamkim receptorima. Iz familije
harmanaharmin pokazuje visok afinitet za-IR (pK;=8) i dobru selektivhost prema |
IR i a2-AR (pK; 1:=6,20; [K; 0<5).>’

1.3.4.Ligandi | s-imidazolinskih receptora

Klasa k-imidazolinskih receptora je ukfena u proces indukcije sekrecije
insulina izp-¢elija pankreas& **Detaljnija farmakolo$ka ispitivanja su ustanovitajd
aktivni centar 4-IR smesten unutar ATP-senzitivnog kalijumovog Kan@arp).*>>®
Trodimenzionalna strukturas-IR proteina joS uvek nije odiena zbog nedostatka
specifinog radioliganda. Pored toga, zbog malog broja ddasotkrivenih #IR
liganada nije bilo mogie definisati glavne strukturne zahteve za selektialR
ligande. Efaroksan je definisan kao relativho selak k-IR agonista, dok je njegov
imidazolinski analog KU14RIR antagonistd® Strukture zn&ajnijih Is-IR liganada su

prikazane na Slici 5.

Z N
CoHs |
™
o] —N
HN\) T N
KU14R Midaglizol NNC77-074

Slika 5. Ligandi k-imidazolinskih receptora.
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1.4. ANALITI CKE METODE U ANALIZI LIGANADA
IMIDAZOLINSKIH | ALFA ADRENERGI CKIH RECEPTORA

Sinteza i1 ispitivanje novih jedinjenja, imidazokis/gvanidinskih analoga, sa
potencijalnom aktivn@d na /I,-imidazolinske ia-adrenergike receptore zahteva i
razvoj i primenu odgovorafih analitckih metoda za njihovu efikasno razdvajanje,
ispitivanje retencionog ponaSanja i &izo-hemijska merenja (odivanje parametara
lipofilnosti 1 kiselinsko-baznih konstanti joniz@e). Zahtevi koji se postavljaju u
savremenoj analitkoj hemiji podrazumevaju da je odabrana metodagstvna, brza,
tatna, dovoljno osetljiva, ekonotiria i da omogéuje rad sa minimalnim kalinama
uzoraka. Raztite analittke metode kao Sto suctea hromatografija pod visokim
pritiskom High Performance Liquid ChromatographiiPLC), spektrofotometrija i
kapilarna elektroforezaC@apillary Electrophoresis CE) su primenjene u ispitivanju
pojedin&nih liganada imidazolinskih receptdt®®®

Imajwéi u vidu da se osnovni principi razdvajanja ansadgih jedinjenja u
kapilarnoj elektroforezi razlikuju u odnosu na hetografske metode, kombinacijom
razlicitih separacionin metoda mogri je odrediti vazne fizko-hemijske parametre

ispitivanih jedinjenja i izvrSiti njihovu sveobuhvau analizu.

1.4.1.Primena kapilarne elektroforeze u analizi farmaceuski

aktivnih supstanci

Kapilarna elektroforeza je separaciona metoda jojkee elektroforetsko
razdvajanje zasniva na radloj pokretljivosti jona pod dejstvom elekiriog polja.
Primena kapilarne elektroforeze u farmaceutskoljiznzostala je veoma vazna u toku
proteklih godinaPrednost ove anakike metode u razdvajanju brojnih farmaceutskih i
biohemijskih sme$a dokumentovana je mnogobrojnindapina iz literatur&®’?
Smanjena potroSnja reagenasa, minimalnecikai uzoraka potrebnih za analizu,

moguenost direktne detekcije na niskim talasnim duzing@®0-200 nm), analita koji
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zahtevaju prethodnu derivatizaciju za HPLC analzamo su neke od prednosti ove
metode koje su omogile efikasnu analizu malih organskih i neorgangkima kao Sto
su aminokiseline, metalni joni, jednostavne organskeline i neorganski joni (hloridi i
nitrati).”> Moguénost korigenja razlitih puferskih aditiva, ciklodekstrina i povrsinski
aktivnih supstanci, koji imaju sposobnost da mddifi fizicko-hemijsku prirodu
samog separacionog sisterime ovu metodu jednostavnom i efikasnom u analizi
strukturno srodnih jedinjenf&’® i enantiomerd®® Sirok opseg pH vrednosti (1,19-
12,00)? koji se moZe primeniti u CE analizi, u pdemju sa HPLC analizom gde se
stabilnost stacionarne faz&esto dovodi u pitanje, daju prednost ovoj metodi u
odretivanju K, vrednosti kiselih i baznih supstanci.

1.4.1.1.Uloga ciklodekstrina u separacionim metodama

Ciklodekstrini (CD) predstavljaju cikihe oligosaharide izgdane od 6 d), 7
(B) i 8 (y), (1—4)-povezanihu-D glukoznih jedinica. N&g&e kori€eni ciklodekstrini
u separacionim anakkim metodama su-, - i y-ciklodekstrin. Centralni deo strukture
ovih molekulacini Supljina hidrofobnog karaktera, dok su hidrdkeigrupe orjentisane
spolja dajéi hidrofilni karakter spoljasnjem delu molekuleif@l 6.)%*

Slika 6. Sematski prikag-ciklodekstrina®*

Zahvaljujiei svom jedinstvenom obliku i fizko-hemijskim osobinama,
ciklodekstrini mogu selektivno da intereaguju salit#tim organskim, neorganskim i

biomolekulima sa kojima preko hidrofobnihjan der Waalovih interakcija i
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vodoninih veza formiraju inkluzione komplekse. Na ovojobmi ciklodekstrina
zasniva se njihova primena u razdvajanju struktiniiskih jedinjenja i enantiomefa®
kao i u povéanju rastvorljivosti, stabilnosti i bioraspoloZitbtekova®®0Osim toga,
CD inkluzioni kompleksi se smatraju dobrim modelik@i imitiraju interakcije leka i
bioloskih supstrat&’

Usled brojnih primena koje su nasli, 2ai napori su ulozeni u izavanju
hemije ciklodekstrina. Brojne eksperimentalne met&do Sto su spektrofotometrija u
ultraljubi¢astoj oblasti (UV), infra crvena spektroskopija )|&alorimetrija i nuklearna
magnetna rezonanca (NMR) su primenjene u ciljgazanja ciklodekstrin inkluzionih
kompleks&>®® Vrlo korisnim su se pokazale i radte metode teorijske hemije:
molekulsko-mehatike®’ molekulsko-dinanike® a u skorije vreme i kvantno-
mehanéke®® kojima se moZe d do zn&ajnih informacija o prirodi samih interakcija
ligand-ciklodekstrin kompleksa, Sto je u brojninucsljevima i potvdeno paralelnom
NMR analizom®”#° Semi-empirijske metodeA(stin Model 1AM1, Parametrized
Model 3, PM3 i Parameterization Method, PM6) su kori&ene za izréunavanje
termodinamikih parametara kompleksiranja,za identifikaciju tipova interakcija
izmedu ciklodekstrina i ligand& za ispitivanje afiniteta enantiomera za 3upljine
razlicitih ciklodekstrina® kao i za korelaciju kompleksiranja analita saaildkstrinom
i njegovu pokretljivost u elektroforetskom sisteffu.

1.4.1.2.Odredivanje kiselinsko-baznih konstanti jonizacije meto@dm kapilarne

elektroforeze

Konstanta jonizacije, K, je fundamentalna osobina slabih kiselina i baza.
jedinjenja koja u strukturi imaju jednu jonizdugrupu Kavrednost se definiSe kao pH
pri kojoj je 50% jedinjenja jonizovano. Poznavan|@i, vrednosti datog jedinjenja
moguee je izr&unati stepen jonizacije pri bilo kojoj pH vrednosdstvora. To je vazna
osobina slabih kiselina i baza jer se neutralnenizpvane forme leka razlikuju po
svojim fizitko-hemijskim osobinama. Jonizovani oblik leka jdjdaastvorljiv u vodi
dok je neutralan oblik leka lipofilniji i lakSe pexi kroz ¢elijske membrane. Stepen
jonizacije je jedna od nekoliko vaznih osobina kege koriste za procenu resorpcije,

distribucije, metabolizma i ekskrecije jedinjenjdimloskim sistemima. Jonizacija ima
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vaznu ulogu u dejstvu leka i & na njegovu raspodelu i na procese vezivanjaiaka
receptorsko mesto. Zato je poznavanj&, pvrednosti zajedno sa parametrima
lipofilnosti, logP (logaritam particionog koeficijga oktanol-voda) i logD (logaritam
distribucionog koeficijenta) vrednostima, jedan @ghovnih zahteva u farmaceutsko-
medicinskoj hemiji koji se postavlja za novosirgatia jedinjenja, potencijalne lekove.
Pored toga, poznavanje stepena jonizacije u zastisad pH vrednosti je veoma vazno
u odabiru optimalnih uslova u analizi lekova. Nan@mau K, vrednosti mogée je
predvideti efektivho naelektrisanje, efektivhu eteforetsku pokretljivost kao i
migracioni redosled analita u kapilarnoj zonskogkéloforezi (Capillary Zone
ElectrophoresisCZE) koja je u brojnim skiajevima metoda izbora za odreanje K,
vrednosti®

Potenciometrijska titracija je standardna metodanexenje K, i moZe se
primeniti na jedinjenja visokog stepeéiatoce, rastvorljiva u vodi i dostupna u znatnoj
kolicini. Da bi se detektovale promene u obliku titragiokrive neophodne su
koncentracije od najmanje 5x10/.

Spektrofotometrijska titracija se @bo smatra dobrom alternativom
potenciometrijskoj titraciji za merenjeKp vrednosti jedinjenja rastvorljivih u vodi i
visokog stepenacistoce (ili koja sadrze nastoce koje ne interferiraju u
spektroskopskim merenjima). Osnovna prednost jé vesetljivost (>18 M) za
jedinjenja sa pogodnim molarnim apsorpcionim kaofitcima. U tom sldaju
jedinjenja moraju imati hromofore u blizini jonizijh grupa tako da neutralne i
jonizovane forme pokazuju z&egno razlEite spektralne osobine za njihovu
identifikaciju u smeSi. Spektrofotometrijske metadeaju ogranienu primenu posto
neka jedinjenja ne mogu da ispune ove zahtekgviednost odgovara pH vrednosti na
kojoj je postignuta naj\@ promena u apsorbanciji izthe jonizovanog i neutralnog
oblika jedinjenja.

Odretivanje K,vrednosti metodom kapilarne elektroforeze zasnévag merenju
efektivne elektroforetske pokretljivosti jonizidjh jedinjenja u seriji rastvora elektrolita
konstantne jonske ¢me i razlgitih pH vrednosti. Zn&jne prednosti kapilarne

elektroforeze zaky, merenja su:
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. Instrumenti sa visokim stepenom automatizacije

. CE je separaciona metoda i ne zahteva uzorke visstepengistoce

. Omoguen je rad sa uzorcima slabe rastvorljivosti u tichiti detekcije u
UM opsegu)

. PotroSnja uzorka je svedena na minimum

. Poznavanje koncentracije rastvora nije neophodno s meri samo

elektroforetska pokretljivost jedinjenja.

Kapilarna zonska elektroforeza je uspeSno prinmenjeza precizno
odredivanje kiselinsko-baznih konstanti jonizacije raitih tipova jedinjenja kao Sto su

razliciti  tipovi lekova®® aminokiselind® derivati imidazold® 2-amino-2-

oksazolini*®® analozi gvanidinopurinskih nukleotitfaitd. U najvéem broju sldajeva
pKavrednosti ovih jedinjenja su odiene u vodenim rastvorima, ali postoje i primeri za
odrefivanje K. u sme$i voda-organski rastval®'® kao i u nevodenim

rastvaraima'®®-1%’

uz odgovarajéu kalibraciju.

Najée&e kori&eni vid detekcije za o, merenja je direktna UV-apsorpciia®®
medutim konduktometrijska® amperometrijsk&’®i indirektna UV-detekcija se takie
primenijuju’®

U dostupnoj literaturi nema podataka o primeni CG&Eodréivanje kiselinskih
konstanti I-IR#,-AR liganada (klonidina, moksonidina, tizanidinarimana, harmina,
rilmenidina, idazoksana, gvanfacina i efaroksar@jadijentna reverzno-faznactea
hromatografija pod visokim pritiskom (RP-HPLC) jeairpenjena za odtivanje
kiselinskih konstanti derivata imidazolina (klomd, moksonidina, efaroksana i
idazoksana) B-karbolina (harmam)'® Kiselinske konstante harmitai klonidina*?
kao i diuretika triamterent® odralene su i UV spektrofotometrijskom metodom. U
Merckovom indekst™ moZe se na podatak o eksperimentalno odemoj [Ka
rilmenidina, dok za tizanidin i gvanfacin nema p@ta o eksperimentalnimKgp

vrednostima.
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1.4.2. Primena reverzno-fazne tne hromatografije u odredivanju

lipofilnosti

Lipofilnost jedinjenja izrazena logaritmom partioog koeficijenta oktanol-
voda logP ili distribucionog koeficijenta logD, aksu prisutne jonizovane forme
jedinjenja, predstavlja jedan od najvaznijin parearee u ADME Absorption,
Distribution, Metabolism, and Eliminatigrkarakteristikama leka kao i u odreanju
njegovog farmakodinartkog i toksikoloSkog profila.

Zametna | dugotrajna odiwanja logP/logD tradicionalnimshake-flesk
metodom, kao i ogratena interlaboratorijska reproduktivnost ovih vrestnga jedne
strane i udena linearna zavisnost izche logP/logD i hromatografskih retencionih
parametara sa druge strane dovela je do zameneg pmetoda dostupnim
hromatografskim  podacimia>'*® Od svog uvdenja reverzno-fazna dea
hromatografija pod visokim pritiskom, koja se moza&gledati kao sistem u kojem
dolazi do raspodele analita izdwepolarne vodene mobilne faze i nepolarne stacianar
faze, je prepoznata kao pogodna metoda zativérge lipofilnosti**’

Da bi se dobila visoka korelacija izthe logP i hromatografskih retencionih
podataka proces preraspodele u RP-HPLC sistemaladrddd Sto je mogte blize da
imitira procese koji se deSavaju u sistemu oktaola, Sto jecesto veoma tesko
ostvariti. Postoje podaci da u &ju ugljovodoninih-silika stacionarnih faza, suprotno
oktanolu, molekul rastvorene supstance vertikaleoefrira u vezani ugljovodami
sloj.*® Pored toga, retencija na takvoj stacionarnoj jgiod uticajem gustine vezanih
alkil lanaca na povrSini. Prvi pristupi u odreanju lipofilnosti zasnivali su se na
oblaganju stacionarne faze oktanolom, a kao eligekbri¥ena voda ili pufer za&eni
oktanolom™**®Glavni tehnéki problem koji se javio u toku pripreme ovakvihldoa
bila je nestabilnost samog oblaganja stacionamme fa

Danas se za proavanje hidrofobnosti, oktadecilsilika (ODS) sta@ame faze
koriste kao kolone prvog izbora. teno je mdutim, da se retencioni podaci dobijeni
na pojedin&nim kolonama potpuno istog tipa reverzno-faznogjgnja uz primenu iste
mobilne faze razlikuju. Razlike u retenciji uglavnmastaju usled spedcifiih osobina
date serije stacionarne faze. Te osobine su pavsiiika matriksa, distribucija veéine

pore, prisustvo metalnih disto¢a, tip i kol€ina slobodnih silanolnih grupa, sadrzaj

19



uglienika, povrsina modifikovane faze i Wf. Zbog toga se raziiti parametri
lipofilnosti (hidrofobnosti) mogu &kivati ne samo pri korg&nju razl€itih ODS
kolona vé i primenom razliitih serija istog proizvodaKaliszan i saradnici su
primenom QSRR Quantitative Structure Retention Relationshipsnalizirali 18
komercijalno dostupnih RP-HPLC koloffZU literaturi se mogu ré kriti &ki osvrti o
prednostima i nedostacima r&#ih stacionarnih faza korgnih za odrdivanje
lipofilnosti jedinjenja®'’

Najce&e korigeni retencioni parametar u HPLC, retencioni fakikgr definisan je

jedn&inom:

K== 1)

gde je tretenciono vreme analita, @gretenciono vreme mobilne faze (supstance koja se
ne zadrzava na koloni). Logaritmovana forma retamng faktora lof se koristi kao
indeks lipofilnosti.

lako postoje primeri jako visoke korelacije izdoelogK i logP vrednosti
dobijenihshake-flesknetodom, razlike izmi#I ova dva sistema su evidentne. Prisustvo
organskog rastvaga u mobilnoj fazi komplikuje proces hromatografskazdvajanja.
Pri odretenoj koncentraciji odabranog organskog rastiaajadan analit moze pokazati
vecu retenciju, odnosnosno &e lipofilnost u odnosu na drugi analit, dok se alban
situacija moze desiti pri drugim koncentracijamgamskog rastvaéa u mobilnoj fazi.
Zbog toga, u zavisnosti od sastava mobilne fazeunsggdobiti razliite vrednosti za
lipofilnost nekog jedinjenja ukoliko se ona izrazdegK vrednostima?’

Od kada suBoyce i Milborrow izvrSili ekstrapolaciju TLC retencionih
parametara dobijenih pri ragiiom odnosu organskog rastvéaa vode u mobilnoj fazi
na mobilnu fazu kojicini samo voda, postala je udhjena praksa da se kao mera
lipofilnosti koriste ekstrapolirani podaci umestamdataka dobijenih pri jednom
odabranom sastavu mobilne faze (izokratski podhigk).}*®*%*1?°*Ekstrapolacija se

zasniva na linearn@oczewiski-Snydezavisnosti:>**?

logK = logKy, + So (2)
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gdeK,, odgovara vrednosK kada mobilnu fazgini samo voda (pufer), S je konstanta
za dati analit i dati HPLC sistem,¢aje volumenska frakcija organskog rastvara
mobilnoj fazi. Na osnovu ove jedtine logk=logK,, kada mobilna faza ne sadrzi
organski rastvata Pravolinijska zavisnost javlja se samo pri ogtanom opsegu
sastava mobilne faze koji varira u zavisnosti odlitami kori¥enog hromatografskog
sistema. Zapravo od&® u Soczewiski-Snydejedndini se obéno razlikuju od loé,
vrednosti odréenih eksperimentalno (kada je to moégu i zavise od organskog
rastvarga koji je korigen. Ovo zapazanje je dovelo neke autore do zZddjwda
ekstrapolacija retencionih parametara na vodu (puk@o mobilnu fazu i lok,
parametar nemaju figko znaenje****Medutim logK,, parametar nije bez z&enja i
moZe se posmatrati kaodira standardizacije retencionih podatdi&.

Zavisnost vrednosti logP/logD i RP-HPLC retenciopdrametara daje moguwst ne
samo procene hidrofobnosti analita ¢ve predvidanje njegove reverzno-fazne
hromatografske retencijé’®****?°* Osnovna forma ove zavisnosti moZe se prikazati

jedn&inom:

ogKy = k; + ko logP/logD 3)

gde su ki ko koeficijenti regresione jediime.

Odretivanje lipofilnosti serije od 26 imidazolinskih Agada izvrSeno je
gradijentnom RP-HPLC metodoma XBridge™ C-18 kolont'® Eksperimentalno
odreiene lod,, vrednosti primenom RP-HPLC metode pokazale su umekerelaciju
sa teorijskim (izréunatim) logP vrednostima i znatno viSu korelacijla s
eksperimentalno oddenim logP vrednostima. Pokazano je da se predlodestiod
moze primeniti za preliminarnu evaluaciju lipofibto lekova kandidata, a njegova

prednost se ogleda u mdgwsti analize jedinjenja kada su prisutna zajedemesi.
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1.5. PRIMENA TEORIJSKIH METODA U ISPITIVANJU
BIOLOSKE AKTIVNOSTI | RETENCIONIH OSOBINA
LIGANADA IMIDAZOLINSKIH | ALFA ADRENERGI  CKIH
RECEPTORA

Brz razvoj kombinatorijske hemijehigh-throughput screeningHTS) metoda
olakSao je sintezu velikog broja jedinjenja odgeyae hemijske strukture, ali ne uvek
I Zeljene osobine. Omo se na osnhovu hemijske strukture jedinjenja jastomu
definisati reakcioni putevi u sintezi, dok je mogast predwianja osobina spedifnih
proizvoda reakcije joS uvek stvar iae pretpostavke.

Hemijska reaktivnost u najgej meri zavisi od strukture samog jedinjenja.
Adekvatno preddanje razltitih osobina, kao Sto sudiea klju¢anja, hromatografska
retencija ili bioloSka aktivnost na osnovu hemijskeukture, moze se izvrSiti samo u
okviru serije homologih ili bliskin kongenekih jedinjenja ekstrapolacijom ili
interpolacijom izmerene osobine reprezentativnéinjenja u seriji. Da bi se predvidela
odgovarajda fizicko-hemijska ili bioloSka osobina potrebno je uspesi kvantitativnu
zavisnost izméu hemijske strukture i Zeljene osobine.

Kvantitativni odnosi strukture i aktivnostiQuantitative Structure Activity
Relationships QSAR) predstavljaju oblast kompjuterskog istraZzjgakoja razvojem
matemaitikin modela uspostavlja matentie korelacije izméu parametara hemijske
strukture i bioloSke aktivnosti serije jedinjenja.

Kvantitativni odnosi strukture i osobinaQgantitative Structure Property
Relationships,QSPR) predstavljaju oblast kompjuterskog istrajaaknja razvojem
matematikin modela uspostavlja matentie korelacije izméu parametara hemijske
strukture i odgovarajie osobine jedinjenja. Ispitivana osobina moze fgtencija u
hromatografskom sistemu kada govorimo o kvantitetiv odnosima strukture |
retencije Quantitative Structure Retention Relationshii3SRR, pokretljivost u
elektroforetskom sistemuQgantitative Structure Mobility RelationshipSMR),
tacka kljucanja itd.

QSAR/QSPR modeli se mogu predstaviti u formi prédag na Slici 7. gde jeiP

bioloSka aktivnost (ili osobina od interesa) moleku,, D,, ..., D, izraunate (ili po
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nekad i eksperimentalno odene) strukturne osobine (molekulski deskriptori)
ispitivanih jedinjenja i C, €..., G, koeficijenti regresione jeddme.

Da bi se hemijska struktura molekule dovela u |laoigh sa
aktivnogu/retencijom neophodno je iZtnati razltite strukturne osobine (molekulske
deskriptore) ispitivanih jedinjenja. Primenom kotejske hemije modie je izr&unati
veliki broj molekulskih deskriptora (elektronskueggiju, entalpiju, toplotu formiranja,
dipolni moment, polarizaciju, elektronegativnosgrtiioni koeficijent oktanol/voda,
molarnu refraktivnost itd.) koji su veoma vazni paktelji osobina ispitivanih

jedinjenja®!

P=C+C*D1+C*D2+ .... + G*Dy

QSAR: Aktivnost = f (strukture)
QSRR/QSMR: Retencija/pokretljivost = f (strukture)

Slika 7. Zavisnost bioloSke aktivnosti i retencije/pokiigtisti od hemijske strukture jedinjenja.

1.5.1. Vrste teorijskinh metoda u molekulskom modetanju

Kompjuterska hemija obuhvata razieé matematike metode (Tabela 2.) koje se

mogu svrstati u dve velike kategorijg:'%

Molekulsko-mehani¢ke: primenjuju zakone klasme fizike na molekulsko jezgro bez

eksplicitnog razmatranja elektrona.

Kvantno-mehanicke: primenjuju zakone kvantne fizikeppisuju molekul sa

eksplicitnim razmatranjem elektronske struktureasravaju se n&chrodingerovoj
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jedna&ini. Ab initio, semi-empirijske density functionatheory(DFT) metode pripadaju

kvantnoj hemijit*®

Izbor odgovarajéeg metoda zavisi od brojnih faktora koji ukijyu:

¢ Prirodu molekule

« Vrstu informacije koju zelimo da dobijemo

» Raspolozivost primenljivih eksperimentalno aotfeih parametara, koji su

potrebni za pojedine metode

* R&unarske kapacitete

Tabela 2.Vrste kompjuterskih metod&

Metod

Molekulsko-
mehanitki (MM2)
-Zasniva se na
principima klasine
fizike

-Zahteva empirijske
podatke

Semi-empirijski
(Mopac)

-Zashiva se na
principima

kvantne fizike

-Koristi
eksperimentalno
odretene empirijske
parametre

-Koristi aproksimacije
Ab initio/DFT
(Gaussian)
-Zasnivaju se na
principima kvantne
fizike

-Matematéki rigorozni,
ne koriste empirijske
parametr

Prednosti

-Kompjuterski

Nedostaci

-Primenijiv na ograiien

najmanje zahtevan-brz i broj molekula

koristan za ogratéene
kompjuterske
kapacitete

-Moze se primeniti na

velike molekule kao Stc

su enzimi

-Kompjuterski manje
zahtevan o@b initio
metoda

-MozZe se koristiti za
ratunanje prelaznih i
pobuienih stanja

-Korisni za razne
sisteme

Ne zavise od
eksperimentalnih
podataka

-Mogu se Koristiti za
racunanje prelaznih i
pobuienih stanja

-Ne ra&una elektronske
osobine

-Zahteva
eksperimentalne
podatke ili podatke iz
ab initio prora&una

-Zahteva
eksperimentalne
podatke ili podatke iz
ab initio prora&una

-Manije rigorozan odb
initio metoda

-Kompjuterski zahtevni

Primena

-Veliki sistemi
(hiljade atoma)
-Sistemi ili procesi u
kojima ne dolazi do
raskidanja ili
formiranja veza

-Sistemi srednje
veli¢ine

-Sistemi koji
ukljuéuju elektronske
prelaze

-Mali sistemi
(desetine atoma)
-Molekuli ili sistemi
bez dostupnih
eksperimentalnih
podataka

-Sistemi koji
zahteveju

veliku taénost
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Velicina molekule moze biti ogratavajti faktor za odrdeni metod.Ab initio i DFT
su ogranieni na desetine atoma, semi-empirijski na stotimoliekulsko mehatki na
hiljade. Za razliku odab initio metoda, molekulsko mehake i semi-empirijske
metode zahtevaju odtene empirijske podatke za iZwmamavanje odabranih figo-

hemijskih parametara.

1.5.1.1. Molekulsko-mehanike metode

Molekulsko-mehartke metode su jednostavne, brze i sposobne daighbra
veoma velike sisteme kao $to su na primer enZilesto se primenjuju za dobijanje
preciznih struktura i energija molekula. Glavni asthtak molekulsko-mehaikih
metoda je Sto vrSe izf@anavanje parametara za osnovno stanje sistemaui wnis
moguenosti da adekvatno predstave geometriju modelkgnil formiranja i raskidanja
veza. Zasnhivaju ha osnovnim principima vibraciopeksroskopije i ideji da veze imaju
svoje prirodne duzine i uglove tako da molekul @a&ipostigne geometriju pri kojoe
te vrednosti u naj\@®j meri biti postignute. N&g&e kori&€eni programi zasnovani na

ovim metodama su M MM 33!

1.5.1.2. Semi-empirijske metode

Semi-empirijski pror&duni su u osnovi kvantno-mehahki i za razliku od
molekulsko-mehagkih, ove metode koriste matente formulacije talasnih funkcija
(Schrodingerova jednaina sa aproksimacijama) koje opisuju vodonikov difpitala
(Slatertip orbitale (STO) iGaussiartip orbitale (GTO)). Semi-empirijske metode vrSe
linearnu kombinaciju orbitala do trenutka pronatgdesistema sa najnizom energijom.
Semi-empirijski proréuni se razlikuju u aproksimacijama koje pravepglse odnose
na repulziju izméu elektrona u razlitim orbitalama. Najraniji metodi su se zasnivali
na proSirenoHuckelovoj teoriji i CNDO Complete Neglec of Differential Overlap)
nisu bile pouzdane za&ananje energije. Unaptene metode kao Sto su MINDO-3,
MNDO, AM1 i PM3 ulaze u sastav MOPAC programa lsgikoristi za izréunavanje
brojnih parametara: atomskog naelektrisanja, digmplnmomenta, jonizacionog

potencijala, kao i za optimizaciju geometrije duaanje vibracionih frekvend*
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1.5.1.3. Abinitio metode

Ab initio kvantno-mehatke metode koriste u osnovi cl&6dingerovu
jedn&inu bez aproksimacija. Ove metode su najkorisnijslutajevima kada nema
dostupnih eksperimentalnih podataka. Glavni nedastab initio proratuna je da
zahtevaju dosta kompjuterske memorije tako da saagu Kkoristiti rutinski za sisteme
sa viSe od 50 teskih aton&b initio metode ukljduju veliki broj linearnih kombinacija
orbitala do trenutka pronalaZzenja sistema sa mimoma energijom. U toku te
procedure za set orbitala se vrSi ptoraelektron-elektron repulzione energije koja se
zatim koristi za r&unanje novog seta orbitala i dobijanje nove vretnekektron-
elektron repulzione energije. Proces se ponavljardoutka postizanja najstabilnije
konformacije ispitivanog molekula odnosno do pradehja sistema sa najnizom
potencijalnom energijom. Taost samih prokana zavisi od broja orbitala koje koristi
izabrani bazni set. ViSe upotrebljenih orbitalaed@a§nije ali i sporije proréune.
Standardniab initio programi daju dobre rezultate kod raavanja energije,
distribucije naelektrisanja, vibracionih frekvena pronalazenja najstabilnije
konformacije molekula u osnovnom stanju. &&e kori€eni ab initio programi su
Gaussian Honda Najjednostavniji oblikab initio prorauna je poméu Hartree-Fock
(HF) metode™**

1.5.1.4 Density functional theory (DFT) metode

Density functional theoryDFT) je snazno uticala na razvoj kvantne hemije u
toku proteklih 20 godina. Zasnovana na poznatohenbergand Kohn teoremama
DFT je obezbedila dobru osnovu za razvoj kompjkibrsstrategija za dobijanje
informacije o energiji, strukturi i osobinama malék na mnogo brzi i tainarski manje
zahtevan ndn u odnosu na tradicionalnab initio talasnu funkcij®* DFT je
zasnovana na principu da je ukupna energija elegkay sistema jedinstvena funkcija
elektronske gustine, a ne talasne funkcije kao &wdhitio i semi-empirijskin metoda.
Uvodenje DFT metoda @waussianprogramski paket promovisalo je ovaj metod kao
kompjutersku alternativu tehnikama talasne funkkge Sto suHartree-Fock Mgller-

Plesseti dr. Pitanje koje s&€esto postavlja je da li DFT moze da se posmatra kao
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specijalan oblikab initio metoda. Protiv ove tvrdnje j@njenica da té&na matematka
forma DFT jednaine nije poznata za razliku od konvencionadteinitio teorije gde je
tatna matematka formaSchrddingerove jednéine poznata. U konvencionalnap
initio teoriji talasna funkcija moze biti unademna uzimanjem &g baznog seta i visih
korelacionih nivoa, Sto nas sve viSe priblizava atigam reSenjuSchrodingerove
jedn&ine, ali u DFT do sada nije bilo tako jednostavnogfina da se unapredi
jedn&ina pa je potrebno patenje rezultata sa eksperimentom i sa viSim nivoaba
initio prora&una. MozZe se @ da je u tom smislu trenuthna DFT semi-empirijskia a
ogranten broj empirijskih parametara (uglavnom od 0 dpiXogutnost da se jednog
dana pronde egzaktna jeddaa ¢ine je u duhuab initio metode. Pored toga DFT
metod koji koristi jednéine bez empirijskih parametara je matewtatkao ab initio i

talasnofunkcijske metodé®

1.5.2. Kvantitativni odnosi strukture i aktivhosti (QSAR) liganada

imidazolinskih iay-adrenergickih receptora

Farmakoloski efekti selektivnihi-liganada pored centralnog hipotenzivnog
dejstva uklj¢uju i antiaritmtko dejstvo, pojganu renalnu cirkulaciju, diurezu i
natriurezu zajedno sa inhibicijom reapsorpcije ipatra i ekskrecije kalijuma, zatim
inhibiciju aktivnosti renalnog simpatikus¥%2%1%j dr. Svi ovi farmakoloski efekti
ukazuju da se razvojem novih selektivnijinlR liganada mogu dobiti veoma efikasni
antihipertenzivni lekovi. Pored toga, visokoselefhtil;-IR ligandi su veoma vazni za
ispitivanje strukturnih, funkcionalnih i farmakoldB osobina {J-imidazolinskih
receptora.

Primena kompjuterskin metoda u racionalnom dizajmu lekova polazi od
razumevanja osnovnih fizioloskih, patofizioloskibbiohemijskih aspekata bolesti ili
cilinog mesta dejstva u bioloSkom sistemu. Ukolijeo poznata kristalna struktura
odreienog receptora onda se moze primetietkan pristup ili dizajniranje liganada
koje se zasniva na poznatoj 3D strukturi receptugskesta $tructure-Based Drug
Design SBDD). Drugi pristup predstavljadirektno dizajniranje lekova i zasniva se

na strukturnim karakteristikama samih liganadggnd-Based Drug Desigh.BDD).
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Do sada joS uvek nije utdena trodimenzionalna strukturaIR proteina, ali je
kloniran Imidazoline Antisera-Select€tRAS) gen koji je najverovatnije odgovoran za
sintezu {-IR proteina*® Prenos IRAS cDNA u PC 12 i ovarijaldelije kineskog htka
(Chinese Hamster OvanGHO) doveo je do ekspresija-IR proteina:*®**” Humani
IRAS protein, nazvannischarin, uspe$no je identifikovan i klonirdf®3814
Ustanovljeno je da je ekspresijgscharina u ¢eliji od klju¢nog zng&aja za duvanje
aktivnosti b-IR i pokretanje odgovaragih signalnih puteva kao Sto su aktivacija
fosfatidilholin-zavisne fosfolipaze Cpkosphatidylcholine-sensitive phospholipase C
(PC-PLC)) i fosforilacijaExtracellular Signal Regulated Kina&RK) enzima. 043
Zato se pretpostavlja da pescharin zapravo 1-IR, ili funkcionalna jedinica 1R ili
membranski medijator uklen u aktivaciju IR signalnih puteva?®*4®

Posto trodimenzionalna strukturalR proteina nije poznata, preciznig@cking
studije (n silico simuliranje vezivanja liganada za receptorsko mes# -IR su u
velikoj meri otezane. Zbog toga su teorijske metoaigonalnog dizajna novih-IR
liganada zasnovane na strukturnim karakteristikhgsmada (LBDD), kao Sto su 2D-
QSAR, 3D-QSAR analiza i razvoj 3D-strukture farmimka L-IR liganada, jedan od
mogueih pristupa u dizajniranju novih farmakoloski aktil jedinejnja. Véa h-IR/ap-
AR receptorska selektivnost z@gno smanjuje nezeljene efekte koji nastaju
stimulacijomay-adrenergikih receptora. QSAR studija-IR liganada u kombinaciji sa
QSAR studijom 1-IR/a,-IR selektivnosti moZze biti veoma korisna u procakiiivnosti
novih antihipertenziva sa centralnim dejstvom iimie&nju najzné&ajnijih fizicko-
hemijskih parametara-IR liganada odgovornih za postizanje péaeog afiniteta kagt
IR, kao i za postizanjg-IR/a,-AR selektivnosti. Na ovaj @& je moguée smanijiti broj
sintetisanih i ispitivanih jedinjenja niske biol@skktivnosti.

Dosadasnje 2D-QSAR studije-IR liganada ukazale su da elektrosdatii
sterni deskriptori ovih jedinjenja imaju najjauticaj na njihov afinitet kaHR i I-
imidazolinskim receptorima. Pored toga, 3D-QSARNIE®A, GRID i GOLPE) studije
su pokazale da kombinacija sternih i elektroskéti polja kao najzn&jnijih MIF
(Molecular Interaction Fieldl deskriptora ima najée uticaj na |-IR afinitet
vezivanja:** Na osnovu ovih studija formiran je i model farmfike h-IR liganada

(Slika 8.) koji se sastoji iz 2 hidrofobna regioftdY1l i HY2), dve grupe donora
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vodonine veze lydrogen Bond Donor GroupddBD), aromatinog prstena (Ar) i
pozitivno naelektrisanog dela struktuRoégitively Charged moietyC).

HY 2
NH cl
HN \ PC
Ar
HBD N~ |
HY1
H
Cl

Slika 8. Sematski prikaz farmakoforeR liganada na primerp-jodoklonidina.

1.5.3. Kvantitativni odnosi strukture i retencije/pokretljivosti

(QSRR/QSMR) liganada imidazolinskih ia-adrenergickih receptora

Reverzno-fazna tma hromatografija i kapilarna elektroforeza predsgifu
nage&e kori€ene separacione metode u analizi farmaceutskiraktsupstanci. Veliki
broj dostupnih stacionarnih faza u HPLC analizip karazlkitih puferskih aditiva
(ciklodekstrina i povrsinski aktivnih supstanci)jikee mogu koristiti u CE analiziesto
otezava odabir polaznih uslova za razvoj odgouéeapnalittke metode. Da bi se
jednim delom skratilo vreme potrebno za pronalaZemptimalnih eksperimentalnih
uslova pristupilo se pr@avanju matematkih modela na osnovu kojih se jednostavnim
ratunanjem molekulskih deskriptora odgovatga jedinjenja moze predvideti njegova
hromatografska retencija ili pokretljivost u kapraj elektroforezi. Ukoliko postoji
moguenost da se relativnodao predvidi retencija analita i/ili separacione Smenda
bi teorijski pristup jednim delom mogao da zamengatrajne eksperimente. Kie
razlicitim metodama koje se mogu primeniti za prédwie retencije/pokretjivosti,
kvantitativni odnosi strukture i retencije/pokrattjsti (QSRR/QSMR) predstavljaju

naje&e korig&eni pristupt*®*>2
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Prve QSRR studije nastale su kao rezultat primeatodologije kori§ene u

studijama kvantitativnog odnosa strukture i biomakktivnosti, takozvanoglansch-

ovogpristupa, na analizu hromatografskih podataka

Da bi se sprovela QSRR/QSMR analiza neophodan tje&kwamtitativnho uporedivih
retencionih/elektroforetskin parametara za dovolyaliku seriju jedinjenja i set
njihovih strukturnih deskriptora. Metodologija iljevi QSRR/QSMR studija®**° su

prikazani na Slici 9.

Hromatografski
Molekulski deskriptori i elektroforetski
parametri
A A
Kompjuterska
obrada podataka
v
QSRR/QSMR
Identifikacija o : Predvianje
momatvnn | Sfp Ofelenie netenzand ey reencie
deskriptora 9 jan| pokretljivosti
A A A
v v w

Odretivanje kompleksnih
fizicko-hemijskih

A 4

Procena

bioloSke aktivnosti
osobina analita ksenobiotika

Slika 9. Metodologija i cilievi QSRR/QSMR studifa’
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Upotrebom kompjuterskih statigkih hemometrijskih metoda, retencioni parametri
mogu biti predstavljeni u funkciji razitih deskriptora ispitivanih jedinjenja. QSRR i
QSMR modeli mogu biti primenjeni za:
» identifikaciju najzna&ajnijih strukturnih deskriptora
e predviianje retencije/pokretljivosti novog analita i idéRaciju nepoznatih
analita
e razumevanje molekulskin mehanizama razdvajanja tondaseparacionom
sistemu
* kvantitativno  pordenje  separacionih  osobina pojedim&n  tipova
hromatografskih kolona
e procenu fizkko-hemijskih osobina analita kao Sto su lipofilnaskonstante
jonizacije

e procenu bioloske aktivnosti

Nekoliko osnovnih tipova QSRR i QSMR analize se zenprimeniti. Najstariji
tip QSRR-a uspostavlja korelaciju izdwe retencionih parametara (KfdogK,) i
logaritma particionog koeficijenta n-oktanol-vodagP)*******Drugi tip QSRR-a se
zasniva na solvatohromnom metodu @derga i tzv. linear solvation energy

}54,155

relationships (LSERs i treci tip QSRR-a uspostavlja zavisnost iztoe

hromatografske retencije i strukturnih deskriptd@bijenih r&unarskom hemijom®
152

U QSMR analizi elektroforetski parametri kao Sto sugraciono vreme
(tm),****°relativno migraciono vreme (RMT i efektivna pokretljivost analita.fs)*>®
su kori€eni zajedno sa izéanatim molekulskim deskriptorima za formiranje hneih i
nelinearnih regresionih modela kojima se moze pdalv elektroforetsko ponasanje
razlicitih grupa lekova?*® amonijaka i alifatinih amina u prisustvu ciklodekstrin®,
aminokiselind”’i sulfonamida->®

FarmakoloSka Kklasifikacija 83 razla leka, mdu kojima su i ligandi
imidazolinskih iax-adrenergikih receptora, izvrSena je na osnovu njihovog r@terg
ponasanja na 6 raziiih stacionarnih faza u HPLC sisteriil;*®°a retencioni parametri
dobijeni u RP-TLC sistemu za 11 liganada imidazKih i a-adrenergikih receptora

uspesno su primenjeni u QSAR/QSPR anafizi.
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1.6. FORMIRANJE MODELA, PROCENA KVALITETA |
VALIDACIJA QSAR/QSPR MODELA

Sam proces formiranja QSAR/QSPR modela moze seaavopodeliti u 3 stupnja.
Prvi stupanj je odabir molekulskog seta podataka Q8AR/QSPR studiju i
izratunavanje molekulskih deskriptora. Drugi stupanjzasniva na primeni razltih
statisttkihn metoda u formiranju odgovarajh modela. Multilinearna regresija

162183 metoda parcijalnin  najmanjih kvadrata

149,162,163
)

(Multiple Linear Regressign MLR)
(Partial Least Squares regressioRLS) veSt&ke neuronske mrezd\ftificial
Neural Network ANN)®*4 | Klasifikaciona i regresiona stablalgssification and

$*71% su naje&e primenjivane statistke metode. U svim pristupima

regression tree
deskriptori predstavljaju nezavisnu promenljivu (X)a bioloSka aktivnost,
hromatografska retencija ili pokretljivost u kapilaj elektroforezi predstavljaju
zavisnu promenljivu (Y). Tr@ stupanj i najvazniji deo u formiranju modela je
validacija modela, odnosno procena da li se formim@aodel moze Koristiti za pouzdano

predvidanje bioloske aktivnosti ili osobine (retencijekpetljivosti) novih jedinjenja.

1.6.1. Odabir molekulskog seta podataka i iziéunavanje

molekulskih deskriptora

Broj jedinjenja koji se koristi u QSAR/QSPR studig bi trebalo da bude suviSe
mali, a iz prakinih razloga ni suviSe veliki. Gornju granicu ¢&ge odreluju softveri i
vreme dostupno za formiranje modela odabranom rokiggom. Da bi se formirali
modeli koji se mogu Koristiti za pouzdano prefdrije bioloSke aktivnosti ili osobine,
odabrani set jedinjenja je potrebno podelititreming i testset'®° Jedinjenja koja ulaze
u sastav trening seta koriste se za formiranjeegegnih modela, dok su jedinjenja iz
test seta vazna za validaciju formiranih modela rocpnu njihove sposobnosti
predvidanja. Maksimalan broj jedinjenja u trening setubn&rebalo da prelazi 2000 jer

tada dolazi do neefikasnosti u samoj obradi podatdksléaju velikog broja jedinjenja
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moze se primeniti nekoliko raziiih pristupa kao Sto su 1) izdvajanje railh
podsetova jedinjenja 2) klasterovanje podatakamii@nje nezavisnih modela za svaki
klaster itd. TeSko je dati egzaktan minimum jedijge koji se moze Koristiti za
dobijanje pouzdane regresione jegina, ali uvek treba imati u vidu da mali trening se
moze dati sléiajnu korelaciju ioverfitting (nepovoljan odnos broja parametara i broja
analiziranih jedinjenja usletega je dobijeni model previSe prilatgm trening setu) Sto

za rezultat moZe imati dobijanje nepouzdanih régnéls jednainal®®

1.6.1.1. Molekulski deskriptori

Molekulski deskriptori se mogu definisati kao kfjajnezultat matematke
procedure kojom se informacija o strukturi molekplieevodi u korisnu numeiku
vrednost koja simbalno predstavlja oddenu karakteristiku molekuletgorijski
deskriptor)). Deskriptori takde mogu biti i rezultat standardnog eksperimentiakse
klasifikuju kao eksperimentalni deskriptori,Korisna“ numeréka vrednost u ovom
kontekstu podrazumeva da dobijena vrednost mozeapgma doprineti boljem
razumevanju molekulskih osobina i/ili da moze kiris¢ena u modelu za predianje
osobina drugih molekul&’

Broj strukturnih deskriptora koji se moze iaaati za neko jedinjenje je
prakticno neogrartien. Samo ponta Dragon softvera koji séesto koristi u ove svrhe,
moguee je izr&unati preko 4000 molekulskih deskriptora.

Postoji nekoliko n&ina na osnovu kojih se molekulski deskriptori mogu
klasifikovati u grupe. Jedna od najjednostavnijibdgla je na osnhovu prirode
deskriptora, na teorijske ili eksperimentalne dgg@re. Dalja klasifikacija teorijskih
molekulskih deskriptora se wvrSi na osnovu dimenalioosti molekulskog
predstavljanja. U zavisnosti od dmaa prikazivanja molekule, teorijske deskriptore
mozemo podeliti na nulte-(0OD), jedno-(1D), dvo-(2Do-(3D) i cetvoro-(4D)
dimenzionalne.

OD-deskriptori se dobijaju iz molekulske formulenezavisni su od molekulske
strukture. To su najjednostavniji deskriptori kppkazuju hemijski sastav jedinjenja
bez informacija o geometriji molekule. Primer oweskriptora su broj i tip atoma,

molekulska masa itd. 1D-deskriptori predstavljajolekul u vidu liste molekulskih
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fragmenata. Primer ovih deskriptora su broj finkeilmih grupa (amino grupa, estara,
broj atoma donora H-veze itd). 2D-deskriptori sypdioSki deskriptori i daju
informacije o povezanosti atoma u molekuli uzindaju obzir i tip vezivanja i
interakciju izméu atoma (Zagreb indeks, Balaban indeks itd.). 3Bkdptori se
raunaju iz geometrijske ili trodimenzionalne struldumolekule (3D MoRSE
deskriptori, GETAWAY deskriptori i dr.), dok se A4deskriptori dobijaju iz
stereoelektronskog prikazivanja molekule ili prikamnja u vidu resetk&’

Klasifikacija deskriptora se moZze izvrSiti i na iizo-hemijske, kvantno-hemijske,
teorijske (topoloski, geometrijski) itd.

Sa hemijske t&ke glediSta zn&jni su samo oni mateméki deskriptoricije se
zna&enje moZe jasno dovesti u vezu sa retencijom, &hkolm aktivnodu,
farmakokinetékim parametrima ili nekom drugom ispitivanom osabimn Pokazano je
da brojni neempirijski strukturni deskriptori znatrdoprinose kvalitetu formiranih
modela. Sa druge strane, moze se uvesti na hifjadién deskriptora bez unajienja
njihovog statistikog kvaliteta i fizEkog zn&enja. Pitanje koje se tada postavlja je da li
dobro preduianje, koje potwtuje kvalitet date regresione jeditae, ima vaznost u
slieaju kada se zianje primenjenih deskriptora ne moze jasno intéinateu funkciji
isptivane osobine? Odnosno, da li je bolje formir@SAR/QSPR model sa
deskriptorima koji se jednostavno mogu interpagiitak i ako sposobnost predanja
takvog modela moZe bitiak i loSija u odnosu na prethodni &7 Odgovor na ovo
pitanje se moze dobiti samo ukoliko modeli formiraa deskriptorimdije je zn&enje
nejasno imaju znatno e ma: predvidanja u odnosu na modetdi deskriptori se
mogu jednostavno interpertirati. PoSto kvalitet FASPR modela zavisi uglavnom
od odabira najinformativnijih deskriptora ispitivarjedinjenja iz ogromnog setasto
medusobno korelisanih deskriptora, pogodan metod zbiodleskriptora je kljti za

dobijanje odgovarajiih modela.
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1.6.2. Statisttke metode za formiranje QSAR/QSPR modela

1.6.2.1. Multilinearna regresija

Multilinearna regresiona analiza predstavlja jedod nageXe kori€enih
metoda u formiranju QSAR/QSPR regresionih modelMUR-u, regresiona analiza se
sprovodi sa cillem da se dobiju statikti znatajni modeli u kojima se zavisno
promenljiva Y predstavlja kao funkcija limitirandgoja molekulskih deskriptora.
QSAR/QSPR modeli mogu biti formirani @priori izabranog malog seta deskriptora
poznatih fizéko-hemijskih osobina ili polaze od velikog seta potencijalno korisnih
deskriptora kada se MLR analiza ne moze primesitujnajvéem broju sldajeva broj
dostupnih deskriptora zt@no premasuje broj ispitivanih objekata. U takvim
situacijama pre formiranja regresionih modela poie je izvrSiti  selekciju
najinformativnijeg seta deskriptora. U te svrhe mae primeniti postupna MLR
(stepwise MLR)naliza, gde se selekcija deskriptora unapfedvérd) ponavlja sa
njihovom eliminacijom unazadéckward.**4®3Jedan od nedostataka ovog metoda je
da se postupna MLR procedura zasniva na podeSapadjiaka f(tting) pa dobijeni
model moZe biti previSe prilagen ispitivanom trening setw\erffited. Da bi se to

izbeglo primenjuje se ukrStena validacija.

1.6.2.2. Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata

Metoda parcijalnih najmanjih kvadratBdrtial Least Squares regressidnl.S)
predstavlja generalizaciju multilinearne regreshd.S pristup uveo jéHerman Wold
1975. godine za modelovanje komplikovanih setovdapeika, organizovanih u matrice
(blokove), na koje se nije mogla primeniti ugédjena regresiona analiza. Najve
zn&aj PLS regresije, za razliku od MLR analize, oglesta u mogénosti analize
podataka koji su nepotpuni, sa visokom interkoiglat, sa velikim brojem
promenljivih X, a daje modunost i istovremenog modelovanje nekoliko zavisnih
promenljivih Y. Sam metod se zasniva na uspostajjdinearne zavisnosti iznda
zavisne promenljive Y i niza latentnih (eksplanatoy predvdajucih) promenljivih,

takozvanih PLS faktora koji predstavljaju linearnkombinaciju originalnih
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promenljivih (X) i povéavaju kovarijansu iznd X (matrice molekulskih deskriptora)
I 'Y (retencionog vremena, bioloSke aktivnosti). PIsB cesto interpretira i kao

projekcija na latentne strukturBrpjection to Latent structures§*®°

1.6.2.3. Vestdéke neuronske mreze

Vestake neuronske mrezé(tificial Neural Network,ANN) su kompjuterski
programi dizajnirani da po ugledu na bioloSke naske sisteme imitiraju &an na Kkoji

sovesji mozak obrduje informacijet’

Osnovna gradivha komponenta veékia

neuronskih mreZa je neuron (Slika 16.)Svaki vestaki neuron ima svoj teZinski ulaz
(weighted inpyt prenosnu funkciju t(ansfer functiof i izlaz (outpu). PonaSanje
neuronske mreze je uslovljeno: prenosnom funkcijgemih neurona, pravilimacenja

i samom arhitekturom (brojem neurona, slojeva.itDglazei signali koji se nazivaju
ulazi (nputy pomnoZzeni tezinskim vezamaofinection weigthsse prvo saberu, a
zatim prolaze kroz prenosnu funkciju stvatajuzlaz (outpud) za taj neuron.
Aktivaciona funkcija je tezinski zbir neuronskihaah, a n&@ese kori¥ena prenosna

funkcija je sigmoidalna funkcija. Prenosna funkagie nelinearni karakter mrezi.

TXW, fEXW)

> Aktivacia Transformacija » Y

/(jT/'

eZinske veze

lzlaz

Xz

Ulazi

Slika 10. Model vestakog neurond’®

Postoje raztiiti tipovi uredenja (arhitekture) neuronskih mreza, a jedan odeSsg

koris¢enih su viSeslojni perceptroni(iltiiayer PerceptronsMLP). Ovaj tip vesStéke
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mreze se sastoji od ulaznog sloja, jednog ili gi§@venih slojeva i izlaznog sloja (Slika
11).

Svaki sloj ima nekoliko jedinica koje odgovarajuur@nima. Neuroni susednih
slojeva su potpuno povezani vezama koje odgovaiagpsama. dma veza izméu
neurona naziva se tezina. Kako se signal prenas kirezu jednosmerno od ulaza
preko skrivenog sloja do izlaza, MLP pripada vigsi nerekurentnim mrezama
(Multi Layer Feedforward Networkg¢Slika 11.).

Ay —»
Ky —p
Xy —

< O— ¥
0%,
< O— v

Maznd Aktivend Izlaznd
sloj sloj slaj

J{4—h-

Slika 11.Vi3eslojna nerekurentna mreZ4.

Neuronske mrezece na primerima. Sustina procesznja je da on dovodi do
korigovanja sinaptkih teZzina. Kada ulazni podaci koji se dovode mkaze ne dovode
do promene ovih koeficijenata, smatra se da je s@atena za reSavanje nekog
problema. Postoje ragiti algoritmi u¢enja, a viSeslojni perceptroni se primenjuju za
reSavanje kompleksnih problema zahvakujunajcese back propagation (BP)

algoritmu™
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1.6.3. Validacija modela

Validacija modela je jedan od najkémijin koraka QSAR/QSPR analize koji
omoguuje porgenje formiranih modela i izbor optimalnog modela sajvetim
prognostikim potencijalom. Najeke se primenjuje ukrStena validacijaefve-One-
Out Cross ValidationLOO-CV) u kojoj se validacioni regresioni faktdrgave-One-
Out Cross ValidatedQ?) koristi kao kriterijum robusnosti i predidjuce sposobnosti
modela. Cesto se smatra da je visoka vrednodt(@a primer 3>0,5)'"? dovoljan
pokazatelj dobre nid predvidanja datog modela. Matim, iako niske vrednosti Q
ukazuju na loSe predianja modela, visoke vrednosti’@e danas ne smatraju
dovoljnim kriterijumom u proceni kvaliteta formirag modela®®*"® Sposobnost
formiranog modela da predvidi vrednost zavisne paljive Y trebalo bi da bude
potvidena primenom joS jedne validacione procedure, eiestevalidacije, koja
podrazumeva proveru sposobnosti datog modela davigreispitivanu osobinu za
jedinjenja koja nisu korégna u formiranju modela i kog@ne tzv. test set ili eksterni
set.

PremaTropshii saradnicim&®'"

test set treba da ima najmanje 5 jedinjeiije
aktivnosti/osobine i struktura moraju da budu uegps aktivnosti/osobina i strukture
jedinjenja u trening setu. Ovaj zahtev je neophatiadobijanje pouzdane statistike za
poreienje izméu eksperimentalnih i predienih vrednosti ovih jedinjenja. Pored
visoke G vrednosti pouzdan model treba da bude okarakterigmokim koeficijentom
korelacijeR (ili R?) izmaiu predvitene i eksperimentalne aktivnosti/osobine jedinjenja
iz test seta. Pri formiranju QSAR/QSPR modela slegmrametre za jedinjenja u test

setu treba uzeti u obzir:

® koeficijent korelacijeR izmedu predviene i eksperimentalne vrednosti

(i) najmanje jedan (a bolje oba) koeficijent determijeaza regresionu pravu
koja prolazi kroz centar koordinacionog sisteRa (eksperimentalna (Y-
osa) vs. predvidena (X-osa) vrednost) iIR'; (predviiena (Y-osa)vs.

eksperimentalna (X-osa) vrednost)
(i)  najmanje jedan nagib regresionih krivia i(k') koje prolaze kroz centar

koordinacionog sistema (ods jednak nuli).
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2. CILJ RADA
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Ciljevi ove doktor ske disertacije su:

» QSAR analiza i primena multilinearne regresije ustpuljanju matematke

zavisnosti za definisanje kvantitativnog odnosa ijek@ strukture imidazolinskih i

ap-adrenergikih liganada i njihovog afiniteta za-imidazolinske receptorey,-

adrenergike receptore, kao i njihoveIR/ax-AR selektivnosti.

= Optimizacija eksperimentalnih uslova za razdvajasieeSe imidazolinskih bp-

adrenergikih liganada (klonidin, moksonidin, rilmenidin, maan, harmin, amilorid,

tizanidin, idazoksan, agmatin, gvanfacin, klopamédaroksan,p-aminoklonidin,

gvanabenz, triamteren i indapamid) metodom kapel&tektroforeze.

>

= [spitivanje

Ispitivanje uticaja koncentracije i pH vrednostifgna, temperature,
napona i razditih koncentracija a-, B- i vy-ciklodekstrina na

elektroforetsku pokretljivost i rezoluciju.

Teorijsko ispitivanje i optimizacija procesa konmkdeganja liganada
imidazolinskih iay-adrenergikih receptora sa-, - i y-ciklodekstrinom.

Primena linearnih (MLR i PLS) i nelinearnih (ANNfjasistickih metoda
u formiranju QSMR modela koji definiSu pokretljitosspitivanih

jedinjenja u prisustvu razitih ciklodekstrinaa-, p- i y-ciklodekstrina.
Formiranje multi-target QSMR modela koji definiSe matemikti
zavisnost deskriptora liganada (X) i pokretljivosti kapilarnoj

elektroforezi u prisustvu-CD (Y1), 3-CD (Y2) iy-CD (Y3).

retencije/pokretljivosti 29 liganada idazolinskih i/ili a-adrenergikih

receptora (klonidin, moksonidin, rilmenidin, brimdm, harman, harmin, amilorid,

tizanidin,

idazoksan, gvanfacin, klopamid, efaroksariamteren, indapamid,

fenilefrin, efedrin, pseudoefedrin, doksazosin, galosin, karvedilol, klozapin,

olanzapin,

maprotilin, mianserin, ksilometazolin,afarolin, oksimetazolin,
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tetrahidrozolin, tramazolin) primenom reverznordazt&ne hromatografije pod
visokim pritiskom i kapilarne elektroforeze.

» Eksperimentalno oddévanje efektivne elektroforetske pokretljivosti
metodom Kkapilarne elektroforeze pri kiseloj, bazmnapeutralnoj pH
vrednosti elektrolita 1 retencionih faktora RP-HPL@etodom
koris¢enjem C18 kolone pri kiseloj, baznoj i neutralndj prednosti

mobilne faze.

» Primena linearnih statiskih metoda (postupne MLR i PLS) u
formiranju odgovarajtih QSRR/QSMR modela koji definiSu retenciju/
pokretljivost ispitivane grupe imidazolinskih i/ilalfa adrenergkih
liganada pri razéitim pH vrednostima u CE i RP-HPLC sistemu i
uporelivanje mehanizama odgovornih za retenciono ponasan;

razlicitim analitickim sistemima.

» Korelacija eksperimentalno odienih retencionih parametara u kiseloj,
neutralnoj i baznoj sredini primenom RP-HPLC metsdelogP i logD
vrednostima izréunatih primenom raalitih teorijskih metoda.

» Klasterovanje liganada imidazolinskih i alfa admgi&kih receptora na
osnovu eksperimentalno odenih loK,, vrednosti u kiseloj, neutralnoj i
baznoj sredini; efektivne pokretljivosiies U kiseloj, baznoj i neutralnoj
sredini i na osnovu deskriptora izdvojenih u nafaj@jim
QSRR/QSMR modelima.

» Odrefivanje kiselinsko-baznih konstanti jonizacije kldma, moksonidina,

tizanidina, gvanfacina, rilmenidina, idazoksanaar@fsana, harmana, harmina i

triamterena metodom kapilarne elektroforeze.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. QSAR STUDIJE IMIDAZOLINSKIH |  a,- ADRENERGI CKIH
LIGANADA

3.1.1. Bioloski podaci

QSAR studije su sprovedene na dve grupe eksperatnémtpodataka koji su

preuzeti iz literaturé'?

Prvu grupu eksperimentalnih rezultata @nili afiniteti vezivanja (konstante
inhibicije vezivanja radioliganda;) 12 ispitivanih jedinjenja za-imidazolinske oza.,
aze- | aoc-adrenergike receptore koji su odteni u prisustvuqHR radioliganda 1] p-
jodoklonidina (}*3)PIC).*!

Afiniteti vezivanja za J-imidazolinske receptore su odseni na celijskim
membranama humanih trombocita u prisustvuu¥Onoradrenalingiji je nizak afinitet
ka h-imidazolinskim receptorimaK{ ~1mM) i visok afinitet kaa,-AR omoguio
selektivno maskiranje,-adrenergikih receptora. Negativan logarita vrednosti pK;
(I1-IR) (pK; = - logK)) izratunat je za sva ispitivana jedinjenja i kéggd kao zavisno
promenljiva u QSAR analizi.

Afiniteti vezivanja za humaneya-, o2s- i opc-adrenergike receptore izmereni
su na ovarijalnintelijama kineskog tka (Chinese hamster ovar¢;HO) u kojima su
ovi receptori eksprimirani. Za QSAR analizu #raata je srednja vrednost afiniteta
vezivanja i izrazena kad{g(o,-AR).

Selektivnost vezivanja za-IR u odnosu nai-AR je izra&unata iz razlike afiniteta
vezivanja: {-IR/a,-AR-selektivnost = K;(1:-R)-pKi(a2-AR).

Drugu grupu eksperimentalnih rezultata stnili afiniteti vezivanja 11
ispitivanih jedinjenja za ilimidazolinske receptore odteni na PC12¢elijama u
prisustvu visokoselektivnog 1-IR liganda, radiojodiniranog 2-(2-hloro-4-jodo-
fenilamino)-5-metil-pirolina (23] LNP911)**Negativan logaritani; vrednostipK;(l:-
IR) (pK; = - logK) izratunat je za sva ispitivana jedinjenja i késga kao zavisno
promenljiva u QSAR analizi.
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3.1.2. Optimizacija konformacije ispitivanih jedinjenja i izracunavanje

molekulskih deskriptora

Hemijske strukture ispitivanih jedinjenja konstang su u ChemDrawUltra
programu’* Za sva ispitivana jedinjenja izf@nate su K, vrednosti i odabrani
dominantni molekulski/katjonski oblici pri fiziole®m pH 7,4 poméu MarvinSketch
programa.’® Kristalna struktura klonidin-hidrohlorida posiw&ile kao osnova za odabir
odgovarajdeg metoda za geometrijsku optimizaciju ispitivajginjenja’’® Ranije
izvedene B3LYPBecke 3-parameter, Lee, Yang and PHfr'®konformacione analize
[B3LYP/6-31+G(d,p)] su pokazale, u skladu sa ekispemtalnim podacima, da
klonidin i moksonidin egzistiraju kao stabilniji ino tautomeri dok kod rilmenidina
amino tautomer pokazuje nesto ¢ue stabilnost’®'®® Kompletna geometrijska
optimizacija odabranih dominantnih tautomernihaneernih oblika pri fizioloSkom pH
7,4 izvrSena je primenom B3LYP/3-21G(d,p) metodakyiru Density Functional
Theory(DFT) pom@éu Gaussian 98 program&.

Izracunavanje molekulskih deskriptora tako optimizovastituktura u Gaussian
98 programtf* izvreno je kori&enjem B3LYP hibridne funkcije sa 6-31G(d,p) baznim
setom u vodenom rastvoriPdlarizable Continuum ModelPCM)®? Pored toga,
ChemProp* i MarvinSketcfi™ programi su koriéeni za izr&unavanje particionog
koeficijenta oktanol-voda (logP), kiselinsko-baznikonstanti jonizacije (2),
distribucionog koeficijenta (logD), izoelekirie ta&ke, ukupnog naelektrisanja, molarne
refraktivnosti (MR), Connolly povrSine dostupne rastvata (Connolly Solvent
Accessible Surface Are&AS), Connolly molekulske povrSineGonnolly Molecular
Surface AreaMS) i polarnog dela povrSine molekulalar Surface AreaPSA).

Od 42 izr&unata fiztko-hemijska, topoloSka i elektronska deskriptora za
multilinearnu regresionu analizu odabrani su samolekulski parametri koji su
pokazali visok stepen korelacije sa eksperimentabdreienim afinitetima ka
imidazolinskim -IR (pKi(I1-IR)) i op-adrenerdgikim receptorima (Ki(a2-AR)), kao i
visoku korelaciju sallR/0-AR selektivnodu (r>0,55). Odabrani deskriptori nisu

pokazali zn&ajnu interkorelaciju.
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3.1.3. Optimizacija aktivnog domena IRAS-a

Aminokiselinska sekvenca aktivnog domena IRAS-E&BNlocus: AAC33104)"
dobijena je iz baze podataka Nacionalnog centtaiaahnologiju National Center for
Biotechnology Information Databaséwww.ncbi.nim.nih.gov)In silico simuliranje
vezivanja liganada za receptorsko mesto (fleksibiigand docking)izvedeno je u
Argus Lab 4.0.1. prograni® Program je validiran seockingtatnou od ~3 A za
vrednost RMSD(root mean square deviatipnzmeiu predvidene i eksperimentalne
kristalografske  struktur€® Docking proraiuni zapéeti su geometrijskom
optimizacijom aktivhog domena IRAS-a, rutenijum-ug€eg regiona (aminokiseline
629-691§% primenom UFF (Universal Force Fiel)f® metoda implementiranog u
ArgusLab 4.0.1 prograt¥® LNP911 kao jedinjenje sa najim afinitetom i
selektivnogu za I-IR (K;: 1,400 nM) odabrano je za traZzenje i selekcijurankiselina
u aktivnom domenu receptora koje su odgovorne teakciju sa ligandom. Utdeno
je da aminokiseline Asp, Glu, Tyr i Al&estvuju u formiranju intermolekulskih veza sa

ligandom.
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3.2. SEPARACIONE METODE U ANALIZI LIGANADA
IMIDAZOLINSKIH | ALFA ADRENERGI CKIH RECEPTORA

3.2.1. Oprema, hemikalije i r&unarski programi

3.2.1.1. Oprema

Sistem za kapilarnu elektroforezu SpectraPhore€d® $Spectra Physics
Analytical, SAD)

UV detektor

program ChromQuest software version(#ti&rmo Finnigan, SAD)

 HPLC uretaj HP 1100 (Hewlett-Packard, Beaverton, OR, SAD)

binarna pumpa

2Qul manuelni injektor Rheodyne

1100A UV detektor
program ChemsStation

e pH metar Radiometer model PHM 240 pH/ION-meter (Baeter,
Kopenhagen, Danska)

 Analiticka vaga Adventuré!-Pro (Ohaus Corporation, Pine Brook, SAD)
« Ultrazvweno kupatilo UCI-75 (R. ESPINAR, S.L., BarcelonaaSija)
« Kolona: XTerr& RP18, 4,6 x 100 mm, 3,5 pm (Waters, Irska)

» Kapilare: 31 cm x 50 um id, efektivna duzina 235 81,5 cm x 50 um id,
efektivna duzina 24,0 cm (Polymicro TechnologieSD$

* TKA sistem za pr&S¢avanje vode (Niederelbert, Netka)
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3.2.1.2. Hemikalije

Standardi__ispitivanih__supstanci agmatin-sulfat, klonidin-hidrohlorid,p-

aminoklonidin-hidrohlorid, gvanabenz, moksonidihimhlorid, gvanfacin-
hidrohlorid, brimonidin-tartarat, efaroksan-hidrohd, idazoksan-hidrohlorid,
rilmenidin-hemifumarat, harman, harmin-hidrohloridjzanidin-hidrohlorid,
triamteren, klopamid, indapamid, nafazolin-hidrafdp ksilometazolin-
hidrohlorid, tetrahidrozolin-hidrohlorid, oksimetain-hidrohlorid, efedrin-
hidrohlorid, pseudoefedrin-hidrohlorid, maprotilmdrohlorid, tamsulosin-
hidrohlorid, mianserin-hidrohlorid, karvedilol, klapin i olanzapin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD); tramazolin-hidrohloki doksazosin-mezilat
(zdravlje, Leskovac, Srbija); amilorid-hidrohlor{@alenika, Beograd, Srbija);
fenilefrin-hidrohlorid (Ivari¢ i sinovi, Beograd, Srbija)

a-, B- i y-ciklodekstrin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Mravlja kiselina (Merck, Darmstadt, Nexia)

85 % ortofosforna kiselina ((Merck, Darmstadt, Nékag

Natrijum hidroksid (Merck, Darmstadt, Netika)

Natrijum-dihidrogenfosfat, Na}PO, - HO (Merck, Darmstadt, Nenika)
Dinatrijum-hidrogenfosfat, N&dIPO, - HO (Merck, Darmstadt, Nenika)
Amonijum acetat (Merck, Darmstadt, Netka)

Metanol Chromasolv HPLGistoce (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nertka)

Borna kiselingSigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Glacijalna siéetna kiselina (J. T. Baker, Deventer, Holandija)

Amonijum hidroksid (Carlo Erba, Milano, Italija )

3.2.1.3. R&unarski programi

Microsoft Office Excel, Microsoft Corporation, SARQ03
ChemDrawUltra 7.0.0, CambridgeSoft Corporation, N6#AD, 2002.
Chem3DUltra 7.0.0, Cambridgesoft, MA, SAD, 2002.

Gaussian 9&Revision A.7), Gaussian, Inc., Pittsburgh, PASF098.
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SIMCA P+ program, Version 12.0, Umetrics AB, Um8agdska 2008.
MarvinSketchChemAxon Budimpesta, Mdarska 2008.

Dragon 6.0 program, Talete srl, DRAGON (Software Nolecular Descriptor
Calculation), Version 6.0 — 2010.

STATISTICA Neural Networks 4.0, StatSoft, Inc., SAD98.

OriginPro 8 SRO, MA, SAD, 2007.
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3.2.2. QSMR studija liganada imidazolinskih ia,-adrenergiékih

receptora u prisustvu-, g- i y-ciklodekstrina

3.2.2.1. Priprema rastvora

Osnovni rastvori agmatina, amilorida, klonidina, ksonidina, tizanidina, harmina,
efaroksana, gvanfacina, gvanabenza, idazoksanag(inb} u odmerni sud od 10 mL
prenese se 10 mg ispitivane supstance, rastvomltnazvwtnom kupatilu u 0,1 %

rastvoru mravlje kiseline i dopuni 0,1 % rastvoromavlje kiseline do crte.

Osnovni rastvori rilmenidina, triamterena, kloparajdndapamida, p-aminoklonidina,
harmana:u odmerne sudove od 25 mL prenese se 5 mg rilnmehamifumarata, 5 mg
triamterena, 12,5 mg klopamida, 12,5 mg indapaml@s5 mgp-aminoklonidina, 25
mg harmana, doda 10 mL 0,1 % rastvora mravlje ikisehekoliko kapi koncentrovane
mravlje kiseline i meSa na ultrazinom kupatilu do rastvaranja. Odmerni sudovi se

dopune 0,1 % rastvorom mravlje kiseline do crte.

Radni rastvor smeSe 15 jedinjenja:odmerni sud od 25 mL prenesu se odgovéeaju
zapremine osnovnih rastvora ispitivanih supstamagiotda krajnje koncentracije u
rastvoru budu 0,45 mM za agmatin, 0,14 mM za klonipg-aminoklonidin, idazoksan i
efaroksan, 0,20 mM za moksonidin i rilmenidin, 0,281 za amilorid, gvanabenz,

harman i harmin, 0,1 mM za triamteren, klopamiddapamid, 0,05 mM gvanfacin.

Radni rastvor smeSe 11 jedinjenjaodmerni sud od 25 mL prenesu se odgovaeaju
zapremine osnovnih rastvora ispitivanih supstaa&iotda krajnje koncentracije u
rastvoru budu: 0,07 mM za klonidin, moksonidinzatidin; 0,12 mM za agmatin; 0,05
mM za gvanfacin i 0,1 mM za amilorid, harman harmiitmenidin, klopamid i

idazoksan. Odmerni sud se dopuni vodom do crte.
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Rastvori elektrolita (pufera)

Rastvor fosfatnog pufera pH 1pomesa se 509 uL 85% ortofosforne kiseline i 560
2,5 M rastvora NaOH sa 200 mL vode, podesi pH westirastvora 85% ortofosfornom

kiselinom na pH 1,5 i razblazi vodom do 250 mL.

Rastvor fosfatnog pufera pH 2,omeSa se 509 pL 85% ortofosforne kiseline sa 200
mL vode, pH vrednost rastvora podesi 2,5 M rastwofdaOH na pH 2,0 i razblazi
vodom do 250 mL.

Rastvora-ciklodekstrina u puferu pH 2,0 (12 mM) odmerni sud od 10 mL prenese se
masa koja odgovara 0,116 fgiklodekstrina, doda 5 mL rastvora fosfatnog pafpH
2,0, rastvori na ultrazvwimom kupatilu i dopuni puferom do crte.

Rastvorpg-ciklodekstrina u puferu pH 2,0 (15 mMJ) odmerni sud od 10 mL prenese se
masa koja odgovara 0,170233giklodekstrina, doda 5 mL fosfatnog pufera pH R,0
rastvori na ultrazwvtnom kupatilu uz blago zagrevanje. Rastvor se ohiadibpuni

puferom do crte.

Rastvorpg-ciklodekstrina u puferu pH 1,5 (15 mM) odmerni sud od 10 mL prenese se
masa koja odgovara 0,170233giklodekstrina, doda 5 mL fosfatnog pufera pH 1,5
rastvori na ultrazwvtnom kupatilu uz blago zagrevanje. Rastvor se ohiadibpuni

puferom do crte.
Rastvory-ciklodekstrina u puferu pH 2,0 (6 mM) odmerni sud od 10 mL prenese se

masa koja odgovara 0,0778-giklodekstrina, doda 5 mL rastvora fosfatnog pafpH

2,0, rastvori na ultrazvmom kupatilu i dopuni puferom do crte.
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3.2.2.2. Elektroforetski uslovi

Razdvajanje ispitivanih jedinjenja u smeSi postignuje kori€enjem
neoblozenih kapilara duzine 31 cm (za smesSu 1%jEdge) i 31,5 cm (za smeSu 11
jedinjenja), efektivnih duzina 23,5 (za smeSu 18ingnja) i 24 cm (za smeSu 11
jedinjenja), unutrasnjeg pheika 50 um, uz primenu napona od +9 kV i pri terapi
od 25 °C. Uzorci su injektovani u kapilaru elekiraimickim putem (10 kV, 1s) u
triplikatu i prateni na talasnoj duzini od 200 nm. Pre zapjanja elektroforetskog
razdvajanja kapilara je ispirana 0,1 M HCI (15 minpdom (10 min) i radnim
elektrolitom (15 min).

U cilju stabilizacije elektroosmotskog toka i uraginje povrSine kapilare, kroz
kapilaru je pre injektovanja ispitivane smeSe jghja propustan radni elektrolit pri
visokom naponu u toku 20 minuta. lzéedva injektovanja kapilara je ispirana 2
minuta radnim rastvorom elektrolita (rastvoromx, B- ili y-ciklodekstrina u

odgovarajdem puferu).

3.2.2.3. Odabir dominantnih tautomernih oblika

Hemijske strukture ispitivanih jedinjenja konstange su u ChemDrawUltra
programu-’* Za sva ispitivana jedinjenja iztanate su K. vrednosti i odabrani
dominantni molekulski/katjonski oblici pri ekspeemalnim uslovima, pH 1,51 pH 2,0
pomasu MarvinSketch programa: Cikli¢ni gvanidini i amidini (moksonidin, klonidin,
tizanidin i rilmenidin) mogu biti prisutni u dvaatna tautomerna oblika, amino i imino.
Sa cillem da se dobiju precizniji rezultati odadmminantnih tautomernih oblika je
izvrSen tako Sto su katjoni njihovih amino i imiteutomera optimizovani primenom
B3LYP/6-31G(d,p) nivoaDensity Functional TheoryDFT). U ranijim ispitivanjima
odabrani metod je uspe$no primenjen za optimizagipanih gvanidina i amidin&>
Moksonidin-amin katjon je odabran kao dominantnitéanerni oblik na osnovu nize
vrednosti SCF energijeSélf Consistent Field Energy¥a katjone amino i imino
tautomera klonidina, tizanidina i rilmenidina daig vrednosti SCF energije su bile

ekvivalentne pa su dominantni tautomerni oblicijnienoblici klonidina, tizanidina i
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rilmenidina odabrani na osnovu eksperimentalno jdobii rezultata’H i *C NMR

spektroskopske analiZ&

3.2.2.4. Optimizacija ligand-ciklodekstrin kompleks

Polazne koordinate ciklodekstrina su preuzete aemske baze podataka [pdb
3ck70-CD, 1gvif3-CD, 2zyk- v-CD] (protein data bank:

http://www.rcsb.org/pdb/home/home)do Geometrija a-, p-, vy-ciklodekstrina i

odabranih molekulskih/katjonskih oblika ispitivanifedinjenja i odgovarajih
tautomera je optimizovana primenom semi-empirijskdg3 metoda u Gaussian 98
programu'®® Prethodna ispitivanja su pokazala da je odabraeioth pogodan za
modeliranje velikih molekulskih sistema, kao Sto siklodekstrin inkluzioni
kompleksi?* %2

U cilju simuliranja inkluzionog procesa, glikonid atomi kiseonika
optimizovanog ciklodekstrina su postavljeni u X¥aa i njihov centar je definisan kao
centar koordinacionog sistema. Ciklodekstrin jerzad u ovoj poziciji dok je ligand
uvoden u CD Supljinu duZ Z-ose u rastojanju od 3 d8 & koordinacionog centra i sa
intervalima od 1A. Za svaki interval geometrija gebog kompleksa je potpuno
optimizovana PM3 metodom sve dok analizom harmkihijfrekvenci nije potuteno
da je dobijena polazna ¢ka stvarni minimum (sve svojstveneigen) vrednosti
Hessiarove matrice su bile pozitivne).

Inkluzioni proces svakog liganda, uldpju¢i oba tautomerna oblika
moksonidina, klonidina, tizanidina i rilmenidina& ispitivan u dve mogde orjentacije:
Orjentaciji I gde je ligand uvéen u ciklodekstrin kroz Siru stranu Supljine kogali
sekundarne alkoholne grupeQrjentaciji Il gde je ligand uwen kroz uzu stranu
Supljine koja sadrzi primarne alkoholne grupe &Ii#2.). Najstabilniji kompleksi (sa
najnizom SCF energijom) svakog liganda i odgovaegu ciklodekstrina su dalje

koris¢eni za prorédun molekulskih deskriptora i energije kompleksieanj

AE=ExompleksEiigana-Ecp 4)
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gde Exompleks Eiganss @NdEcp predstavljaju redom ukupnu energiju kompleksa,ndi
odgovarajdeg ciklodekstrind® Ista procedura je primenjena za sve inkluzione
komplekse sa-, - i y-ciklodekstrinom.

Termodinamiki parametri kompleksiranja, promena entalpijeif), entropija
(AS®) i Gibbsova slobodna energijaAG°) izra&unati su PM3 metodom u Gaussian
programu za pritisak od 1 atm i pri temperatur&®,15 K.

-
4 Orientaciia
L
i
o
& Orjentactja 11
> 7
'

Slika 12.Orjentacije liganda i ciklodekstrina prilikom forranja kompleksa.
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3.2.2.5. Molekulski deskriptori

Gaussian 98 (B3LYP/6-31G+(d,p)/3-21G(d)/STO-3G({&PP-3G(d) i HF/3-
21G(d)/STO-3G(d) bazni setf* MarvinSketch’® i Chem3D Ultra 7.0.5% programi su
koris¢eni za izréunavanje kostitucionih, fizko-hemijskih, termodinamkih i
elektronskih osobina analiziranih jedinjenja (Ochatdin dominantnih
katjonskih/molekulskih i tautomernih oblika) i ngiiih kompleksa. Grupi iztanatih
deskriptora dodati su i kvantno-hemijski deskript@o 5to su hemijski potencijal,
elektronegativnosty, hardnesqn), global softnes¢S) i indeks elektrofilnosticf) koji
se veomacesto koriste u interpretaciji raziiih aspekata hemijskog vezivanja i
reakcionih mehanizama. Hemijski potencijal, elekégativnosthardnesgotpornost na
transfer elektrona) isoftness (hemijska reaktivnost, sposobnost delokalizacije

7-189

naelektrisanjd se prem&oopmanovoj teoremi definiSu kao:

— (ELUMO + EHOMO)

U= > ) (5
X=—H (6)
— (ELUMO B EHOMO)
n= 5 (7)
1 1
S=—"—= 8
2n (ELUMO - EHOMO) ®)

Hemijski potencijal ukazuje na tendenciju elektratea se odvojihardnessse moze
opisati kao otpornost na transfer elektrorsmftnessje koristan za jednostavno
predvitanje hemijske reaktivnosti***°*%?Indeks elektrofilnosti je predloZen kao mera
smanjenja energije do koje dolazi usled maksimalrogoka elektrona iznde: donora
i akceptorad = y%/2n).}%

Svi izra&unati deskriptori su predstavljeni u Tabeli 3. Flope deskriptori su
racunati i za ligande i za ligand-CD komplekse, dokdsugi ra&unati samo za ligande
ili komplekse. Ukupno je iztanato 47 deskriptora liganada i po 13 deskriptora
kompleksa za svaki CDuod{, B- i y-CD). Odabir najbolje grupe deskriptora vrSen je
nezavisno za svaki CE sistem koji sadezj pB- ili y-CD tako Sto su izgkaunati
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deskriptori korelisani sa RMT (relativnim migracion vremenom, RMT=hait
(Min)/tagmatin (Min)) ispitivanih jedinjenja u prisustva-, B- ili y-CD odvojeno.
Deskriptori sa konstantnim vrednostima su eliminisdMedu deskriptorima koji su
pokazali visoku interkorelacijur$0,99) zadrzan je deskriptor koji je imao ¢ue
korelaciju sa Y, dok je drugi eliminisan iz grujé Na kraju, ukupan broj deskriptora
liganada i odgovarafih kompleksa koji je kori&n u QSMR analizi bio je 53 2aCD,
52 zaB-CD i 52 zay-CD.

U slwaju multi-targetQSMR (MQSMR) analize razmatrani su samo deskriptori
liganada. Mdu kolinearnim deskriptorima (sa interkorelacijorn0,99) zadrzan je
deskriptor koji je imao w& korelaciju sa w@nom zavisnih promenljivin, RMT u
prisustvu a-CD (Y1), B-CD (Y2) i y-CD (Y3), dok je drugi eliminisan iz grupe
podataka. Na kraju, ukupno 40 deskriptora liganada@ri&eno u mQSMR analizi.

Tabela 3.1zratunati deskriptori kori&ni u QSMR analizi i njihove skéanice

Programi Deskriptori

Energija savijanja (Eb), Naelektrisanje-dipol efjerg Ecd), Dipol-dipol energija
(Ed), Energija istezanja (Es), Energija istezamjaianja (Esb), Torziona energija
(Et), Ukupna Energija (ENan der Waalova 1,4 energija (E14), nean der Waals
ova 1,4 energija (Ev), Particioni koeficijent (oktd/voda)(ClogP), Molarna
refraktivnost (MR), Balaban indeks (Bindx), Brojaktera (CIsC), Paik (Diam),
PovrSina dostupna rastvata(SAS), Molekulska povrSina (MS), Zapremina molaku
(SEV), Egzaktna masa (Mass), Molekulski topoloskieks (Tindx)Ovality, Glavni
moment inercije-X (PMIX), Glavni moment inercije-{PMIY), Glavni moment
inercije-Z (PMIZ), Zbir stepeni (Sdeg), Zbir valémcih stepeni (SVDe), Ukupna
povezanost (TCon), Ukupna valenciona povezano3tCfh), Wiener indeks
(WIndx), Karakteristika oblika (ShpA), Koeficijenblika (ShpC).

Chem3D

logP nejonskih vrsta, Distribucioni koeficijent ¢b), PovrSina polarnog dela
molekule (PSA), PovrSina dostupna rastéaréSASA),van der Waalsva povrsina,

MarvinSketch Donor vodonine veze (HBD), Akceptor vodafrie veze (HBA), Refraktivnost,
Naelektrisanje.

Dipol, Energija najvise popunjene molekulske olkittHOMO), Energija najnize
nepopunjene  molekulske orbitale (LUMO), Hemijski tegwijal (),
Elektronegativnosty, Otpornost na transfer elektrong,(Sposobnost delokalizacije

Gaussian naelektrisanja (S), Indeks elektrofilnosts)( Energija kompleksiranjaAg), Gibbs
ova energijaAG), Entalpija AH), Entropija AS).
MOPAC Toplota formiranja (Hf)
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3.2.3. QSRR i QSMR studija liganada imidazolinskih alfa
adrenergékih receptora

3.2.3.1. Priprema rastvora pufera za CE i HPLC anatu

Priprema rastvora pufera pH 4,41 odmerni sud od 500 mL prenese se i rastvondi v
0,5 g NaOH, doda 1,8 mL glacijalnecgtne kiseline i dopuni vodom do crte. Jonska

jacina dobijenog rastvora iznosi 25 mmol/L.

Priprema rastvora pufera pH 7,4 odmerni sud od 500 mL prenese se i rastvori u vod
0,68466 g NakPO;xH»0, doda 3,77 mL rastvora 1M NaOH i dopuni vodomcde.
Jonska jaina dobijenog rastvora iznosi 25 mmol/L.

Priprema boratnog pufera pH 9,U odmerni sud od 500 ml prenese se i rastvori u vodi
1,6014 g HBO3; doda 12,65 mL 1M NaOH i dopuni vodom do crte. &angina
dobijenog rastvora iznosi 25 mmol/L.

Priprema amonijum acetatnog pufera pH 91 odmerni sud od 500 mL prenese se i
rastvori u vodi 0,9635 g amonijum acetata, podesvgednost amonijakom na pH 9,1 |

dopuni vodom do crte. Jonsk&ij@a dobijenog rastvora iznosi 25 mmol/L.

3.2.3.2. Priprema rastvora za HPLC analizu

Priprema osnovnih rastvora

Osnovni rastvori efaroksana, amilorida, tizanidindazoksana, klonidina, nafazolina,
ksilometazolina, tramazolina, tetrahidrozolina, mhetazolina, efedrina,
pseudoefedrina, fenilefrina, maprotilina, tamsut@si harmana, harmina, klopamida,
indapamida, moksonidina, rilmenidina, mianserina,okshzosina, karvedilola,
klozapina, olanzapina, gvanfacina, triamterenapwhidina(l mg/mL):U odmerni sud
od 10 mL prenese se 10 mg ispitivane supstanceorasia ultravidnom kupatilu u 7

mL metanola i dopuni metanolom do crte.
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Priprema radnih rastvora

Radni rastvoriefaroksana, amilorida, tizanidina, idazoksana, kiioma, nafazolina,

ksilometazolina, tramazolina, tetrahidrozolina, mhetazolina, efedrina,
pseudoefedrina, fenilefrina, maprotilina, tamsut@si harmana, harmina, klopamida,
indapamida, moksonidina, rilmenidina, mianserina,okshzosina, karvedilola,
klozapina, olanzapina, gvanfacina, triamterena,nwhidina (0,1 mg/mL):u odmerni

sud od 10 mL prenese se 1 mL osnovnog rastvorpurdanetanolom do crte.

Radni rastvor rilmenidina(0,7 mg/mL): u odmerni sud od 10 mL odmeri se 7 mg
rilmenidin hemifumarata, rastvori na ultrazmem kupatilu u 7 mL metanola i dopuni

metanolom do crte.

3.2.3.3. Priprema rastvora za kapilarnu elektroforeu

Priprema osnovnih rastvora

Osnovni rastvoriefaroksana, amilorida, tizanidina, idazoksana, kiioma, nafazolina,

ksilometazolina, tramazolina, tetrahidrozolina, mhetazolina, efedrina,
pseudoefedrina, fenilefrina, maprotilina i tamsuh@su vodi (c=1 mg/mL): odmeri se
10 mg ispitivane supstance, prenese u odmerni dutDanL, rastvori u vodi i dopuni

vodom do crte.

Osnovni rastvor gvanfacina vodi (c=0,5 mg/mL): odmeri se 5 mg gvanfacinagngse

u odmerni sud od 10 mL, rastvori u vodi i dopundem do crte.

Osnovni rastvor brimonidina 0,1 % rastvoru mravlje kiseline (c=1mg/mL): odirse
10 mg brimonidina, prenese u odmerni sud od 10nawtyvori u 0,1 % rastvoru mravlje

kiseline i dopuni istim rastvatam do crte.

Osnovni rastvori harmana, harmina, klopamida, indapamida, moksomidin
rilmenidina, mianserina, doksazosina, karvedildifgzapina i olanzapinar metanolu
(c=3 mg/mL): u odmerni sud od 5 mL prenese se 15smifjvane supstance, rastvori u

metanolu i dopuni metanolom do crte.
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Osnovni rastvor triamterena metanolu (c=0,29 mg/mL): u odmerni sud od 25 mL

prenese se 7,25 mg triamterena, rastvori u metammpuni metanolom do crte.

Priprema radnih rastvora

Radni rastvoriefaroksana, amilorida, tizanidina, idazoksana, kiioma, nafazolina,
ksilometazolina, tramazolina, tetrahidrozolina, mhstazolina, efedrina,
pseudoefedrina, fenilefrina, maprotilina i tamsuhas(30 pg/mL): u odmerni sud od 5
ml prenese se 150 pL osnovnog rastvora u vodi (oginlL), doda 100 pL acetona i

dopuni vodom do crte.

Radni rastvor gvanfacingl5 pg/mL): u odmerni sud od 5 mL prenese se 1B60 p
osnhovnog rastvora gvanfacina u vodi (0,5 mg/mL)dadd00 pL acetona i dopuni

vodom do crte.

Radni rastvoriefedrina i pseudoefedrin@5 pg/mL):u odmerni sud od 5 mL prenese
se 225 pL osnovnog rastvora efedrina i pseudoef@drivodi (c=1 mg/mL), doda 100
uL acetona i dopuni vodom do crte.

Radni rastvoriharmana, harmina, klopamida, indapamida, moksomidiimenidina,
mianserina, doksazosina, karvedilola, klozapinanabpina(30 pg/mL):u odmerni sud
od 10 mL prenese se 100 pL osnovnog rastvora unoletaloda 200 pL acetona i

dopuni vodom do crte.

Radni rastvor rilmeniding60 pg/mL): u odmerni sud od 10 mL prenese se |200
osnhovnog rastvora rilmenidina u metanolu, doda gQ0acetona i dopuni vodom do

crte.
Radni rastvor triamtereng5,8 pg/mL): u odmerni sud od 10 mL prenese se |200

osnovnog rastvora triamterena u metanolu, dodaj@0@cetona i dopuni vodom do
crte.
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Pre injektovanja svi rastvori su profiltrirani krazembranske filtere 0,22 pm.

3.2.3.4. Odrdivanje logK,, vrednosti reverzno-faznom t€nom hromatografijom

pod visokim pritiskom

Za odrdivanje loK,, vrednosti primenjena je reverzno-faznacnte
hromatografija pod visokim pritiskom (RP-HPLC). Sjedinjenja su injektovana u
zaprimini od 20 pL i analizirana pri izokratskimlmgma na XTerr8 RP18, 4.6 x 100
mm, 3.5 um koloni, pri protoku od 0,8 mL/min, nabsoj temperaturi i kori&njem
UV detekcije u oblasti talasnih duzina od 200-28Q n

U zavisnosti od lipofilnosti ispitivanih jedinjenjgoH vrednosti pufera (pH 4,4;
7,4 ili 9,1) najmanje 6 mobilnih faza metanol/pusar udelom metanola od 75-2 % je
primenjeno za oddivanje retencionog vremena i iZztmavanje retencionog faktoka

prema sledéj formuli:

K=(t-to)/to (1)

gde je t retenciono vreme analita, @dead volumgretenciono vreme mobilne faze)
odraieno injektovanjem vodenog rastvora KNKao markera koji se ne zadrzava na
koloni.

Na osnovu linearne zavisnosti logaritma retenciofadgpra, lod< i volumenske

frakcije organskog rastvata u mobilnoj fazip koju je dadSnyder

logk= logK, + Sp (2)

izratunata je vrednost |&G, koja u datoj jednani predstavlja ods&k, dok konstanta S
odgovara nagibu linearne krive.

Zbog velike razlike u lipofilnosti izmi ispitivanih jedinjenja, nije bilo moge
pratiti retenciju svih jedinjenja u istom opsegubiah faza. Najlipofilnija jedinjenja
kao Sto su doksazosin, karvedilol, klozapin, malmmopracena su sa \é&m udelom

metanola u mobilnoj fazi dok su hidrofilna jedingrkao Sto su fenilefrin, efedrin,
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pseudoefedrin, brimonidin i moksonidin peaa sa znatno manjim udelom organskog
rastvarda.

Za svako ispitivano jedinjenje odiene su loH, vrednosti za tri razlita sistema
metanol/pufer pH 4,4; metanol/pufer pH 7,4 i metgnder pH 9,1 koje redom

odgovaraju 08w 4 10gKy7 4 1 logKye 1 Vrednostima.

3.2.3.5. Odrdivanje efektivne elektroforetske pokretljivosti mebdom kapilarne

elektroforeze

Efektivha elektroforetska pokretljivost jedinjenga tri razltite pH vrednosti
elektrolita odrdena je kori8enjem neobloZzene kapilare duzine 31,5 cm (efektivha
duzina 24 cm) i unutrasnjeg dijametra 50 um. Pr@repe kapilara je kondicionirana
15 minuta 0,2 M NaOH, 10 minuta vodom i 10 minudanmm elektrolitom (rastvor
pufera pH 4,4; 7,4 ili 9,1). U cilju stabilizacigdektroosmotskog toka({ectroOsmotic
Flow, EOF) i unutraSnje povrSine kapilare, pre injekigaauzoraka kroz kapilaru je
propusten radni elektrolit pod visokim naponom kut@0 minuta. Svi uzorci su zatim
injektovani hidrodinangkim putem u triplikatu, pri naponu od 11 kV i temgeiri od
25°C, i pr&eni na talasnoj duzini od 200 nm. lzidnedva injektovanja kapilara je
ispirana rastvorom radnog elektrolita 1 minut. Kamarker elektroosmotskog toka
koris¢en je 2% v/v aceton.

Efektivna elektroforetska pokretljivosilers analita pri datoj pH vrednosti
elektrolita izr&unata je na osnovu eksperimentalno dobijenih p&dgbaema sled®]

formuli:

Meff= ldl s/ U (1/tm'1/teof) )(9

Gde je { ukupna duzina kapilares| efektivna duzina kapilare, U primenjeni napon, t
migraciono vreme analita,,f migraciono vreme elektroneutralnog EOF markera.
Efektivna elektroforetska pokretljivost svakog jgdnja odrdena je pri tri rallite pH
vrednosti elektrolita: pH 4,4; pH 7,4 i pH 9,1 $idgovara redomdg 4.4, Heff 7,41 Heff o1

vrednostima.
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3.2.3.6. Optimizacija konformacije ispitivanih jedinjenja i izra¢unavanje
molekulskih deskriptora

Hemijske strukture ispitivanih jedinjenja konstane su u ChemDrawUltra
programu'’* U cilju odabira dominantnih tautomernih oblika mokilina, klonidina,
rilmenidina, tizanidina, brimonidina i tramazolinagutralni amino i imino tautomeri
ovih jedinjenja su optimizovani primenom B3LYP/6&3H,p) nivoa Density
Functional Theory(DFT). Kao dominantni tautomerni oblici, na osnomize SCF
energije, izdvojeni su amino tautomer rilmenidiniaino tautomeri ostalih jedinjenja.

Za sva ispitivana jedinjenja (ukfuju¢i dominantne tautomerne oblike)
izracunate su K, vrednosti i odabrani dominantni molekulski/katjpnsblici pri tri
razlicite pH vrednosti (pH 4,4; pH 7,4 i pH 9,1) poémoMarvinSketch programd?®
Kompletna geometrijska optimizacija odabranih daninih tautomernih i
molekulskih/katjonskih oblika pri datim pH vredniosa izvrSena je primenom
B3LYP/3-21G(d,pj*® nivoa Density Functional Theory(DFT) u Gaussian 98
programu'®*

Za sve optimizovane strukture primenom Gaussian(B&LYP/3-21G(d,p),
MarvinSketch, Chem3D Ultra 7.0.0 i Dragon 6.0 peogd™ izra‘unato je 2400
molekulskih deskriptora podeljenih u 20 klasa. Gdabjboljeg seta deskriptora vrSen
je nezavisno za svaki HPLC (I 4; l0gKw7.4 1 l0gKwe 1) | CE (et 4,4 Hett 7,41 Hef 9,1)
sistem. Deskriptori sa konstantnim vrednostimalsoigisani. Metu deskriptorima koji
su pokazali visoku interkorelacijuX0,99) zadrZzan je deskriptor koji je imaocue

korelaciju sa Y, dok je drugi eliminisan iz seta.
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3.2.4.0dredivanje kiselinsko-baznih konstanti jonizacije meto@m

kapilarne elektroforeze

3.2.4.1. Priprema rastvora analiziranih supstanci

Priprema osnovnih rastvora

Osnovni rastvori efaroksana, tizanidina, idazoksardonidina u vodi (c=1 mg/mL):
odmeri se 10 mg ispitivane supstance, prenese @midsud od 10 mL, rastvori u vodi
i dopuni vodom do crte.

Osnovni rastvor gvanfacinar vodi (c=0,5 mg/mL): odmeri se 5 mg ispitivane

supstance, prenese u odmerni sud od 10 mL, rastwarili i dopuni vodom do crte.

Osnovni rastvori harmana, harmina, moksonidina Imenidina u metanolu (c=3
mg/mL): u odmerni sud od 5 mL prenese se 15 mdivgpie supstance, rastvori u

metanolu i dopuni metanolom do crte.
Osnovni rastvor triamterena metanolu (c=0,29 mg/mL): u odmerni sud od 25 mL
prenese se 7,25 mg ispitivane supstance, rastvoretanolu i dopuni metanolom do

crte.

Priprema radnih rastvora

Radni rastvoriefaroksana, tizanidina, idazoksana i klonidi(@ pg/mL): u odmerni
sud od 5 mL prenese se 150 puL osnovnog rastvor@u(g=1 mg/mL), doda 100 pL

acetona i dopuni vodom do crte.
Radni rastvor gvanfacingl5 pg/mL): u odmerni sud od 5 mL prenese se 150 pL

osnovnog rastvora gvanfacina u vodi (0,5 mg/mL)dadd00 pL acetona i dopuni

vodom do crte.
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Radni rastvori harmana, harmina i moksonidifg) pg/mL):U odmerni sud od 10 mL
prenese se 100 pL osnovnog rastvora u metanola, 2@@ L acetona i dopuni vodom

do crte.

Radni rastvor rilmeniding60 pg/mL): u odmerni sud od 10 mL prenese se |200
osnovnog rastvora rilmenidina u metanolu, doda gQ0acetona i dopuni vodom do

crte.

Radni rastvor triamtereng5,8 pg/mL): u odmerni sud od 10 mL prenese se |200
osnovnog rastvora triamterena u metanolu, dodapd0@cetona i dopuni vodom do

crte.

3.2.4.2. Priprema rastvora pufera

Priprema rastvora pufera pH vrednosti u opsegul4,0-i konstantne jonske
jacine (I=25 mmol/L) je prikazana u Tabeli 4. Za papmu odgovarajtih pufera
koris&¢ene su slede K, vrednosti: si¢etna kiselina 4,76; fosforna kiselina 7,20 i 12,33;
borna kiselina 9,23. Vrednost pH je merena na 258€z dodatnog podeSavanja. Svi
rastvori su pripremani neposredno pre upotrebérirdini kroz 0,45 pm membranske
filtere.

3.2.4.2.1. Priprema acetatnog pufera (§E®@OOH/CHCOONa)

Acetatni pufer je kori&n za merenje efektivhe elektroforetske pokretfjtva
rasponu teorijskin pH od 4,10 do 5,70. U rastvocetatnog pufera pH vrednost se

moze izrgunati prema sledej jedn&ini:

pH=pK_ + Iog% % =10PH ) (10)
k

k

U kOJOJ Je Cb = CCH3COONa' a C:k = C:CH3COOH

Jonska jaéina datog pufera je jednaka:
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1 1 1
! ZEZCIZiZ ZE(CCH3COO’ +CNa+) ZE(Cb +Cy) (11)

i zajedno sa jedranom 10 predstavlja sistem od 2 jedim@ sa 2 nepoznate u kojima je

|:Cb.

Tabela 4.Sastav pufera odgovaragipH vrednosti i konstantne jonskéijee (I=25 mmol/L)

Priprema pufera Teorijska pH lzmerena pH  Struja [HA]

CH3;COOH 124,50 mM; NaOH 25 mM 4,10 4,08 16-17
CH;COOH 74,90 mM; NaOH 25 mM 4,40 4,37 16-17
CH;COOH 50,00 mM; NaOH 25 mM 4,70 4,67 16-17
CH;COOH 35,00 mM; NaOH 25 mM 5,10 5,07 16-17
CH;COOH 30,00 mM; NaOH 25 mM 5,40 5,37 16-17
CH;COOH 27,50 mM; NaOH 25 mM 5,70 5,63 16-17
NaH,PO, 20,43 mM; NaOH 2,28 mM 6,30 6,03 15-16
NaHPO, 16,89 mM; NaOH 4,06 mM 6,70 6,42 14-15
NaH,PO, 14,09 mM; NaOH 5,45 mM 7,00 6,72 14-15
NaH,PO, 11,82 mM; NaOH 6,59 mM 7,30 6,97 13-14
NaH,PO, 9,76 mM; NaOH 7,62 mM 7,75 7,33 13-14
NaHPO, 8,81 mM; NaOH 8,09 mM 8,25 7,60 13-14
H3:BO;214,60 mM; NaOH 25 mM 8,35 7,91 14-15
H3:BO; 159,30 mM; NaOH 25 mM 8,50 8,24 14-15
H3;B05;109,70 mM; NaOH 25 mM 8,70 8,56 14-15
H3B05;92,30 mM; NaOH 25 mM 8,80 8,73 14-15
H3:BO;62,80 mM; NaOH 25 mM 9,05 8,92 14-15
H3:BO;51,80 mM; NaOH 25 mM 9,20 9,13 15-16
H3;B0;40,10 mM; NaOH 25 mM 9,45 9,33 15-16
H3B0O; 35,70 mM; NaOH 25 mM 9,60 9,49 15-16
H3:BO; 30,30 mM; NaOH 25 mM 9,90 9,84 15-16
H3;BO;27,70 mM; NaOH 25 mM 10,20 10,09 15-16
H3B0;25,80 mM; NaOH 25 mM 10,70 10,48 15-16
NaHPO, 7,20 mM; NaOH 1,13 mM 11,60 10,68 12-13
NaHPO, 6,56 mM; NaOH 1,78 mM 11,90 10,98 13-14
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Za zadato pH i jonsku ¢au pufera (I=25 mmol/L), izraunavanje ¢i Cy je izvrSeno u

Excelu prema sledan jedn&inama:

C, =| (12)

= 1cpH—PKa

(13)

k

Puferi odgovarajte pH vrednosti su pripremljeni meSanjem &ma@atih koncentracija
CH3COOH i NaOH (Tabela 4.), ptiemu je pdetna koncentracija GJEOOH iznosila:

C’chcoon =C, +C, , gde jeC, = Con-

3.2.4.2.2. Priprema fosfatnog pufera ghiO,/NaH,PO,)

Fosfatni pufer je kori&n za merenje efektivnhe elektroforetske pokretjtva rasponu
teorijskin pH od 6,30 do 8,25. U rastvoru fosfatnpgfera pH vrednost se moze

izracunati prema jedr@ni 10 u kojoj jeC, =C aCy =Cyanpo, -

Na,HPO, ’

Jonska jaéina datog pufera je jednaka:

CNaH2P04 CNazHP04
/—%

I:%ZQZE =%(c . +C . +2C . +2%C

Na H,PO,

(14)

HPO,* )

| :%(ck +C, +2C, +4C,) (15)

Jednéine 10 i 15 predstavljaju sistem od 2 je¢ina sa 2 nepoznate u kojima je

. C _ . . . . .
|=C +3C, | C—b =10°"™=_ |z datih jednsina se mogu izfnati
k

Cp i jonska j&ina rastvora | C, = C,10°" ™= ;1 =C, +3C, 10°"™%),

Za zadato pH i jonsku §au (I=25 mmol/L) koncentracije kiseline i bazeaannate su

u Excelu prema sleden jedna&inama:
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= 16
1+ 3[10PHPKa (16)

k

120°"P<

= 17
1+3[107" ()

b

Puferi su pripremljeni meSanjem odgovaé#ju koncentracija NabPO, i NaOH
(Tabela 4.), preemu je pdetna koncentracija NaRO, iznosila: C°nan,ro, =C, +C,,

gde jeC,, = Cyaon-

3.2.4.2.3. Priprema boratnog pufera4B{0;/NaH,BOs)

Boratni pufer je kori&n za merenje efektivhe elektroforetske pokretjtva rasponu
teorijskin pH od 8,35 do 10,70. U rastvoru boratmqogera pH vrednost se moze

izracunati prema sledej jedndini 10 u kojoj jeC, =C aC, =C,pgo,-

NaH,BO, '

Jonska jaéina datog pufera je jednaka:

1 1 1
:EZqu ZE(CW +C\so) ZE(Cb +C,) (18)

I zajedno sa jedrianom 10 predstavlja sistem od 2 jedim& sa 2 nepoznate u kojoj je
1=C,.

Za zadato pH i jonsku ¢au pufera (I=25 mmol/L), izraunavanje i Cy je izvrSeno u
Excelu prema jedgama 12 i 13.

Puferi su pripremljeni meSanjem odgovat#jukoncentracija BBO3; i NaOH (Tabela
4.), pri ¢emu je pdetna koncentracija 8Os iznosila: C°neo, =C, +C,, gde je

Cb = CNaOH'
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3.2.4.2.4. Priprema fosfatnog pufera gNi&@O,/NagPO,)

Fosfatni pufer je kori®&en za merenje efektivhe elektroforetske pokret§ivai
rasponu teorijskin pH od 11,60 do 11,90. U rastvosfatnog pufera pH vrednost se

moze izrg@unati prema jedriéni 10 u kojoj jeC, =C aCy =Cyaipo, -

NaPO, ’

Jonska jé@ina datog pufera je jednaka:

CNa3PO4 CNaZHPO4

| :%Zqu :%(:{:Ng +3°C . +2C . +2%

(19)

PO,* HPO,* )

I=§(3cb+9cb+2ck+4ck)=%azcb+ack) (20)

I zajedno sa jed@amom 10 predstavlja sistem od 2 jedim& sa 2 nepoznate u kojima

je:

| = 6C, +3C, (20)

—b =107 (10)

Iz datih jednaina se mogu izkaunati G, i jonska j&ina rastvora | C, = C,10°"™«;
| =6C, 10"+ +3C,).

Za zadato pH i jonsku ¢mu pufera (I=25 mmol/L), izraunavanje i Cy je izvrSeno u

Excelu prema sledan jedn&inama:

|
e 21
 3+611CM °
110° P -
b = H-pK 229
3+61C07" P
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Puferi su pripremljeni meSanjem odgovat#ju koncentracija NaHPO, i NaOH

(Tabela 4.), prtemu je pdetna koncentracija NEHPO, iznosila: C°naHro, =C, +C, ,

gde jeC,, = Cyaon-

3.2.4.3. Odrdivanje efektivne elektroforetske pokretljivosti

Efektivna elektroforetska pokretljivost jedinjenjeopsegu pH vrednosti od 4,0-
11,0 odrédena je kori&enjem neoblozene kapilare duzine 31,5 cm (efektdunana 24
cm) i unutrasnjeg dijametra 50 um. Pre upotrebeld&apje kondicionirana 15 minuta
0,1 M NaOH, 10 minuta vodom i 10 minuta radnim &ielikom. U cilju stabilizacije
elektroosmotskog toka (EOF) i unutrasnje povrSiagilare, pri svakoj pH vrednosti pre
injektovanja uzoraka, kroz kapilaru je propustesnialektrolit pod visokim naponom u
toku 20 minuta. Svi uzorci su zatim injektovanifedinamikim putem u triplikatu, pri
naponu od 11 kV i temperaturi od 25°C, ideai na talasnoj duzini od 200 nm. |zdoe
dva injektovanja kapilara je ispirana rastvoromn@gl elektrolita 1 minut. Prilikom
promene radnog elektrolita odgovarkggpH vrednosti kapilara je ispirana 0,1 M NaOH
5 min, a zatim ponovo kondicionirana pre injektgaaruzoraka. Kao marker
elektroosmotskog toka kotign je 2% v/v aceton.

Efektivha elektroforetska pokretljivostnalita & pri datoj pH vrednosti
elektrolita izr&unata je na osnovu eksperimentalno dobijenih p&dgeema sled®)

formuli:

oy = tet (i—iJ ©)

gde je { ukupna duZina kapilaressl efektivna duzina kapilare, U primenjeni napag, t

migraciono vreme analita,,f migraciono vreme elektroneutralnog EOF markera.
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3.2.4.4. Teorija kiselinsko-bazne ravnoteze

Ispitivani ligandi ax-adrenergikih i/ili imidazolinskih  receptora idiuretik
triamteren su organske baze koje su u kiseloj,ralaj i slabo baznoj sredini prisutne
u formi katjona usled protonavanja atoma azota axwtinskog prstena (idazoksan,
efaroksan), gvanidinske grupe (gvanfacin), ¢ikbig gvanidina: 2-amino-2-imidazolina
(klonidin, moksonidin, tizanidin) i 2-amino-pirimigh (triamteren), oksazolinskog
prstena (rilmenidin) ili azota piridingkarbolina (harman, harmin).

Termodinamika konstanta jonizacije monoprotonskih baeamoze definisati

kao:

BH*

B + H* (23)

r_ 88y _ CaYedy-:

a

K

(24)

Qg+ Conr Yen:

gde je a,. aktivitet vodonikovih jonaag i a_ . aktiviteti neutralne i protonovane

forme leka. Aktiviteti B i BH se mogu izraziti kao proizvodi odgovaréju molarnih

koncentracijac, i c_,. i odgovarajdih koeficijenata aktivitetaygi y,,. -

BH*
Koeficijent aktiviteta naelektrisanih vrsta se mazeunati na osnovibebye-Huckel-

ove teorije prema jediisni:

_ 0508521

2
1+ 328%a/I ()

logy,,,. =

gde su z i a naelektrisanje, odnosno efektivninagtar hidratisanog jona. Prdsa
vrednost a=0,5 nm je koti8na za réunanje koeficijenata aktiviteta, poSto sin@a
vrednosti dijametara hidratisanih jona uglavhomaze@te. | je jonska §ina rastvora
(mol/dnT) i ratuna se prema jeddiai:

(11)

N =

N
0
N
- N

69



gde jec, molarna koncentracija z; naelektrisanje-tog jona u rastvoru. Posto je pH
vrednost elektrolita povezana sa aktivitetom volovih jonaa,. , a eksperimentalno

odreiene efektivne pokretljivosti sa molarnom koncenjoac jonskih vrsta, uvedena je
tzv. ,meSovita“ konstanta jonizacij&, koja predstavlja:

a,.Cg

62

BH*

Uzimajwi u obzir da je koeficijent aktiviteta elektronealtrin oblika baze jednak
jedinici, zavisnost termodinagtke i meSovite konstante jonizacije se moZe prikazat

kao:

: (27)

odnosno logaritmovanjem i uzimanjem u obzir dakel =-logK

pK, =pK, +logy,,,. (28)

Efektivna pokretljivost monoprotonske baze, je jednaka:

U..C .
Mg = BB (29)

S o

gde jep,,,. stvarna jonska pokretljivost protonovanog oblilea BH. Kori&enjem

jedn&ina (26) i (29) dobijena je zavisnost efektivnekeleforetske pokretljivostip

baze B, od pH vrednosti elektrolita:
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— l'lBH+

14107 (50

p'eff

Stvarna jonska pokretljivost_,. i meSovita konstanta jonizacifgK, su vrednosti koje

zavise od jonske §@ne i temperature. Ukoliko se kapilarna zonska teté&reza izvodi
u uslovima konstantne jonskeciige i temperature ovi parametri se mogu smatrati

konstantnim vrednostima, a efektivna elektroforats&kretljivost,u . , predstavljena u

jedn&ini (30), je u tom sliaju samo u funkciji pH vrednosti. Na osnovu jetina (30),
merenjem efektivne elektroforetske pokretljivostakta pri razléitim pH vrednostima,

mogute je odrediti konstantu jonizacije i stvarnu jongokretljivost iz nelinearne

regresione krive u Origin programu. Na osnovu jeédrea (28) iz pK,se moze

izracunati termodinantka konstanta jonizacij@K_ koja odgovara rastvoru elektrolita

¢ija je jonska j&@ina jednaka nuli (1=0).
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3.3. STATISTICKE ANALIZE KORIS CENE U QSAR/QSRR/QSMR
STUDIJAMA | VALIDACIJA MODELA

3.3.1. Statistéke analize

U formiranju regresionih modela i odabiru najeaaijih deskriptora kori&ne
su linearne i nelinearne stattsi® metode.

Linearna statistka analiza izvrSena je primenom multilinearne reignee
analize MultiLinear RegressionMLR), postupne multilinearne regresione analize
(stepwiseMLR) i analize parcijalnih najmanjih kvadratagrtial Least Squares$;LS).

Nelinearna statistka analiza izvrSena je primenom veg&ih neuronskih mreza
(Artificial Neural NetworkANN).

3.3.1.1. Multilinearna regresiona analiza (MLR)

Multilinearna regresiona analiza dema je u Microsoft-Excel programu,
Microsoft-Excel 2000/Regression Data Analysis andltiMprecision Floating point
Computation for Excel (XNUMBERS.XLA-Ver.4.7-2008).

3.3.1.2. PostupnaMultilinearna regresiona analiza (postupnaMLR)

PostupnaMLR analiza je urdena u STATISTICA programti® Odabir
najznaayjnijih deskriptora je izvrSen primenom postupsiegwiseprocedure u kojoj se
selekcija deskriptora unapredbifward) smenjuje sa njihovom eliminacijom unazad
(backward) U postupnoj MLR analizi odabir deskriptora je amSkorak po korak
polaz€i od paetne matrice podataka ¥matrica deskriptora) i uzimaju u obzir
njihovu korelaciju sa Y (retenciono vreme, bioloSkktivnost itd). Prvo se izdvoji
promenljiva koja ima naju@ korelaciju sa Y, formira se odgovaréju
jednoparametarski regresioni model i testira cajrost dobijenog regresionog
koeficijenta primenont-testa. Ako je koeficijent zgajan, deskriptor se ukkuje u

model. Ovaj korak uuienja novih promenljivih u model naziva se selekcifeapred.
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Nakon uklji&ivanja svake promenljive u model primenéntesta ispituje se zsajnost
promenljivih koje su v& u modelu. Ukoliko se pokaze da neka od promenhljii
modelu ne doprinosi viSe z¥gno regresionoj jedimi, takva promenljiva se eliminiSe
iz modela i ovaj korak se naziva eliminacija unaz@do proces se ponavlja sve do
trenutka kada dalje udenje ili eliminacija deskriptora ne dovodi do pgbahja
kvaliteta regresionog modela. Kriterijumi za deoje novog deskriptora ili
iskljucivanje deskriptora vrSe se na osnovu zadatih vEdnB parametra za
ukljucivanje F to entej i iskljucivanje F to removg deskriptora. Ovaj metod se
zasniva na podeSavanju rezultatiaté fitting i dobijeni modeli mogu biti previSe
prilagaieni ispitivanom fraining) setu @verfitted. Da bi se to izbeglo optimalan broj
deskriptora u svakom modelu i pouzdanost préathja formiranih modela procenjuje se
LOO-CV postupkom i na osnovu parametara: validdaiegresioni faktor (€), srednja
kvadratna greSka procenBgot Mean Square Error of EstimatioRMSEE), srednja
kvadratna greSka predianja Root Mean Square Error of PredictioRMSEP).

3.3.1.3. Metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS)

Formiranje modela primenom PLS metode je izvrSen&IMCA P+ 12.0
programu*®’ U toku PLS analize najztajniji deskriptori su birani na osnovu VIP
parametra \(ariable Importance in the ProjectipnNezavisno promenljive X sa VIP
vrednostima v&m od 1 imaju najvé uticaj na formirani model, X varijable sa 1,0 >
VIP > 0,5 pokazuju umeren uticaj, dok X-varijabke\8IP vrednostima manjim od 0,5
nisu relevantne za mod&f Od izraunatih molekulskih deskriptora samo oni sa VIP
vrednostima v&m od 0,5 su razmatrani u formiranju modela i Hajantniji
deskriptori, sa visokim VIP vrednostima, odabram PLS modelovanje. Odabir
najznaajnijih deskriptora za PLS-QSMR modele izvrSen geasnovu parametara’Q
RMSEE i RMSEP vrednosti.
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3.3.1.4. Vestéke neuronske mreze (ANN)

ViSeslojni perceptronMultilayer PerceptronsMLP) koji predstavlja n&e&e
koris¢enu viSeslojnu nerekurentnu mreadutilayer Feedforward Networksuz back
propagation (BP) algoritam je kori&n za formiranje nelinearnih modela u
STATISTICA programu moduNeural Network® Odabir najzn&ajnijih deskriptora
koji su kori€eni kao inputi u ANN-u izvrSen je primenom postugieR analize u
STATISTICA programu.

Za svaku grupu eksperimentalnih podataka formirgndroslojna mreza sa
sigmoidalnom transfer funkcijom. Prvi sloj je ulaztoj ¢iji je broj ¢vorova jednak
broju odabranih deskriptora. Drugi sloj je skrivestoj ¢iji se optimalan brogvorova
odreiuje u toku procesa treniranja. €resloj je izlazni sloj sastavljen od jedndgora,
RMT (relativnog migracionog vremena) ispitivanildijgenja. Svi podaci su podeljeni u
trening, verifikacioni i test set. Trening set jerikcen za treniranje mreze, verifikacioni
za praenje performansi mreZe i procesa treniranja, a destza nezavisnu procenu
kvaliteta kreirane mreze.

Primenom postupne MLR metodologije odabrani suvseta razléitim brojem
zn&ajnih deskriptora za ANN trening. Optimalan brbjorova u skrivenom sloju
odreien je u toku optimizacije svake pojedina mreze.Overfitting ANN modela
izbegnut je primenom 2 paralelne procedure. Prioku treniranja mreze na grafiku je
praéena greSkaRoot Mean Square ErrolRMSE) za trening i verifikacioni set. U
trenutku kada RMSE verifikacionog seta¢pe da raste, a trening seta nastavlja da
opada trening je zaustavljen da bi se izbeglo @n&tnje mreze. Drugo, formirani
ANN modeli sa raztiitim brojem odabranih parametara su analiziranptimalan je
biran pordenjem G, r (eksperimentalnas predvitena vrednost), RMSEE i RMSEP

vrednosti.
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3.3.2. Procena pouzdanosti preddanja i validacija modela

Procena kvaliteta i prognogtiog kapaciteta formiranih modela, kao i ptesje
modela i odabir optimalnih izvrSen je na osnovudwasti parametara kao Sto su:
koeficijent korelacije 1), koeficijent determinacije R), standardizovan kvadrat
koeficijenta determinacijeFfadj), F odnos ip vrednost, validacioni regresioni faktor
(Q?), srednja kvadratna greska procene (RMSEE), szddrgdratna greska predenja
(RMSEP). Vige vrednosti, R, R, F, p i @ i nize vrednosti RMSEE i RMSEP

parametara moraju biti zadovoljene u cilju dobigappuzdanih modela.

R? = SSR (31)
SSTi
MSE
2 =1-— == 32
R MS(Total) (32)

R? i RPagjparametri pokazuju koliko odstupa regresiona fuakeil zadatih vrednosyj

Varijacija, ukupna suma kvadrata SSTo= ian:(yi -y)? (33)

Varijacija,suma kvadrata greSke: SSE= ian:(yi -V.)? (34)

Varijacija, regresiona suma kvadrate8SR= iznl:(yi -y)? (35)
gegej y= 217 36

U prikazanim formulama predstavlja broj podataka koji formiraju regresionu

jedn&inu,y; je zadata vrednostij vrednost izréunata datim regresionim modelom.
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Varijanse MSR (regresiona), MSE (rezidualna) i Mi®ta]l) predstavljaju
koli¢cnik odgovarajaih varijacija i stepeni slobode ispitivanog moddtap na primer
MS=SS/df.

F parametar se izéanava kao odnos dve varijanseMSR/MSE, dok jep-

vrednost izraunata kao nivo vaznodt parametra. Sve hipoteze su testirane=<505.

Ukrstena validacija (LOO-CV) i validacioni regresi faktor Q?), su kori&eni
kao kriterijum robusnosti i predi@juce sposobnosti formiranih modela. Sam postupak
se zasniva na iskifivanju jednog para podataks;,(y;) iz trening seta, a zatim
formiranju nove regresione funkcije kar&hjem preostalih n-1 podataka. Dobijeni
regresioni model sa n-1 podataka se zatim kormspredvianje vrednosty iskljucenog
jedinjenja. Odstupanje iskijenog &, yi) podatka se gana prema formuleg=y; —.
Proces se ponavlja za suvihl, 2,....,n parova podataka ¢anajuei pritom vrednosti
odstupanjag,...., §n 0d odgovarajcin regresionih funkcija. Na osnovu predene
rezidualne sume kvadratéPredicted REsidual Sum of Squard3RESS) i SSTo

izratunata je vrednostQ

PRESS=)" €, (37)
PRESS

2 = 1- 38

Q SSTi (38)

Regresioni modeli sa3@ 0,5 se smatraju dovoljno pouzdanim za préanje i

izracunavanje zavisno promenljivih.

Sposobnost modela da izvrSi prethnje jedinjenja u trening setu procenjena je na

osnhovu vrednosti RMSEE:

RMSEE= \/ Z‘ﬂ(yri] %) (39)
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gde jen broj uzoraka u trening setu, g i y, predstavljaju redom eksperimentalne i

predvidene vrednosti jedinjenja u trening setu.

Sposobnost modela da izvrSi prethnje jedinjenja u test setu procenjena je ha osnovu
vrednosti RMSEP:

Zrzl(yi =Y, )2

n

RMSEP:\/ (40)

gde jen broj uzoraka u test setu, g i y, predstavljaju redom eksperimentalne i

predvidene vrednosti jedinjenja u test setu.

Kao dodatni kriterjumi za eksternu validaciju pdamena su i Tropsha i

Golbraikh*®®*"3pravila:

(1) koeficijent korelacijeR izmedu predvdene i eksperimentalne vrednosti u test
setu bi trebalo da bude priblizno 1
(i) najmanje jedan (a bolje oba) koeficijent determijgaza regresionu pravu

koja prolazi kroz centar koordinacionog sisteRa (eksperimentalna (Y-

osa) vs. predvidena (X-osa) vrednost) ilR'Z (predvidena (Y-osa)vs.

eksperimentalna (X-osa) vrednost) bi trebalo daebhitzak vrednostiR® za
jedinjenja u test setu

(i)  najmanje jedan nagib regresionih krivia i(k') koje prolaze kroz centar
koordinacionog sistema (ods& jednak nuli) za test set bi trebalo da bude

priblizno 1.
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QSAR/QSPR modeli se smatraju pouzdanim ako su ndj@dovsledéi uslovi:

(i) @>0,5; (i) R?>0,6, (i) R? ili R'2 bliski R® tako da [R*-R?)/R?] < 0,1 ili [(R*-
R'2)/R] < 0,1 odnosno (iv) 0,85k <1,15 ili 0,85 k'<1,15
Gde je:

>y, -9, -5)
R=——2 (41)

Ji(yi -3, -9’

3 (y, k9,2
Ry=1-~+ — (42)
Z(yi _37)2

i=1

k=12 (43)

R'02 =1- i:1n (44)

k' =1 (45)

U datim jednainamay; predstavlja eksperimentalnu vrednost jedinjenjast setu,y,

predvidenu vrednost jedinjenja u test sefu;prose‘énu predvienu vrednost jedinjenja u

test setu iy pros€nu eksperimentalnu vrednost jedinjenja u test setu.
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3.4. HEMIJSKE STRUKTURE ISPITIVANIH JEDINJENJA

SQL 9QL QG

Klonidin p-jodoklonidin p-aminoklonidin

2-(2,6-dihloroanilino)- 2-(4-jodo-2,6-dihloroanilino)- 2-(4-amino-2,6-dihloroanilino)-

2-imidazolin 2-imidazolin 2-imidazolin
N
= \S OCH;
N / H N N
Cl N N N 7 /
§ |
N NH )\ = HN H o)
{ W/ HaC N cl
N
Tizanidin Moksonidin Rilmenidin
5-hloro- N-(4,5-dihidro-1H- 4-hloro-N-(4,5-dihidro-1H-

N-(diciklopropilmetil)-4,5-

imidazol-2-il)-2,1,3- imidazol-2-il)-6-metoksi-2- dihidro-2-oksazolamin
benzotiadiazol-4-amin metil-5-pirimidinamin
Cl
s N N NH,
Sl \"/
N o] NH
H of
R-efaroksan S-efaroksan Gvanfacin

(R)-2-etil-2-(imidazolin-2-il)-  (S)-2-etil-2-(imidazolin-2-il)-  N-amidino-2-(2,6-dihlorofenil)
2,3-dihidrobenzofuran 2,3-dihidrobenzofuran acetamid

Benazolin Brimonidin Idazoksan
2-(naftalen-2-il)- 5-bromo-N-(4,5-dihidro-1H-  2-(2,3-dihidro-1,4-benzodioksin-
4.5-dihidro-1H-imidazol imidazol-2-il)-6-hinoksalinamin ~ 2-il)-4,5-dihidro-1H-imidazol
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H =
H,N N\/\/\ =
NH, \ N \
\"/ Y/ H,CO . N
NH
N N
CHg H CHs

Agmatin Harman Harmin

: . - . . . 7-metoksi-1-metil-9H-
4-(aminobutil)gvanidin 1-metil-9H-pirido[3,4-b] indol pirido[3l,4-b] inliol

Cl Cl

H
NN N NH,
Y ™
NH
|

HN NH, N
c cl \"/ 0 /\>
NH HN
Gvanabenz-1 Gvanabenz-2 Cirazolin

(E) [(2,6-dihlorobenziliden) (2) [(2,6-dihlorobenziliden) 2-(2-ciklopropilfenoksimetil)-

amino]gvanidin amino]gvanidin 4,5-dihidro-1H-imidazol
cl H3CO I\Il/>
o
/N H \ NH |
N—NH—< :l N
N o H3C cl
BDF-6143 RX821002 LNP911
4-hloro-N-(4,5-dihidro-1H- 2-(2-metoksi-3H-1,4- . . .
imidazol-2-il)-2,3-dihidro-1H- benzodioksin-2-il)- N'fého';’g%""l‘l’ﬂ"f‘?“'I')j"m?“"
izoindol-2-amin 4,5-dihidro-1H-imidazol -dinidro-1H-pirol-2-amin

cl
L O
N ) \H NH
H3C\<J/ N N/
N=N*=NH
LNP906 T1 T2
1-{4-hloro-2-jodo-5- N-(diciklopropilmetil)-
[(5-metil-4,5-dihidro-1H-pirol-2-il) N-(diciklopropilmetil)-4,5- 3a,4,5,6,7,7a-heksahidro-
amino] fenil}triaza-1,2-dien-2-ium dihidro-3H-pirol-2-amin 3H-indol-2-amin
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>
< /O/

T3 T4 Fentolamin

N-(diciklopropilmetil)-5-metil-  N-(diciklopropilmetil)-4-metil- 3-[[(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-il)
4,5-dihidro-3H-pirol-2-amin 4,5-dihidro-3H-pirol-2-amin  metil](4-metilfenil)amino]fenol

/O i\llH H,N N N
I N~ CNH, | \ /
| N “
=
H,N N NH,
Amilorid Triamteren Klopamid

(cis)-3-(aminosulfonil)-4-

N-amidino-3,5-diamino- ; PR hloro-N-(2,6-dimetil-1-
' 6-fenil-2,4,7-pteridintriamin A .
6-hloropirazinkarboksamid P piperidinil)benzamid

N
)l\Oi\\// CHa / S
J@ETJ
s (HsC)sC
Indapamid Ksilometazolin Nafazolin

4-hloro-N-(2-metil-1-indolinil)- 2-(4+erc-butil-2,6-dimetilbenzil)-

3-sulfamoilbenzamid >-imidazolin 2-(1-naftilmetil)imidazolin

OH

(HiC1C CHy (_?/
N N
B <
N N

ZT

H
CH3
Oksimetazolin Tramazolin Tetrahidrozolin
2-(4terc-butil-2,6-dimetil- 2-[(5,6,7,8-tetrahidro-1-naftil)  2-(1,2,3,4-tetrahidro-1-naftil)-
3-hidroksibenzil)-2-imidazolin amino]-2-imidazolin 2-imidazolin
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OH OH OH
H H B H
HO N N N
\CHa \CH3 \CHs
CHg CHs
Fenilefrin Efedrin Pseudoefedrin

(R)-3-hidroksi-alfa-[(metilamino) (1R,2S)-2-metilamino- (1S,2S)-2-(metilamino)-

metillbenzenmetanol 1-fenilpropan-1-ol 1-fenilpropan-1-ol

/CH3

CHs

() O

o0

Olanzapin Klozapin Mianserin

2-metil-4-(4-metil-1- 8-hloro-11-(4-metil-1- ($)-2-metil-1,2,3,4,10,14b-

piperazinil)-10H-tieno piperazinil)-5H-dibenzo heksahidrodibenzolc,f]
[2,3-b][1,5]benzodiazepin [b,e][1,4]diazepin pirazino[1,2-aJazepin
H /\/O
N, O/\/\H
OH
N
Maprotilin

Karvedilol
N-metil-9,10-etanoantracen-

1-(9H-karbazol-4-il-oksi)-3-[[2-(2-metoksifenoksiji¢gamino]-
9(10H)- propanamin

2-proph

HsC o

o o N 5
\\S// H

HZN/ \/\o

o
, (\ N
CH
3
H4CO HsCO \r \) o
Tamsulosin

N
H,CO 7
(R)-5-[2-[[2-(2-etoksifenoksi)etillamino]

NH, Doksazosin
propil]-2-metoksibenzen sulfonamid

1-(4-amino-6,7-dimetoksi-2-hiz&ni)-4-
[(2,3-dihidro-1,4-benzodioksin-2-il)karlifjpiperazin
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. QSAR STUDIJE IMIDAZOLINSKIH |  a,-ADRENERGI CKIH
LIGANADA

Istovremeno prisustva-imidazolinskih ioz-adrenergikih receptora u brojnim
tkivima 1 celijskim linijama otezava oddévanje selektivhog afiniteta vezivanja
razlicitih liganada zajtimidazolinsko mesto. Nedostatak visokoselektiiiganada bio
je i glavni problem u karakterizaciji imidazolinskieceptora. S obzirom da su dobijene
vrednosti afiniteta istih liganada zaimidazolinske receptore bile veoma raité u
zavisnosti od korig&nog radioliganda {f71] PIC i [**] LNP911) i ¢elijskih linija (PC

12 i humani trombocitf}323°

zakljueno je da nije modge direktno porediti rezultate
razlicitih in vitro ispitivanja. Zato su QSAR istrazivanja sprovedeeaavisno na 2
grupe eksperimentalnih podataka dobijenih u pnaustzIgitih radioliganada i na
razlicitim celijskim linijama.

Prva QSAR analiza imala je za cilj definisanje najajnijih molekulskih
deskriptora kojima se sa izvesnom precizna®ogu predvideti: afiniteti liganada ka |
imidazolinskim receptorimay,-adrenergikim receptorima, kao i selektivnost zaR u
odnosu naax-AR. Ispitivanja su sprovedena na 12 imidazolin&kisazolinskihi/
gvanidinskih analogaije su konstante inhibicije{) vezivanja }*I] p-jodoklonidina za
humane a,a-, azs- | axc-adrenergike receptore oddene na ovarijalniméelijama
kineskog héka, a zaFimidazolinske receptore na humanim trombocitima.

Druga QSAR analiza sprovedena je sa 11 jedinjéijesu afiniteti za {-IR
odreteni na PC1Zelijama u prisustvu visokoselektivnog radioligafdfal] LNP911 i
imala je za cilj definisanje najz&ainijih molekulskih deskriptora kojima se sa
izvesnom precizn@si mogu predvideti afiniteti liganada zaiidazolinske receptore.

Odabrani setovi jedinjenja pokazali su dobar raspaimstribuciju [Ki(l1-IR)
vrednosti (od 5,901 do 8,319 i od 5,067 do 8,834)j8 bio vazan preduslov za
formiranje odgovarajtih QSAR modela. Pored toga, sv€(h:-IR) vrednosti koriene
za formiranje regresionih modela su bile iznad &((p-IR)>5), odnosno manje od 10
uM Sto se smatra graffiom vredno&u za aktivnost na odgovarap receptoré?
Prethodno odiena kristalna struktura klonidin-hidrohlorida poeikz je da je

imidazolinski deo molekule protonovan i da su di@ra azota imidazolinskog prstena

84



hemijski ekvivalentna’® Eksperimentalno dobijeni geometrijski parametmridin-
hidrohloridd’® i parametri izréunati pomcu dva DFT metod&® su prikazani u Tabeli
5.

Dobijene vrednosti geometrijskih parametaradareate B3LYP/6-31+G(d,§)*
PCM® i B3LYP/3-21G(d,p) metodom nisu pokazale &jau razliku od
eksperimentalno dobijenih vrednosti, kristalografskrukture (Tabela 5.), zb@égga je
B3LYP/3-21G(d,p) metod odabran za geometrijsku roiciju svih ispitivanih
jedinjenja u QSAR studijama. Dodatnom analizom raamijskih frekvenci je potweno
da je dobijena konformacija stvarni minimum posicsse svojstvenes{ger) vrednosti

Hessiarove matrice bile pozitivne.
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Tabela SEksperimentalno dobijene i izn@nate vrednosti geometrijskih parametara kloniddrdhlorida

Parametri S )
cl Klonidin-hidrohlorid

6 H
N N
/127 X 4) . ..
\H(NS Difrakclia - g4 vp/6-31+G(d,pf® BP86/TZ2P—CPCH®  B3LYP/3-21G(d,p)

4 X-zrakd "®

d[C(L)-N(5)] 1,447 1,478 1,478 1,497
dC(1)-C(2)] 1,532 1,546 1,550 1,572
d[IN(5)-C(4)] 1,321 1,373 1,387 1,340
d[C(4)-N(3)] 1,322 1,307 1,204 1,343
dN(3)-C(2)] 1,450 1,469 1,472 1,500
d[C(4)-N(6)] 1,327 1,355 1,377 1,343
d[N(6)-C(7)] 1,418 1,423 1,411 1,437
O[C(1)-N(5)-C(4)] 111,4 107,7 106,5 111,6
OIN(5)-C(4)-N(3)] 111,7 113,3 115,7 111,3
OIN(5)-C(1)-C(2)] 102,6 101,8 101,7 101,9
O[C(4)-N(3)-C(2)] 110,6 109,6 107,8 111,4
O[C(1)-C(2)-N(3)] 103,5 103,9 104,9 101,9
OIN(5)~C(4)-N(6)] 123,1 120,2 117,2 1241
O[C(4)-N(6)~C(7)] 123,0 123,9 124.4 1223

B[C(1)-N(5)-C(4)-N(3)] 1,0 ~11,2 ~11,7 4,9

B[N(5)-C(4)-N(3)-C(2)]  -0.5 2.8 0,2 4,3
B[N(5)-C(1)~C(2)-N(3)] 07 19,9 ~16,6 12,4
B[C(1)-N(5)-C(4)-N(6)]  -177.3 168,8 169,4 175,2

®[C(4)-N(6)-C(7)-C(8)]  -76,4 ~106,6 ~118,5 -94,9




4.1.1. QSAR studija liganada imidazolinskih ,-adrenergickih
receptoratiji su afiniteti za | ;-receptore odraieni na humanim

trombocitima u prisustvu radioliganda [*1] p-jodoklonidina

U prvoj QSAR studiji, od 42 deskriptora koja sumerana u formiranju QSAR
modela nekoliko deskriptora kao Sto su ptoseparcijalno atomsko naelektrisanje na
azotima (Nos. naecled, logaritam distribucionog koeficijenta oktanoldea pri pH 7,4
(logD7 4), logaritam particionog koeficijenta oktanol-vodagP), HOMO energija i
molarna refraktivnost (MR), pokazalo je dobru kaogu sa afinitetom zaidR
receptore (Ki(l1-IR)) i dalo statistiki znatajne modele.

Primenom multilinearne regresione analize dobijemaatematika zavisnost sa
tri nezavisno promenljive (logD); pros€no parcijalno atomsko naelektrisanje na
azotima, Nyos. naelek (B3LYP/6-31G(d,p** saMulliken-ovom populacionom analizom)

I molarna refraktivnost liganda, MR) kojom je de$ian afinitet liganada za-I

imidazolinske receptore:

Dobijeni statisitki parametrR? (0,935) i RPaqj (0,911), kao i rezultati ukrstene
validacije (G = 0,803>0,5) ukazuju na visoku progndkti sposobnost predloZenog
QSAR model&®(Tabela 6.).

Sposobnost formiranog modela da predvidi aktivisgitana je i eksternom
validacijom, predwanjem aktivnosti test seta koji sunili moksonidin i gvanfacirtiji
su afiniteti za imidazolinski receptorKgl1-IR)) odreieni na humanim trombocitima u
prisustvu {%1] PIC.3? Prora&un molekulskih parametara sproveden je istom &aij
procedurom kao za ispitivani set jedinjenja, amagé primenom predloZzene regresione
jedn&ine Ki(l1-IR) = f(logD; 4, Npros. naelek, MR) izratunat afinitet vezivanja za-IR.
Dobijena vrednost RMSEP za dva test jedinjenja 8&R: 0,877) koja je niza od
RMSEE QSAR modela (RMSEE: 0,957) ukazuje da formi@SAR model predstavlja
pouzdan model kojim se moze vrSiti praethnje afiniteta novih liganada za

imidazolinske receptore.
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Tabela 6.Linearna zavisnost iznda eksperimentalno odtenog afiniteta liganada za humane
1,-IR® i izratunatih molekulskih parametara: logp proséno parcijalno atomsko
naelektrisanje na azotima (N naeexizratunato B3LYP/6-31G(d,¥ %2 metodom saMulliken-
ovom populacionom analizom) i molarna refraktiviagnda (MR)

Npros naelek. (1.

Jedrienie  K(.IR)™ looDra  BALYPIO, oy s
p-jodoklonidin 8,319 3,46 -0,6207 7,1205 48+1,.2
Oksimetazolin 8,208 1,52 -0,5463 7,8620 6,2+1,2
Fentolamin 7,943 1,55 -0,5464 8,4232 11,4+3,8
Tizanidin 7,548 2,16 -0,4572 6,3976 28,3+8,5
Gvanabenz 7,460 1,29 -0,5553 6,1750 34,7 £44,8
Efaroksan 7,281 1,81 -0,4989 6,2935 52,4 +30,4
Klonidin 7,260 1,07 -0,6311 5,8141 55,0+ 10,0
Rilmenidin 7,228 1,63 -0,5388 5,0763 59,2+5,8
Cirazolin 7,004 1,53 -0,4674 6,3335 99,0+31,0
Nafazolin 6,915 0,27 -0,4699 6,6144 121,6 £ 80,5
BDF, 6143 6,635 -1,02 -0,6368 6,4416 232,0+126,0
Idazoksan 5,901 0,90 -0,1830 5,4794 1255,0 £ 745,0
r, korelacija 0,653 -0,620 0,666
Eﬁ?}gﬂg”a PKi(1-IR) = 3,5338 + 0,3527 10gP — 2,6113 Nros. naeiek + 0,3015 MR
R 0,935
Rzadj 0,911
RMSE 0,957
Q>0,5 0,803
F-odnos 38,313
p-vrednost 0,00004

Eksterna validacija regresionog modela
Jedinjenje Ki(1:-IR)  logD74 N%O%"f‘zf'(‘g ?)I)TLP/ [le\él/?n ol F;E?I\ﬁg;a
Moksonidin 8,377 1,05 -0,6250 5,9812 7,339
Gvanfacin 7,72% 1,50 -0,4452 6,0272 7,042
RMSEP 0,877
LNP906 8,226 1,93 -0,6601 8,1167 8,385

Na Slici 13. je prikazana korelacija izthe eksperimentalno dobijenih i
predvidenih [K; vrednosti ispitivanog seta jedinjenja.
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Slika 13.Korelacija izmdu teorijski predutene i eksperimentalneégl.-IR) vrednosti
jedinjenja u trening setu.

Pored toga, pregledom literature jedemo da serija sintetisanih pirolinskih

analogd?>*1%°

pokazuje visok steper-IR/a,-AR selektivnosti i nanomolarni afinitet za
I,-receptore. Eksperimentalno dobijena vrednost tafimivezivanja jednog pirolinskog
analoga LNP906K; = 6,03 + 0,69 nM, K; = 8,220}*° koja je merena na PC12
¢elijskim membranama istiskivanjem spetifbg vezivanja 2] PIC, takale je bila
vrlo bliska K vrednosti koja je pred#ena formiranim QSAR modelonk(= 4,12 nM,
pK; = 8,385).

Na osnovu formirane regresione QSAR jetin@ mozZe se zaklfiti da
poveanje vrednosti distribucionog koeficijenta (logDi ppH 7,4) i molarne
refraktivnosti zajedno sa smanjenjem ptosg naelektrisanja na atomima azota u
heterocikltnom prstenu liganada dovodi doceg afiniteta vezivanja za aktivho mesto
I; receptora.

Jedinjenja koja imaju jonizufe grupe prisutna su u rastvoru kao smeSa
razlicitih jonskih formi, a jonizacija ovih grupa zavied pH vrednosti rastvora. Za
razliku od logP koji je mera hidrofobnosti samo rjedforme leka (nejonizovane),
distribucioni koeficijent D je mera lipofilnosti pbilo kojoj pH vrednosti. Distribucioni
koeficijent predstavlja odnos koncentracije nejomeme forme leka u oktanolu i zbira

koncentracija jonizovane i nejonizovane forme lakaodi. Pozitivha korelacija logh
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sa afinitetom vezivanja ukazuje da lipofilniji ligdi, sa viSim vrednostima logD,

imaju j&i afinitet vezivanja za;timidazolinski receptor.

Molarna refraktivnost (MR) predstavlja stvarnu zpmu molekule i povezana

je saLondondisperzivnim silama koje su prisutne u lek-recepiterakcijama®°

Tabela 7. Regresione jediime koje povezuju HOMO energiju (B3LYP/6-31G(d%) i
logaritam particionog koeficijenta oktanol/voda gR) sa eksperimentalno odemim
afinitetima liganada za humangAR i | 1—IR/ocz-AR-seIektivnoéu31

Jedinjenje oK, (I?—?Il'\?)ifg\lg](?xj[AR) pKi(az-AR) B3|I__|\(()ng ghfét(rg%oda logP
p-jodoklonidin -0,1413 8,4601 -0,35355 2,743
Oksimetazolin 1,1837 7,0240 -0,23255 4,609
Fentolamin 0,6992 7,2439 -0,20977 3,809
Tizanidin 0,6197 6,9285 -0,25371 2,093
Gvanabenz -1,2540 8,7137 -0,26222 2,381
Efaroksan 0,0996 7,1811 -0,23968 2,842
Klonidin -0,5229 7,7825 -0,26388 1,578
Rilmenidin -0,2875 7,5152 -0,27744 1,421
Cirazolin 0,5891 6,4153 -0,23719 2,542
Nafazolin 0,0827 6,8324 -0,22583 3,826
BDF, 6143 -1,8981 8,5326 -0,25299 1,360
Idazoksan -1,1493 7,0506 -0,24228 0,856
Selektivnost, korelacijar) 0,248 0,724
pKi(0o-AR), korelacija ) 0,595 0,297

Regresiona jediiina

Regresiona jediiina

PKi(02-AR) = 4,3731-12,1931 HOMO

| 1-IR/ a,-AR-selektivhost = -1,6192 + 0,5805 logP

Selektivni afiniteti vezivanja zaa-, oss- | axc-receptoré su iskorigeni za

dobijanje proséne [Ki(a-AR) vrednosti i formiranje regresionog modela kojse

moze predvideti afinitet liganada zap-adrenergike receptore. Od izEanatih

molekulskih parametara najziggniju korelaciju sa zavisno promenljivom Y Kjfo-
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AR)) imala je HOMO energija liganda (Tabela'?)a se dobijeni jednoparametarski

linearni model:

PKi(a-AR) = 4,3731-12,193HOMO (47)

moze Koristiti za brzu procenu afiniteta liganadazadrenergike receptore.

Lipofilnost jedinjenja izrazena kao logP pokazaadpbru korelaciju sa/bi-
selektivnogu (pKi(l11-R)-pKi(az-AR)) (r: 0,724), a dobijena regresiona je¢ina:

11IR/ a,-AR-selektivnost=-1,6192 + 0,580%0gP (48)

se moze koristiti za brzu procenu selektivnostiindiganada (Tabela 72§°

Regresione jeddme formirane QSAR analizom mogu se koristiti za
predvidanje afiniteta liganada za-imidazolinske receptorei,-adrenergike receptore,
kao i za predvanje k/ay-selektivnosti. Imajéi u vidu da selektivna aktivacija-I
receptora moze ztajno smanijiti nezeljene efekte nastale kao posteslinulacijeo,-
AR, predlozeni QSAR modelx1:-IR) = f(logDpH7,4. Npros. naclek. MR) U kombinaciji sa
QSAR modelom za predianje selektivnosti liganadaKgl:-R)-pKi(a-AR) = f(logP)
moze biti izuzetno koristan u racionalnom dizajnjuanovih, selektivnih+IR liganada

sa povéanim afinitetom vezivanja za-imidazolinske receptore.
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4.1.2. QSAR studija liganada imidazolinskih i a,-adrenergickih
receptora €iji su afiniteti za | ;-receptore odraleni na PC12¢elijama u
prisustvu radioliganda [**1] LNP911

QSAR modeli formirani sa drugim setom eksperimeniatezultata, afinitetom
liganada zaitreceptore merenim na PCg2lijama, potvrdili su zn&j naelektrisanja
na atomu azota heterociklusa i lipofilnosti za pare afinitet liganada ka -
receptorima.

Od ukupnog broja deskriptora koji su razmatranbrmiranju QSAR modela tri
deskriptora: parcijalno atomsko naelektrisanje natwau heterocikinom prstenu /(N-
2naelek. (NiZa vrednost naelektrisanja azota u heteroai)yd/logD; 4 i dipolni moment
liganda, pokazala su dobru korelaciju sa afinitetyanada ka+HR (pKi(I1-IR)) i dala
statistitki znasajne modelé®*

Prvi QSAR model (QSAR model-1Kgl1-IR) = f(N-2haeiek, 1/10gD; 4)) formiran
je sa dve promenljive, parcijalnim atomskim naeiskhjem na atomu azota u
heterocikltnom prstenu  (N-2eier) [B3LYP/6-31G(d,p**® sa Mulliken-ovom
populacionom analizom) i 1/logk. Dobijeni statistiki parametri R*=0,874,
RPa0=0,843, RMSEE=0,446, F=27,742, p=0,00025 i rezultérstene validacije
Q%=0,821, ukazuju na visoku progn@tii sposobnost formiranog modela.

Drugi QSAR model (QSAR model-2,Kil1-IR) = f(N-2naelek; 1/109DpH7 4
Dipol) formiran je sa tri promenljive, parcijalnim atomskinaelektrisanjem na atomu
azota u heterocikihom prstenu (N+2eie) [B3LYP/6-31G(d,p)]°®® saMulliken-ovom
populacionom analizom), 1/logld i dipolnim momentom [B3LYP/6-31G(d. 519
liganda i sa vrednostima regresionR£0,874,R,4~=0,820, RMSEE=0,446, F=16,196,
p=0,00157) i validacionih parametara®=Q,802.

SuviSe veliki broj deskriptora u odnosu na broj gga#ta (n=11) je glavni
nedostatak drugog modela. Tdko bolji regresioni i validacioni parametri QSAR
modela-1 R,4=0,843, G=0,821) u odnosu na QSAR modelfZ4; =0,820, G=0,802)

ukazuju na njegov \é&prognosttki znataj usledcega se QSAR model-1:

pKi(l1-IR) =-5,715 — 21,49N-2aqe. -0,4681/10gD7 4 (49)
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moze izdvojiti kao bolji model za predianje afiniteta za;timidazolinske receptore.
Korelacija izméu predvidene i eksperimentalneKfl:-IR) vrednosti jedinjenja u
trening setu prikazana je na Slici 14.

Predvidena p K (I12-IR)

4.5 55 6.5 7.5 8.5 9.5
Eksperimentalna pK; (I1-IR)

Slika 14.Korelacija izméu predvidene i eksperimentalne&fl;-IR) vrednosti jedinjenja u
trening setu.

Znaajno poboljSanje regresionih parametara u visSepataiskom modelu(1:-IR) =
f(N-2naciek; 1/l0gD;4) u porelenju sa odgovaragim monoparametarskim modelima
(Tabela 83**ukazuje na vaZan uticaj oba odabrana deskriptaréinalnu ; vrednost.

Eksternom validacijom sprovedenom na 4 test jedjaj€T1-T4),¢iji su I;-IR
afiniteti liganada mereni na plazma membranéeiga izolovanim iz adrenalne medule
u prisustvu {H] klonidina?* potviden je dobar prognoski potencijal predloZenog
QSAR modela-1. RMSEP za 4 test molekula (0,42@) jeilniza u odnosu nha RMSEE
ispitivanog seta jedinjenja (0,446). Progndstipotencijal ispitan je i na LNP906
ligandu &ija aktivnost je odréena na PClZelijskim membranama ponto [**7]-
PIC Izratunato N-2aeiex, LNP906 liganda (N-2: -0,73848) bilo je znatno nixk N-
2naelek. liganada u trening setu (izahe -0,52 i -0,69) te je i prediena Ki(l1-IR)
vrednost (9,913) bila ziajno vea od eksperimentalne vrednosti (8,087).

93



Tabela 8 Regresiona jeddma koja povezuje parcijalno atomsko naelektrisargeazotu u
heterociklénom prstenu ((N-2eie) [B3LYP/6-31G(d,p)]°™ saMulliken-ovom populacionom
analizom) i logaritam distribucionog koeficijentai pH 7,4 (1/logB ;) sa eksperimentalno

odreienim afinitetima liganada zal{IR)32

Ki(l-IR)

Jedinjenje (mol/dn?] PKi(11:-IR)  N-2aeek.  1/logD;,  Dipol
Efaroksan 8,567 x 10 5,067 -0,5237 0,5525 5,451
ldazoksan 7655x10 5,116 -0,5491  1,1111 7,643
Moksonidin 7,215 x 18 5,142 -0,5839  3,4483 11,207
p-aminoklonidin 4,492 x 10 5,348 -0,5885  3,7037 4,734
Benazolin 3,903 x 10 5,409 -0,5717 1,5385 10,855
Klonidin 6,930 x 10 6,159 -0,5851  0,9346 6,587
RX821002 5,070 x 10 6,295 -0,5548  0,5376 6,300
BDF-6143 6,230 x 19 7,206 -0,5936  -0,9804 12,073
Rilmenidin 4,390 x 18 7,358 -0,5662  0,6135 9,428
p-jodoklonidin 9,500 x 18 8,022 -0,6432  0,4762 17,732
LNP911 1,400 x 18 8,854 -0,6875  0,2639 10,497
korelacija Xi(l:-IR), r -0,801 -0,582 0,567
korelacija,K; (1:-IR), r 0,571 0,524 -0,385
R 0,874
Rzadj 0,843
RMSEE 0,446
Q*>0,5 0,821
F-odnos 27,742
p-vrednost 0,000252
Eksterna validacija

pKi(11-IR) = -5,715 - 21,49N-2, ¢k - 0,4681/l0gD7 4
Jedinjenje Predvidena i(l:-IR) PKi(I:-IR)  N-2naeiek.  1/l0gD; 4
T1 6,0135 6,29 -0,52284  -1,053
T2 4,1982 4,00* -0,53915 3,571
T3 6,5267 5,80*  -0,52695 -1,961
T4 6,4751 6,19*  -0,52615 -1,887
RMSEP 0,426
Jedinjenje Predvidena Xi(l:-IR) pPKi(11-IR)  N-2eex.  1/l0gDy; 4
LNP906 9,9127 8,220%° -0,73848 0,518

®Dipolni moment je réunat primenom B3LYP/6-31G(d ] seta.
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Na osnovu regresione jedi@e (49) moze se zakljiti da su povéanje liposolubilnosti
(logDy 4) liganda i smanjenje Nngeiek. U heterocikiknom prstenu vazni za predeainje
afiniteta liganada za-imidazolinski receptor.

PoSto je imidazolinski deo strukture protonovan, oha atoma azota
imidazolinskog prstena hemijski ekvivalentffadolazi se do zaklgka da nize
negativno parcijalno atomsko naelektrisanje obaaamoprstenu ima vazan uticaj na
selektivnost vezivanja liganada zalR. Kao najzndéajnije strukturne karakteristike
ispitivanih jedinjenja vazne za-IR aktivhost mogu se izdvojiti N=C-N grupa i
hidrofobni deo molekule. Formirani QSAR modeli ageani su na ligande sa logly
vrednostima u rasponu od -1,02 do 0,27 i nizim igdnem atomskim naelektrisanjem
na atomima azota heterociklusa (izinue-0,52 i -0,69). PoSto su novodizajnirana
jedinjenja naje&e derivati vé ispitanih -IR liganada njihove logD i N-naelektrisanje

vrednosti su vrl@éesto u domenu postavljenih QSAR modela.

U poreienju sa statistkim parametrima 2D-QSAR modela dostupnog u
literaturi (R=0.781, 3=0.656}** 2D-QSAR modeli predioZeni u disertaciji se na
osnovu visih regresionih i validacionih parameté@SAR-model 1: B= 0.935 i G=
0.803; QSAR-model 2: & 0.874 i G= 0.821) mogu smatrati pouzdanijim modelima u
predviianju bioloske aktivnosti i uz postdje3D-QSAR modefé* mogu se koristiti za

predvidanje aktivnosti novih jedinjenja potencijalnihIR liganada.
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4.1.3. Virtuelni Docking

Sobzirom da trodimenzionalna struktugalR proteina joS uvek nije odiena
onemogueno je izvdenje preciznijihdockingstudija interakcije ligand-receptor, kao i
razvoj novih {-IR liganada baziran na strukturi ciljnog mestastg leka $tructure
Based Drug DesignSBDD). Meiutim, uspesSno je klonirammidazoline Receptor
Antisera-SelectedIRAS) gen koji je najverovatnije odgovoran za smu k-IR
proteina*® Na osnovu poznate aminokiselinske sekvence algidomena IRAS-a koji
vezuje rutenijum crvenu boju i koji je odgovoran xazivanje imidazolinskih
liganada’® ispitano je Ge&e oba atoma azota heterodikidg prstena u vezivanju za
aktivno mesto IRAS proteina.

Fleksibilan liganddockingizveden je u Argus Lab 4.0.1. prograffitiRanije
validacije ovog programa pokazale su da postojmeemnala razlika u tamosti izmeiu
ArgusLab i GOLD Genetic optimization for Ligand Dockipgrogram&®? ?**Docking
prora&uni zapd@eti su geometrijskom optimizacijom aktivnog domelaAS-a,
rutenijum-vezujdeg regiona (aminokiseline 629-68F) primenom UFE** metoda
implementiranog u ArgusLab 4.0.1 programu. LNP9HDb kedinjenje sa naj¢en
afinitetom i selektivna&u za I-IR (K;. 1,400 nM¥? odabrano je za traZenje i selekciju
aminokiselina u aktivnom domenu proteina koje swosdrne za interakciju sa
ligandom. Utvideno je da aminokiseline Asp, Glu, Tyr i Al&astvuju u formiranju
intermolekulskih veza sa ligandom.

Nakon odabira HIR aktivnog mesta, dominantni oblici svih ispithih
jedinjenja na pH 7,4 podvrgnuti siockingproratunima. Atomi azota u heteroci&him
prstenovima liganada kod svih ispitivanih jedingerili su ukljieni u formiranje

intermolekulskih veza sa aminokiselinama u aktiviadomenu 4-IR (Slika 15.).
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Slika 15. Vezivanjep-jodoklonidina u aktivnom domeny-IR. Ligand i ostaci aminokiselina
koji uc¢estvuju u interakcijama su predstavijeni u vidup&ia i loptica. Plavom bojom su
prikazani atomi azota, a crvenom kiseonika.

Kao i rezultati QSAR studija docking studija I-IR liganada potviuju vazan
uticaj N-atoma heterocikihog prstena na selektivhy-IR aktivaciju. Pored toga,
aromaténi deo u strukturi liganada stupao je u hidrofobm#erakcije sa
aminokiselinama aktivnog mesta 5to je u skladuaajehom pozitivnom korelacijom

izmedu logD; 4 i pKi(l1-IR) vrednosti.
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4.2. QSMR STUDIJA LIGANADA IMIDAZOLINSKIH | a2-
ADRENERGICKIH RECEPTORA U PRISUSTVU a-, f- |
v7-CIKLODEKSTRINA

4.2.1. Preliminarna QSMR studija

Uvadenje i ispitivanje novih jedinjenja sa potencijaimdi/I,-IR aktivnogu
zahteva i razvoj odgovorajih analitckih metoda za njihovo efikasno razdvajanje.

Cilj ovog rada je bio da se postavi jednostavnaa befikasna analitka metoda kojée
omoguiti razdvajanje strukturno srodnih jedinjenja u Sm&apilarna elektroforeza je
odabrana zbog svojih brojnih prednosti u separamizlicitin farmaceutskih i
biohemijskih smeSa: smanjene potroSnje reagenasamainih kolicina uzoraka
potrebnih za analizu, mo§uosti kori€enja razltitih puferskih aditiva i dr.

Ispitivanje je zap&eto sa 15 jedinjenja sa afinitetom za imidazolingite o.-
adrenergike receptore (agmatirg-aminoklonidin, klonidin, moksonidin, rilmenidin,
harman, harmin, gvanabenz, idazoksan, gvanfaciarolk$an, amilorid, klopamid,
indapamid i triamteren). Detaljne farmakoloSke g&udsprovedene na agonistima
imidazolinskih receptora, kao Sto su klonidin, nmakin i rilmenidin, ukazale su na
njihovu stimulaciju diureze, natriureze, kaliurézeGMP ekskrecijif®> ***Pored toga,
poznato je da je diuretik amilorid agonistalR>?> zbog ¢ega su u analizu pored
amilorida ukljwteni i diuretici klopamid, indapamid i triamteren ckamogifi

potencijalni ligandi imidazolinskih receptora.

4.2.1.1. Optimizacija eksperimentalnih uslova

Hemijski, veina ispitivanih jedinjenja su derivati amidina, daizolina ili
gvanidina i poseduju bazne karakteristike. Palaad zavisnosti da je elektroforetska
pokretljivost srazmerna odnosu naelektrisanja iepaa sva ispitivana jedinjenja je na
osnovu teorijskih B, vrednosti i molekulske mase iZumata pokretljivost pri raalitim

pH vrednostima elektrolita. Dobijeni teorijski paduni su ukazali na veoma blisku
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pokretljivost analiziranih jedinjenja kao i da sgvece razlike u pokretljivosti utavaju
na pH 2,8 Sto je ujedno i bila polazna pH vrednogaljim ispitivanjima.

Razdvajanja su zapeta na neobloZzenoj kapilari duzine 36,5 cm i uriunjey
prednika 50 um, na sobnoj temperaturi (25°C) sa 25 radfiatnim puferom pH 2,8 i pri
jacini napona od 15 kV. Pri datim eksperimentalnimousha nije postignuto
razdvajanje jedinjenja u smesi. Smanjenje napond&V dovelo je do povanja
migracionih vremena analita, dok je péarje napona na 20 kV skratilo migraciona
vremena ali bez z®ajnijeg poboljSanja u rezoluciji. Uticaj pH vredtiokao
najkriticnijeg parametra od kojeg zavisi stepen jonizacges@mim tim i pokretljivost u
smesi ispitan je pravljenjem serije fosftanih pafpH vrednosti 2,5; 2,01 1,5.

Snizavanje pH vrednosti elektrolita imalo je zautegt bolju rezoluciju izméu
ispitivanih jedinjenja prtemu su najbolji rezultati postignuti pri pH vredtids5 i pri
naponu od 10 kWime je izbegnuto prekomerndouleovo zagrevanje. Pri datim
eksperimentalnim uslovima prisustvo elektroosmagskioka je u velikoj meri
redukovano tako da se mehanizam razdvajanja zasglagsnom na relativnom odnosu
naelektrisanja i mase ispitivanih jedinjenja. Odiggtivanih jedinjenja u smesi samo je
indapamid pri datoj pH vrednosti prisutan dominani®0%) (MarvinSketcHy> u
neutralnom obliku Sto je uticalo na njegovo znallm@e migraciono vreme u odnosu na
ostala jedinjenja koja su u rastvoru bila prisutndormi katjona. Da bi se postiglo
donekle prihvatljivo vreme razdvajanja analizirajedinjenja, ispitan je i uticaj kée
kapilare (duzina 31 cm, unutrasnji ping 50 um). Na datoj kapilari migraciono vreme
indapamida je neznatno skemo, ali je rezolucija primenom napona od 9 kV zada.

U daljoj optimizaciji korigeni su sled@ uslovi: kapilara 31 cm x 50 pum, fosfatni pufer
pH 1,5, napon + 9kV, elektrodina#kp injektovanje i temperatura 25°C. Sva ispitivanja
su ralena pri talasnoj duzini od 200 nm usled slabe gegeragmatina i rilmenidina.

Uprkos optimizaciji eksperimentalnin uslova razdwge nekoliko grupa
ispitivanih  jedinjenja u smeSi nije postignuto. Tekakon dodatka razitih
koncentracijg-CD (5, 10 i 15 mM ) u ispitivani elektrolit pH 1doslo je do zn&jne
modifikacije u elektroforetskoj pokretljivosti i pec¢anja rezolucije ispitivanih
jedinjenja u smesSi. Najbolje razdvajanje postignjeta ranu od 25 min dodatkom 15
mM B-CD u fosfatni pufer pH 1,5 (Slika 16.) Dalje pdaeje koncentracije

ciklodekstrina bilo je ograteno njegovom limitiranom rastvorljivég u datom puferu.
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s altl

Pri datim eksperimentalnim uslovima (15 mBtCD) ispitan je i uticaj
temperature na ponaSanje jedinjenja u smesi. daje temperature elektrolita iznad
25°C imalo je negativan uticaj na razdvajanje jghija, dok sniZzenje temperature nije
zn&ajno uticala na pokretljivost jedinjenja uslegga je temperatura elektrolita
podeSena na 25°C. Nesto bolja rezolucija se mogatpoupotrebom duze kapilare ali

sa posledinim pove&anjem migracionih vremena ispitivanih jedinjenja.
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Slika 16. Elektroferogrami smeSe analiziranih jedinjenjasgimentalni uslovi: kapilara 31
cm x 50 um, fosfatni pufer pH 1,5 koji sadrzi 15 nfMCD, napon +9kV, elektrodinakko
injektovanje (+ 10kV, 1s), temperatura 25°C, tatadozina 200 nm: (A) zumirani pikovi 1-16;
(B) svih 17 pikova. Migracioni redosled: agmatin),(p-aminoklonidin (2), amilorid (3),
klonidin (4), moksonidin (5), harman (6), rilmemd{7), harmin (8), gvanabenz-1 (9), idazoksan
(10), gvanabenz-2 (11), gvanfacin (12), triamte(g8), S-efaroksan (14), R-efaroksan (15),
klopamid (16) i indapamid (17).

Datom analitkom metodom postignuto je razdvajanje 15 ispitilaani
gvanidinskih/imidazolinskih jedinjenja u smesSi. IVagioni redosled ispitivanih
jedinjenja je bio sled& agmatin, p-aminoklonidin, amilorid, klonidin, moksonidin,

harman, rilmenidin, harmin, gvanabenz-1, idazoks@vanabenz-2, gvanfacin,
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triamteren, S-efaroksan, R-efaroksan, klopamid dapamid (Slika 16.). Neutralno
naelektrisanje indapamida je razlog njegovog znatnbeg migracionog vremena u
poraeienju sa ostalih 14 jedinjengje je razdvajanje postignuto za samo 10 min. Pri
datim separacionim uslovima uspesSno su razdvojenantiomeri efaroksana gemu

je B-CD pored svoje uloge u razdvajanju strukturno siiogedinjenja pokazao i ulogu
hiralnog selektora.

4.2.1.2. Molekulsko modeliranje i primena MLR u QSMR analizi

Sposobnost ciklodekstrina da intereaguju sadiéimi organskim i neorganskim
jedinjenjima gradé inkluzione komplekse nasla je primenu i u separdm metodama
za razdvajanje strukturno srodnih jedinjenja. Metagorijske hemije uspeSno su
koris¢cene za korelaciju elektroforetskih rezultata sacgsom kompleksiranja liganada i
razlicitih ciklodekstrina® Sa ciliem da se objasni elektroforetsko ponasispi¢ivanih
gvanidinskih/imidazolinskih analoga u prisustfi+CD i uspostavi matemaka
zavisnost kojom se moZze predvideti elektroforetpk&retljivost srodnih jedinjenja
sprovedena je QSMR analiza primenom linearne rggres

Eksperimentalno dobijeni podaci, migraciona vreme@nin) i log(t)]
ispitivanih jedinjenja u smesi pri optimalnim ekspgentalnim uslovima, kor&ni su
za dalju QSMR analizu. Preliminarna analiza podatpékazala je dobru distribuciju
log(t) vrednosti (od 0,387 do 1,401) Sto je bio jedan ppdduslova za dobijanje
zna&ajnog regresionog modela.

Za sva ispitivana jedinjenja iztanate su K, vrednosti i odabrani dominantni
molekulski/jonski oblici pri eksperimentalnom pH51kori&enjem MarvinSketch
programa.’> Amino i imino tautomeri klonidinap-aminoklonidina, moksonidina i
riimenidina su kori&eni za formiranje QSMR modela. Geometrija ispitivia
jedinjenja i odgovarajtih kompleksa sap-CD je optimizovana primenom
MOPAC/PM3 metoda. Teorijski pratani za optimizovane strukture izvrSeni su u
Gaussian 98 progrartll korig&enjem B3LYP/6-31+G(d,p) baznog seta za ligdhd€®
I HF/3-21G(d) za ligan@-CD komplekse. Za sve ligariCD komplekse izréunata je
energija kompleksiranjaAE [HF/3-21G(d)] i entalpijaAH [HF/3-21G(d), PM3].

Particioni koeficijent oktanol/voda (logP), Kp distribucioni koeficijent logD,
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naelektrisanje, izoelektma ta&ka, Connolly povrSina dostupna rastvara (Connolly
Solvent Accessible Surface Are@AS), Connolly molekulska povrSina Gonnolly
Molecular Surface Area MS) su izrdunati u MarvinSketcH®> i ChemPré®
programima. Koeficijenti korelacije su odeni za sve molekulske parametre i
deskriptori sa najviSim koeficijentima korelacij@ ®dabrani za multiparametarsku
linearnu analizu.

Regresiona analiza je sprovedena sa ciliem da & ikorelacija izméu
elektroforetskog migracionog vremena [t(min) i BP(i izracunatih deskriptora
optimizovanih liganada i odgovargjh p-CD kompleksa. Molekulski parametri koji su
pokazali najvéi stepen korelacije sa promenljivom Y (log(kao Sto su HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbitagnergija [B3LYP/6-31+G(d,p) i HF/3-21G(d)],
ukupno naelektrisanje jedinjenja pri pH 1,5, SAM$ su odabrani za dalju MLR
analizu. Obe povrsine (SAS i MS) s¢uaate korisenjemConnollyprograma>>

Ukupno naelektrisanje jedinjenja pri pH 1,5 je hila@obroj korelaciji sa log)
(r: -0,895). Relativno visoka korelacija postojald jemediu logt) i HOMO (ligand$-
CD) energije kompleksa:(0,810) i SAS (ligan@-CD) povrsine kompleksa:(0,608).

Posto se u osnovi mehanizma separcije jonskih wdtapilarnoj elektroforezi
nalazi pokretljivost jedinjenja na osnovu odnoseal@ktrisanja i mase relativno visoka
korelacija izmdu log() i ukupnog naelektrisanja:(-0,895), kao i izméu log() i SAS
povrsine ligand3-CD kompleksar( 0,608) su bile &ekivane.

U molekulskoj teoriji orbitala kao Sto su DFT i H€orija, jonizaciona energija
jedinjenja je povezana sa HOMO energijom. Dobraitpoa korelacija HOMO
energije kompleksa (ligan@-CD) sa log() vrednostima ukazuje da kompleksi sa nizom
HOMO energijom imaju manju reaktivnost sa pozitimnjonima elektrolita koji se
formiraju uz zid kapilare i migriraju brze, dok kpreksi sa véom HOMO (ligandp-
CD) energijom stupaju u ¢a interakcije sa dvostrukim difuznim slojem i mrgju
sporije.

Kombinacijom najznéajnijih deskriptora sa vrednostima lggformirano je

nekoliko multiparametarskih linearnih modéfa:

log(t) = f[SAS (ligandB-CD), HOMO (ligandB-CD), naelektrisanje (ligand)] (50)
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log(t) = f[SAS (ligandB-CD), HOMO (ligand), naelektrisanje (ligand)] (51)
log(t) = f[SAS (ligand), HOMO (ligan@-CD), naelektrisanje (ligand)] 52§
log(t) = f[MS (ligand), HOMO (ligang-CD), naelektrisanje (ligand)] (53)

Bolji regresioni i validacioni parametri QSMR modd0: Q°= O,778,Rzadj = 0,894 u
odnosu na QSMR model-5Q°= 0,710,R,q = 0,849; QSMR model-529°= 0,632,
RPag = 0,852 i QSMR model-539°= 0,614,R%,q; = 0,851 ukazuju na njegov najie
prognostéki znataj.

QSMR model-50 koji kombinuje molekulske parameigarida (naelektrisanje)
i molekulske parametre ligafdCD kompleksa (HOMO i SAS) pokazao je najue
sposobnost predd@nja. Zato se predlozena linearna jeimea

log(t) = 0,12304 + 0,00143AS (ligand-8-CD) + 1,65736HOMO (ligand--CD)

- 0,14372ukupno naelektrisanje (ligand) (54)

moze smatrati optimalnim regresionim modelom zadyidanje elektroforetske

pokretljivosti novih derivata gvanidina i imidazeéi (Tabela 9.3%
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Tabela 9. Linearna zavisnost iznde eksperimentalno odtenih vrednosti migracionog
vremena (lodl) i izracunatih molekulskih parametara: SAS (liggh-D), HOMO (ligandp-
CD) i ukupno naelektrisanje (ligand)

SAS _ HOMO Ukupno .

Jedinjenje qmin]  log) (Iigar[f\\%-CD) ('Eﬁfggi%(g) ”a‘a'if;;tr:'j)ame
[hartrees] pri pH 1,5

Agmatin 2,440 0,387 1011,090 -0,52242 2,01
p-aminoklonidin -~ 4,790 0,680 1107,695 -0,53120 1,78
Amilorid 5,078 0,706 1070,720 -0,41974 1,43
Klonidin 5,206 0,717 1035,575 -0,42715 1,00
Moksonidin 5,464 0,738 1113,365 -0,45794 1,00
Harman 5,674 0,754 945,442 -0,35556 1,04
Rilmenidin 5,869 0,769 1055,585 -0,45695 1,00
Harmin 6,083 0,784 1041,400 -0,36614 1,03
Gvanabenz 1 6,433 0,808 1109,080 -0,42574 1,00
Idazoksan 6,549 0,816 1091,000 -0,40959 1,00
Gvanabenz 2 6,685 0,825 1121,490 -0,41599 1,01
Gvanfacin 6,807 0,833 1060,350 -0,41536 1,00
Triamteren 7,076 0,850 1130,710 -0,40994 1,01
S-Efaroksan 7,186 0,856 1062,840 -0,41487 1,00
R-Efaroksan 7,297 0,863 1097,060 -0,40522 1,00
Klopamid 9,379 0,972 1130,670 -0,39550 0,41
Indapamid 25,156 1,401 1169,720 -0,27986 0,13
koef. korelacijer 0,608 0,810 -0,895

log(t) = 0,12304 + 0,00142 SAS (ligar®kCD) + 1,657359 HOMO (ligandp-CD) -

0,14372 naelektrisanje (ligand)

R 0,914
Rl 0,894
RMSEE 0,056
Q>0,5 0,778
F-odnos 45,897
p-vrednost 3,54E-07

Na Slici 17. je prikazana korelacija izthe eksperimentalnih i predignih logf)
vrednosti.

Znaajno poboljSanje u regresionim parametrima dohbijena multiparametarski model
log(t) = f[SAS (ligandg-CD), HOMO (ligandB-CD), naelektrisanje (ligand)] u odnosu

na odgovarajte jednoparametarske modele (Tabela 9.) ukazujeadanvuticaj svih
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odabranih deskriptora SAS (ligaf€&D), HOMO (ligandp-CD), naelektrisanje
(ligand) na krajnje lod vrednosti.

1.6

1.4 A *

1.2 A

0.8 4

Eksperimentalnalog(t)

0.6

0.4 -

0.2

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6
Predvidena log(t)

Slika 17.Korelacija izméu eksperimentalnih i predienih log€) vrednosti.

Relativho visoka korelacija izda HOMO (ligandp-CD) i logt) (r:0,810) i
dominantna HOMO lokacija na ligandu u okviru ligge€D kompleksa ukazuje da je
ligand iz kompleksa uglavnom uk§en u fiziko-hemijske interakcije sa unutraSnjim

zidom kapilare i elektrolitom u toku elektroforetgkrazdvajanja (Slika 18.).
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b) Idazoksarf3-CD, HOMO /

Slika 18 HOMO konformacije: a) Amilorig3-CD i b) Idazoksa-CD kompleksi.
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4.2.2. QSMR studija liganada imidazolinskih ia,-adrenergiékih
receptora u kapilarnoj elektroforezi u prisustvua-, p- i

v-ciklodekstrina

Zn&taj kapilarne elektroforeze u ispitivanju i razdvgiafarmaceutskih smesSa
potviden je rezultatima prethodnog istrazivanja u kojemma brz i jednostavan &ia
izvrSeno razdvajanje 15 liganada imidazolinskihepgora. Nardito je vazno isté
ulogu koju je imag-ciklodekstrin u modifikaciji elektroforetskog pofenja ispitivanih
jedinjenjacime je omogdena analiza i razdvajanje strukturno veomangii liganada
bliske elektroforetske pokretljivosti.

Rezultati sprovedene QSMR analize i uspostavljeresemattka zavisnost
izmedu migracionog vremena i molekulskih parametaraiisiih liganada i ligandg-
CD kompleksa (lodf = f[SAS (ligandg-CD), HOMO (ligandp-CD), naelektrisanje
(ligand)]) pokazali su da se na brz i jednostavadinn teorijskim prorgunima
odgovarajdih deskriptora moze predvideti elektroforetsko @Eamge novih, strukturno
srodnih liganada imidazolinskih receptora. To j@vsemeno i jedan od tima da se
izbegnu brojni i dugotrajni eksperimenti u pronalaz optimalnih separacionih uslova
za analizu srodnih jedinjenja u smesi.

Polazéi od ¢injenice da kompleksiranje ciklodekstrina sa ligamdzavisi ne
samo od karakteristika liganda nego i od vrsteukstire samog ciklodekstrina, efekat
razlicitih  ciklodekstrinskin aditiva na elektroforetsku oksetljivost nije uvek
jednostavno predvideti. Zato je prethodno izvedstugija proSirena sa joS dvasto
koris¢ena ciklodekstrina kao Sto su i y-ciklodekstrin. Pored toga, primenjene su i
dodatne, linearne i nelinearne statisti metode, i izvrSeno je njihovo pdemje u
pouzdanosti preddanja elektroforetske pokretljivosti novih imidazwkih liganada pri
razlicitim elektroforetskim uslovima i u prisustvu trijgase kori€ena ciklodekstrina,
a-CD, B-CD iy-CD.

U cilju realnog poréenja razltitin statisttkin pristupa i néina odabira
najzna&ajnijih molekulskih parametara, kao i u cilju podfanja strozijih kriterijuma u
validaciji, ispitivanja elektroforetske pokretljigt su nastavljena sa 11 jedinjenja, dok

su 4 liganda izdvojena za eksternu validaciju.
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4.2.2.1. Optimizacija eksperimentalnih uslova i makulsko modeliranje

Optimizacija eksperimentalnibslova zapdeta je sa 11 jedinjenja (agmatin,
amilorid, klonidin, tizanidin, moksonidin, harmamiimenidin, harmin, idazoksan,
gvanfacin i klopamid). Na osnovu teorijskin préwaa @K, vrednosti i rezultata
prethodne CE studije kisela sredina je inicijalpabrana za razdvajanje 11 jedinjenja u
smesi. Koncentracija i pH vrednost pufera, tempesat napon su menjani u malim

procentima sa ciljem da se postigne zadovoljaaajaezolucija.
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Slika 19. Elektroferogrami ispitivane smeSe jedinjenja wspstvu razliitih elektrolita: (A) 30
mM fosfatni pufer pH 2,0 bez CD; (B) 30 mM fosfamifer pH 2,0 koji sadrzi 12 mM-CD;
Migracioni redosled: 1-agmatin, 2-amilorid, 3-kldim, 4-moksonidin, 5-tizanidin, 6-harman, 7-
harmin, 8-rilmenidin, 9-idazoksan, 10-gvanfacin;kKldpamid.

108



Uprkos optimizaciji eksperimentalnih uslova nije spgnuto razdvajanje
nekoliko grupa jedinjenja (harmin i idazoksan, amd i klonidin), ali su
eksperimentalni uslovi 30 mM fosfatni pufer pH 2r@pon od +9 kV i temperatura
25°C odabrani za dalja ispitivanja (Slika 19A.).

Sa cillem da se postigne razdvajanje &nith pikova, ispitan je uticaj 3 razlia
ciklodekstrina,a-, B- i y-CD?%" Razliite koncentracijeo-, p- i y-CD su nezavisno
rastvorene u 30 mM fosfathnom puferu pH 2,0 i prvedenim eksperimentalnim
uslovima (+9 kV i 25°C) ispitan je njihov uticaj s&paraciono i migraciono ponasanje
ispitivane smeSe jedinjenja. Najbolja rezolucijaétu ispitivanih jedinjenja postignuta
je u prisustvu 12 mMx-CD (Slika 19B.), 15 mMB-CD (Slika 20A.), i 6 mMy-CD
(Slika 20B.).

Dodataka-CD (12 mM) u ispitivani elektrolit doveo je do neoljeg, ali ne i
potpunog, razdvajanja harmina i idazoksana, kamilogida i klonidina. Promena u
migracionom ponasanju n&ito je bila evidentna kod rilmenidin&je se migraciono
vreme produzilo sa 4,9 na 7,3 minuta.

Dodatak y-CD je imao najmanji uticaj na migraciono ponaSaiggitivanih
jedinjenja pricemu su najv& promene u migracionom ponasanjieare u pristvu 6
mM y-CD i to izmetu pikova gvanfacina i moksonidina. Optimalni elekbretski
uslovi uz potpuno razdvajanje 11 jedinjenja u sm@ssamo 10 minuta postignuti su u
prisustvu 15 mM3-CD rastvorenog u 30 mM fosfatnom puferu pH 2,0,naponu od
+9 kV, temperaturi 25°C i uz elektrodinatko injektovanje (10 kV, 1s).
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Slika 20. Elektroferogrami ispitivane smese jedinjenja wspsivu razliitin elektrolita: (A) 30
mM fosfatni pufer pH 2,0 koji sadrzi 15 mMCD; (B) 30 mM fosfatni pufer pH 2,0 koji sadrZi
6 mM y-CD. Migracioni redosled: 1-agmatin, 2-amiloridki®nidin, 4-moksonidin, 5-tizanidin,
6-harman, 7-harmin, 8-rilmenidin, 9-idazoksan, 1@sfacin, 11-klopamid.

Analiza jedinjenja kori&nih u eksternoj validaciji (nafazolin, efaroksan i
triamteren) izvrSena je njihovim pojedimm ispitivanjem u smesi sa agmatinom pri
eksperimentalnim uslovima u kojima je postignutgbobe razdvajanje ispitivane
smese jedinjenja (u prisustvu 12 mMCD, 15 mMB-CD i 6 mMy-CD).

Na paetku teorijske studije koja je imala za cilj dadedije viSe informacija o
interakcijama izméu ispitivanih jedinjenja i razitih ciklodekstrina u datim CE
sistemima, kompleksiranje liganada sa&, B- i y-ciklodekstrinom je ispitano
semiemprijskim PM3 metodom u Gaussian 98 progréthRanije sprovedene teorijske

studije koje su poredile dva semi-empirijska mejoddll i PM3, ukazale su na
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prednost PM3 metoda u teorijskim ispitivanjima oikkstrind? To je potvdeno i
rezultatima koji su dobijeni optimizacijomi p-ciklodekstrina AM1 i PM3 metodama,
gde je PM3 metodom dobijena geometrija CD bilangk kristalnoj strukturi, dok je
AM1 metodom geometrija molekule bila iskrivljenalags neracionalno formiranih
vodoninih veza?

Negativhe vrednosti energije kompleksiranja doldjema a-, B- i y-CD
komplekse ukazuju na tendenciju ispitivanih jedige ka kompleksiranju (Tabela
10.)?%" Rezultati dobijeni za harmaBCD i harming-CD komplekse bili su u skladu sa
eksperimentalim podacima dobijenifC-NMR, *H-NMR, IC i UV-VIS spektralnom
analizom® U Tabeli 10. su prikazani termodinatkii parametri: promena entalpije
(AH°), entropija AS°) i Gibbsova slobodna energijaAG°) izra&unati za komplekse
svih ispitivanih jedinjeja sa-, B- i y-CD. Za najvéi broj jedinjenja dobijeni rezultati
pokazuju da je afinitet liganada prema Supljinankdodekstrina entalpijski AH°<O0) i
energetski AG°<0) favorizovan proces, dok entropija sistemaakej manja od nule
(AS°<0) ukazuje na nefavorizovan proces. Iz negdtivnednostiAH® i AS® se moze
zakljwiti da su van der Waalove interakcije i vodokhe veze znsjnije od

hidrofobnh interakcija u toku kompleksiranja I-2/AR liganada i ciklodekstrin&-2%®
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Tabela 10.Energije kompleksiranja i termodinatke osobine izré&unate za najstabilnije komplekse liganada-$8- i y-ciklodekstrinom

a-ciklodekstrin

B-ciklodekstrin

y-ciklodekstrin

Jedinjenja AE AHO AG® AS® AE AHO AG® AS® AE AHO AG® AS®

[Kcal/moll [Kcal/moll [Kcal/mol] [cal/molK] [Kcal/mol] [Kcal/mol] [Kcal/mol [cal/molK] [Kcal/moll [Kcal/mol] [Kcal/moll [cal/molK]
Agmatin -71,699 -68,201 -43,870 -81,605 -47,440 BT -19,116 -75,840 -65,255 -59,101 -36,861 -74.59
Amilorid -17,326 -16,584 -2,856 -46,046 -16,284 2431 5,347 -62,355 -28,972 -10,278 2,796 -43,849
Klonidin -26,393 -25,565 -7,498 -60,598 -17,991 208 2,225 -68,564 -25,169 -24,522 -8,905 -52,381
Moksonidin -27,598 -26,864 -5,027 -73,243 -20,306 16,730 1,674 -61,728 -26,669 -23,790 -5,053 -62,841
Tizanidin -27,290 -27,575 -11,754 -53,065 -19,265 17,388 -2,408 -50,243 -20,902 -19,297 -0,485 -68,09
Harman -33,471 -31,349 -8,325 -77,223 -26,393 4.3 -3,653 -69,398 -33,484 -31,994 -11,653 -68,221
Harmin -26,355 -23,169 -2,837 -68,194 -25,640 -28,9 -6,004 -60,162 -33,609 -32,122 -11,259 -69,976
Rilmenidin -31,162 -27,449 -2,573 -83,432 -27,328 25,649 -5,904 -66,224 -32,442 -28,309 -9,490 -63,11
Idazoksan -28,815 -27,629 -8,987 -62,526 -24,768  2,46% -5,836 -55,780 -30,572 -28,563 -14,376 -4 ,58
Gvanfacin -29,142 -25,665 -8,515 -57,519 -19,396 8,243 -1,597 -55,999 -26,581 -24,258 -7,882 -54,926
Klopamid -16,968 -13,426 12,107 -85,637 -17,721 485 4,234 -66,127 -19,547 -17,555 -0,108 -58,518
Nafazolin -27,328 -22,450 -0,373 -74,047 -26,029 3,099 -1,388 -72,820 -33,929 -29,835 -6,525 -78,180
Triamteren -21,699 -17,651 4,939 -75,768 -16,334 3,183 6,457 -65,805 -21,756 -19,555 0,994 -68,922
S-efaroksan® -23,827 -22,039 -1,160 -70,031 -25,370 -22,610 780, -73,220 -28,389 -25,237 -9,453 -52,941
R-efaroksar? -24,937 -21,455 2,959 -81,885 -20,739 -21,402 P31 -72,834

2) Enantioseparacija efaroksana nije postignuta wgivs optimalne koncentracijeCD (6 mM)
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4.2.2.2 PostupnaMLR, PLS i ANN-QSMR studija

Kvantitativna regresiona analiza je izvrSena seruilda se uspostavi korelacija
izmedu relativnih migracionih vremena ispitivanih gvangkih/imidazolinskih derivata
dobijenih pri odgovarajtim CE uslovima i optimalnim koncentracijama cikl@d&ina
(Slika 19. i 20.) i izraunatih molekulskih parametara optimizovanih ligamad
odgovarajdih o-CD, B-CD i y-CD kompleksa. Za formiranje regresionih modela
koris¢ene su linearne (postupna MLR i PLS) i nelineakiglN) statisttke metode.

Da bi se omogtilo adekvatno porenje razlitin statisttkin metoda za
formiranje regresionih modela u svim &ievima je koriéen isti trening set od 11
jedinjenja (agmatin, amilorid, klonidin, tizanidiimoksonidin, harman, rilmenidin,
harmin, idazoksan, gvanfacin, klopamid) i testakd jedinjenja (nafazolin, triamteren,
S-efaroksan i R-efaroksan). Treba napomenuti dansuntiomeri efaroksana uspesno
razdvojeni u prisustvu 12 mb-CD i 15 mMp-CD, dok sa optimalnom koncentracijom
v-CD razdvajanje nije postignuto, te je i test seslutaju y-CD cinilo 3 jedinjenja
(nafazolin, triamteren i efaroksan). Za procenuliket@ formiranih jedn&na i odabir
statistiski najznaajnijih modela korigeni su sledé statisticki parametri: R, F odnos,

p vrednost, RMSEE, RMSEP i validacioni regresiotida Q7.*%°

Primenom postupne MLR metode najgajaiji linearni regresioni modeli
formirani su sa 2 deskriptora u &hju o-CD (QSMR@-CD)), 3 deskriptora z&-CD
(QSMR@B-CD)) i 2 deskriptora za-CD (QSMR§-CD)). Dobijeni statistiki rezultati i
formirane jedné&ne su prikazani u Tabeli 11.

PLS analizom od iztunatih molekulskih deskriptora samo oni sa VIP
vrednostima v&m od 0,5 su razmatrani u formiranju modela i Hajantniji
deskriptori, sa visokim VIP vrednostima odabrani RBS modelovanje. Statigki

najznaajniji modeli dobijeni PLS analizom su prikazariTabeli 112%
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Tabela 11 Statistéki parametri za MLR, PLS i ANN modele
Modeli Regresiona jediima/odabrani deskriptori RMSEE RMSEP & r R? F p

Pojedingni
a-CD modeli

RMT=5,05903 - 12,2583fligand-«-CD) [B3LYP/3-
21G(d)] - 5,79760 Tcon (ligand)

RMT=f(x (ligand-CD) [B3LYP/3-21G(d)];AG (ligand-
«CD) [PM3])

RMT=f(x (ligand-CD) [B3LYP/3-21G(d)], Tcon-ligand,
ANN HOMO-ligand [B3LYP/6-31+G(d,p)], logD-ligandy-ligand 0,317 0,170 0,456 0,866
[HF/3-21G(d)], PMIZ-ligand, E-ligand, Eb-ligand )

Postupna MLR 0,181 0,312 0,765 0,945 0,893 33,285 0,00013

PLS? 0,193 0,239 0,869 0937 0,879 26,428 0,00030

Pojedin&ni
B-CD modeli

RMT=3,62080 - 0,00699 Hf(ligand) + 0,00783 Ed(lighn

Postupna MLR 0,01054 Et(ligand)

0,184 0,519 0,855 0,965 0,931 31,250 0,00020
PLS? RMT=f (x (ligand$-CD) [HF/3-21G(d)]; ShpA (ligand)) 0,193 0,242 0191 0,961 0,924 41,186 6,14E-05
RMT=f (Hf-ligand [PM3], Ed-ligand, Et-ligand, PSA-@2+

ANN ligand, PMIX-ligand, Esb-ligand, CIsC-ligandE (ligand- 0,257 0,262 0,427 0,959
B-CD)[HF/3-21G(d)] )

Pojedingni
v-CD modeli

RMT=3,78027 - 7,1355fligand) [B3LYP/3-21G(d)] +

)
Postupna MLR 0,00053 PMIX (ligand)

0,081 0,288 0,966 0,989 0,978 181,318 2,17E-07

PLS RMT =f f-ligand[B3LYP/3-21G(d)]; Mass-ligand) 0,110 0,179 ,988 0,980 0,961 90,138 3,26E-06

RMT=f(x (ligand) [B3LYP/3-21G(d)], PMIX-ligandAE
ANN (ligand+-CD) [HF/STO-3G(d)], E1.4-ligand, SASA-ligand, 0,210 0,124 0,316 0,936
E-ligand, Eb-ligand, ClogP-ligand, Bindx-ligand)

@ Optimalni modeli za raalite CE sisteme koji sadrie, f- ili y-CD. Nazivi odabranih deskriptora i njihove steaice nalaze se u Tabeli 3. (eksperimentalni deo).
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Viseslojni perceptron (MLP) udack propagation(BP) algoritam je odabran za
nelinearno QSMR modeliranje. Prvi korak u konstijuk@sStackin neuronskih mreza je
odabir odgovarajtih deskriptora. Genetki algoritam?*® analiza osnovnih komponenti
(Principal Component Analysi®CAF™ i postupna MLR su uspesno k@e#i u tu
svrhu?*?*2y ovom radu je za odabir deskriptora primenjenstygmnaMLR metoda.

Svi podaci su podeljeni u trening (11 jedinjenjegrifikacioni (nafazolin, R-
efaroksan) i test set (triamteren, S-efaroksan)aZaD i B-CD. U sl&aju y-CD
enantioseparacija efaroksana nije postignuta ta&ojed kori€en isti trening (11
jedinjenja) i nesto izmenjen verifikacioni (nafamal triamteren) i test test (efaroksan).
Primenom postupne MLR metodologije odabrani suweta 3, 5 i 9 zné&ajnih
deskriptora za ANN trening. Broj odabranih deskiiptimao je najué uticaj na G
vrednost. Pow&an broj ulaznih varijabli dao je i mrezu boljih fl@mansi (regresioni
odnos je bio manji) i ®vrednost véa. Devet odabranih deskriptora dalo je najbolje
statisttke rezultate prikazane u Tabeli 11. Odabrana tagpeldarhitektura) mreza,
brzina &enja imomentumbroj epoha, kao i regresioni odnos i RMSE zafikaxtioni
set koji su pored ©, r, RMSEE i RMSEP kori&ni za odabir najbolije mreZe su
prikazani u Tabeli 12.

Dobijeni statisitki parametri (RMSEP rtainat iz verifikacionog i test seta:
0,170 za ANN-QSMR{-CD), 0,262 za ANN-QSMR¥CD) i 0,124 za ANN-QSMR¢{
CD)) za odabrane ANN-QSMR modele ukazuju na dolpassbnost predianja
podataka koji nisu korégni za treniranje mreze, a koji imaju RMT bliskadmjim
eksperimentalnim vrednostima. Izndopice je da formirani modeli nisu prosli LOO-
CV validaciju usled veoma loSeg predlnja migracionog vremena agmatina, koji ima
najvecu pokretljivost i klopamida koji ima najmanju pokjeost u smesi. Nedovoljna
tatnost formiranih ANN modela u predianju RMT prvog i poslednjeg jedinjenja u
smesSi moze se izdvojiti kao glavni nedostatak calabrANN-QSMR modela. GresSka u
predvidanju RMT ostalih jedinjenja u smeSi u toku ukrSteradidacije bila je za sve
formirane ANN-QSMR¢-CD), ANN-QSMR@B-CD), ANN-QSMR-CD) modele u
granicama prihvatljivosti, giho kao kod linearnih modela. Zfg&gan raskorak izni
niskih vrednosti RMSEE i RMSEP na jednoj stranéélavoljno visoke vrednosti‘ha
drugoj strani ukazuje da je LOO-CV validacija kiu verifikacioni korak u toku ANN

modeliranja.
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Tabela 12Topologija statistiki najzn&ajnijih mreza za ANN-QSMRY(-CD), ANN-QSMR@-CD) i ANN-QSMR-CD) modele

Br. Br. Br.
- < » . . I RMSE
. ¢vorova u | ¢vorova u| ¢vorova u| Broj Brzina Regresioni e 2
Modeli . X o Momentum verifikacionog| Q
ulaznom | skrivenom| izlaznom | epoha| ucenja odnos seta
sloju sloju sloju
ANN-QSMR(@-CD) 9 12 1 109 0,1 0,3 0,7843( 0,200 0,4b6
ANN-QSMR(B-CD) 9 12 1 282 0,1 0,3 0,35191 0,104 0,4p7
ANN-QSMR(y-CD) 9 12 1 369 0,1 0,3 0,51199 0,121 0,316
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Linearne statistke metode (postupna MLR i PLS) pokazale su supsogiru
odnosu na nelinearnu (ANN). Formirani linearni mlodmali su bolje statistike
parametre u odnosu na ANN modele. NeSto niza vstdRMSEP (PLS: 0,239;
postupna MLR: 0,312) i visa“Qrrednost (PLS: 0,869; postupna MLR: 0,765) u PLS
analizi ukazuju da PLS-QSMBR{CD) model moze biti izdvojen kao optimalan model
za preduwitanje RMT u prisustvw-CD. Znatno niza RMSEP (PLS: 0,242; postupna
MLR: 0,519) i visa ® vrednost (PLS: 0,911; postupna MLR: 0,855) dolzijenPLS-
QSMR(@B-CD) modelu pokazuje da ovaj model ima bolju sposasb predwianja RMT
ispitivanih jedinjenja u prisustv-CD u odnosu na MLR model. Kada j& rey-CD-
QSMR studiji, iako je RMSEP bila neSto niza u Pu&lai (PLS: 0,179; postupna
MLR: 0,288), MLR-QSMR{-CD) model je odabran kao pouzdaniji usled boljih
statistékih vrednosti RMSEE, r (korelacija izmhe eksperimentalnih i predignih
vrednosti), G, R, F ip. (Tabela 11.). Eksperimentalno dobijene i odatmamiodelima
predvitene RMT vrednosti su prikazane u Tabel?13.
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Tabela 13.Eksperimentalne i prediene RMT vrednosti za optimalne QSMR modele (PLS-
QSMR@-CD), PLS-QSMR{-CD) i postupna MLR-QSMR{CD))

Jedinjenja 12 mM-CD 15 mMB-CD 6mM y-CD
Trening set Eksp. Predw. Eksp. Predw. Eksp. Predw.
Agmatin 1,0000 1,0159 1,0000 1,1059 1,0000 00,9976
(2,44 min) (2,45 min) (2,41 min)

Amilorid 2,0588 2,2417 2,1045 2,3576 2,0249 2,1728
Klonidin 2,1047 2,3251 2,1617 2,3238 2,0673 2,1507
Moksonidin 2,3456 2,3372 2,2909 2,4727 2,2924 2,2949
Tizanidin 2,2246 2,0297 2,2195 2,2251 2,1287 2,1849
Harman 2,0082 2,1660 2,3452 2,3258 1,9026 1,8965
Harmin 2,1950 2,3632 2,5186 2,5416 2,0249 2,0205
Rilmenidin 2,9798 2,5110 2,4538 2,2458 2,0981 1,9821
Idazoksan 2,3000 2,2168 2,7501 2,6036 2,0053 2,0204
Gvanfacin 2,2688 2,2132 2,8909 2,4431 2,3648 2,2031
Klopamid 3,3127 3,3784 4,0827 4,1731 3,5049  3,4903
RMSEE 0,193 0,193 0,081
Test set

Nafazolin 2,1573 2,5541 2,4587 2,8045 2,1260 2,2094

S-efaroksan 2,6082 2,3590 2,9635 2,7765 2,2587 2,2044
R-efaroksan 2,6664 2,5987 3,0221 2,8155 2,2587 2,2044
Triamteren 2,4726 2,4104 2,9266 2,7353 2,5707 2,0812
RMSEP 0,239 0,242 0,288

Na osnovu statistkih parametara prikazanih za sve formirane modesbéla
11.), kao optimalni modeli koji se pouzdano moguridkdi za predvitanje
elektroforetske pokretljivosti novih jedinjenja, rd@ta gvanidina/imidazolina, u
prisustvu jednog od ciklodekstrina-( - ili y-CD) su izdvojeni:

PLS-QSMR{-CD) model:

RMT=f(y (ligand-a-CD) [B3LYP-3-21G(d)]; AG (ligand-a-CD) [PM3]) (55)

Q*=0,869; RMSEE = 0,193; RMSEP = 0,239; r = 0,93%;26,428; p = 0,00030
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PLS-QSMRp-CD) model:

RMT=f(y (ligand-B-CD) [HF-3-21G(d)]; ShpA (ligand)) (56)

Q*=0,911; RMSEE = 0,193; RMSEP = 0,242; r = 0,96%,41,186; p = 6,14E-05

Postupna MLR-QSMR{CD) model:

RMT=3,78027 - 7,1355@(ligand) [B3LYP-3-21G(d)] + 0,00053 PMIX (ligand{57)

Q* = 0,966; RMSEE = 0,081; RMSEP = 0,288; r = 0,9489;181,318; p = 2,17E-07

Vrednosti molekulskih deskriptora za odabrane modellaze se ®rilogu A (Tabele
28.,29.1i30.).

Elektronegativnost kompleksg (ligand-a-CD), y (ligand$-CD)), koja pripada
elektronskoj klasi deskriptora, izdvojena je kaozara deskriptor u predd@nju
migracionog ponasanja i u prisustvtCD i u prisustvy3-CD. Pauling je uveo koncept
elektronegativnosti kao sposobnost atoma u molalalpriviae elektroné® Visoka
negativna korelacija elektronegativnosti komplegséigand-a-CD) iy (ligand$-CD))
sa relativnim migracionim vremenom u skladu jeesaijom razdvajanja jonskih vrsta u
kapilarnoj elektroforezi na osnovu relativnog odmosnase i naelektrisanja.
Elektronegativniji kompleks migrite@ brze prema negativno naelektrisanoj elektrodi
usled tendencije da prihvati elektron. Na Slici &1 prikazane HOMO i LUMO orbitale
harmane-CD and rilmenidine-CD kompleksa. LUMO je uvek locirana na liganduk do
je HOMO na ligandu ilia-ciklodekstrinu. Na Slici 22. su prikazane HOMO WMO
klonidin-B-CD i gvanfacing-CD kompleksa. | HOMO i LUMO su pozicionirani na

ligandu.
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Harman

Rilmenidi

Slika 21 HOMO (levo) i LUMO (desno) konformacije harmar€D i rilmenidinu-CD
kompleksa.
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Slika 22. HOMO (levo) i LUMO (desno) konformacije klonidip-CD i gvanfacing-CD
kompleksa.
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Visoka pozitivnha korelacija iznde Gibbsove enerije kompleksa\G (ligande-
CD)) i RMT ukazuje da kompleksi liganda-iCD sa viSim vrednostimAG imaju duze
migraciono vremeGibbsova slobodna energija je termodingkiaiparametar vazan za
bolje razumevanje procesa kompleksiranja ligandiklodekstrina. Termodinartka
korist domain-gost interakcije ogleda se u smanjenju uku@iebsove energije do
koje dolazi kao rezultat interakcije liganda i o#ekstrina. Negativne vrednosti ovog
parametra dobijene za ligandED komplekse ukazuju da se proces kompleksiranja
odvija spontano na 25°C.

Pozitivna korelacija karakteristike oblik&l{ape attribute ShpA) sa RMT u
jedna&ini koja definiSe pokretljivost u prisust\i4CD pokazuje da jedinjenja koja imaju
voluminoznije grupe u svojoj strukturi imaju duZeignaciono vreme usled veg
afiniteta ka hidrofobnom dzedi+CD. ShpApripada klasi sternih deskriptora i ukazuje
na zngaj topologije samog jedinjenja u reakciji vezivasg ciljnim mestom, u ovom
slucaju B-ciklodekstrinom.

Negativna korelacija izndel elektronegativnosti ligandg (ligand)) i RMT u
modelu koji definiSe pokretljivost u prisustydCD ukazuje date elektronegativniji
ligandi manje intereagovati sa hidrofobnim dzepe@D i migrirati brze prema katodi.

Pozitivha korelacija izm#& glavnog momenta inercije X(incipal Moment of
Inertia X, PMIX) i RMT (y-CD) pokazuje d&e jedinjenja sa viSim vrednostima PMIX
imati duze migraciono vremd?MIX pripada klasi sternih deskriptora i predstavl]
moment inercije kada je X odaartesianovog koordinacionog sistema glavna osa u

ispitivanom molekulu.

4.2.2.3 Multi-target QSMR studija

Multi-target QSMR studija (MQSMR) je sprovedena sa ciliem dadshkije
generalizovana jeddma na osnovu koje se moze izvrSiti pretdwije migracionog
ponaSanja srodnih imidazolinskih/gvanidinskih daté&/ u prisustvw-CD, B-CD ili y-
CD.*" za formiranje odgovarajih modela korigeni su samo molekulski parametri
liganda sa naju@m uticajem na RMT. mQSMR modeli koji definiSu zewost izméu
nezavisne promenljive X (deskriptori liganda) i #avisne promenljive Y (relativho
migraciono vreme u prisustvu 12 méACD (Y1), 15 mMB-CD (Y2) i 6 mMy-CD
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(Y3)) formirani su primenom PLS i ANN stati&kih metoda. Postupna MLR metoda se
ne moze primeniti za formiranje regresione je&ima sa viSe od jedne zavisno
promenljive Y zbogiega ova metoda nije koésna u mQSMR analizi. Ista procedura i
trening algoritmi korigeni u formiranju pojedinanih QSMR modela primenjeni su i u
MQSMR analizi.

Primenom PLS metoda najbolji statiii rezultati, kumulativno @ =0,863
(izratunato zao-, p- i y-ciklodekstrin) i R=0,890, dobijeni su u PLS-mQSMR-CD,
B-CD, y-CD) modelu sa 2 deskriptora:

RMT=f(w-ligand [HF/STO-3G(d)]; SEV-ligand) (58)

Indeks elektrofilnostiElectrophilicity indexw) [HF/STO-3G(d)] iConnollyzapremina
molekula Connolly Solvent-Excluded Volum&EV) su odabrani kao molekulski
parametri liganda sa najien uticajem na sve tri zavisne promenljive Y (RMdbgeno
pri optimalnim koncentracijamaCD (Y1), B-CD (Y2) i y-CD (Y3)). Ostali statistki
parametri su prikazani u Tabeli 14.

Vrednosti molekulskih deskriptora za odabrani PLQSMR @-CD, B-CD, y-CD)

model nalaze se u Prilogu A (Tabela 31.).
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Tabela 14. Statisttki parametri i topologija mreze za mQSMR modele

. Q2 R2

MQSMR modeli RMSEE RMSEP r kumulativna  kumulativna F p
PLS-mQSMR¢-CD, B-CD, y-CD) model 0,863 0,890
a-CD 0,247 0,209 0,895 11,292 0’0(1)468
B-CD 0,229 0,308 0,944 29,056 2,14E-04
v-CD 0,081 0,275 0,989 134,014 7,06E-07
ANN-mQSMR(@-CD, B-CD, y-CD) model 0,278
a-CD 0,213 0,133 0,946
B-CD 0,166 0,355 0,979
v-CD 0,084 0,307 0,995

Br. cvorova Br. ¢vorova u Br. ¢vorova Brzina Reares RMSE
Model u ulaznom skrivenom  uizlaznom Broj epoha - Momentum gres. verifik.

. . : uc¢enja odnos
sloju sloju sloju seta

ANN-mMmQSRR@-CD, B-CD, y-CD) 9 11 3 149 0,6 0,3 0,15908 0,129
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Za formiranje ANN modela deskriptori su odabranim@anom postupne MLR
metode. Od 40 deskriptora liganada izdvojeni suosdeskriptori sa najyan uticajem
na svaki ciklodekstrin pojeditno i upotrebljeni kao ulazne promenljive u veEtm
neuronskim mrezama sa tri izlazne promenljive. Keaj topologija veStkih
neuronskih mreza i odabrani eksperimentalni usswiprikazani u Tabeli 14. Devet
deskriptora liganada koji su koéeni za formiranje ANN-mQSMR(CD, -CD, y-CD)
modela i poréani prema opadajoj senzitivnosti su: toplota formiranjaHéat of
Formation Hf), molekulska povrSinadQonnolly Molecular AreaMS), torziona energija
(Torsion EnergyEt), elektronegativnosy) [B3LYP/6-31+G(d,p)], dipol-dipol energija
(Ed), molekulska zapremina¢nnolly Solvent-Excluded Volum&EYV), polarni deo
molekule pri pH 2,0 Rolar Surface AreapH2, PSA), glavni moment inercije X
(Principal Moment of Inertia-XPMIX) i dijametar(Diam).

Raskorak izméu niskih vrednosti RMSEE (0,213, 0,166 i 0,0840zap- i y-CD) i
RMSEP ((0,133, 0,355 i 0,307 za, - i y-CD) i nedovoljno visoke vrednosti?Q
(0,278) potvrdio je kao i u staju pojedinanih modela da je LOO validacija
neizostavni korak u proceni kvaliteta formiranih Kihodela.

Na osnovu statistkih rezultata PLS-mQSMR(CD, B-CD, y-CD) model je odabran
kao optimalanmulti-target model koji je dalje upot®En sa pojedinsmim PLS-
QSMR@-CD), PLS-QSMR§-CD) i postupna MLR-QSMR(CD) modelima.
Vrednosti RMSEP za PLS-mQSMRCD, B-CD, y-CD) model (0,209, 0,308 i 0,275 za
a-CD, B-CD iy-CD model) bile su nesto bolje za CE sisteme-ga/-ciklodekstrinom u
poreienju sa pojedinmim odabranim QSMR modelima (0,239, 0,242 i 0,288-£D,
B-CD iy-CD model) (Tabela 11.).

Dobijena kumulativna (zbirna) ‘Qvrednost (0,863) za PLS-mQSMRCD, B-CD, vy-
CD) model bila je nesto niza odf @ednosti (0,869, 0,91 i 0,966 2eCD, p-CD, y-CD
model) odabranih pojeditiaih modela.

Visoka sposobnost predianja odabranog PLS-mQSMRCD, B-CD, y-CD)
modela ukazuje da se jednostavnim darmvanjem 2 deskriptora liganda,
Electrophilicity index(®) [HF/STO-3G(d)] iConnolly Solvent-Excluded Volur(@eV),
moze postii brzo preduiianje elektroforetskog ponasanja (RMFED), RMT (3-CD),
RMT (y-CD)) srodnih gvanidinskih/imidazolinskih derivatpri elektroforetskim

uslovima u kojima se za separaciju koristi po jeddrtri ispitivana ciklodekstrinay-,
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B- ili y-ciklodekstrin. Kada se ovim brzim preliminarnimotgskim predvianjem
odabere ciklodekstrin kojim se moze péistnajbolje razdvajanje ispitivane smesSe
jedinjenja, primenom formiranih specifih QSMR ¢-CD, B-CD ili y-CD) modela
mogute je preciznije predvideti migraciono vreme analitaprisustvu odabranog
ciklodekstrina ¢-CD, B-CD ili y-CD).
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4.3. QSRR i QSMR STUDIJE LIGANADA IMIDAZOLINSKIH |
ALFA ADRENERGI CKIH RECEPTORA

Retencija i pokretljivost u reverzno-faznojct®j hromatografiji i kapilarnoj
elektroforezi u velikoj meri zavise od stepena Fawije ispitivanih jedinjenja odnosno
od pH vrednosti mobilne faze i elektrolita pri dateksperimentalnim uslovima. Sa
porastom stepena jonizacije baznih jedinjenja raspdova pokretljivost pod dejstvom
elektricnog polja u kapilarnoj elektroforezi. Sa druge mtraretencioni faktor za
nedisosovane forme kiseline ili baze moZze biti D0p2ita véi nego za odgovaraje
disosovane forme leka pri datom sastavu mobilne faada-organski rastvatau RP-
HPLC sistemu.

Uticaj stepena jonizacije (kisele, bazne i neutrabredine), na retenciono
ponaSanje i pokretljivost u RP-HPLC i CE sistemiigitana je za 29 jedinjenja sa
dejstvom nac-adrenergike i/ili imidazolinske receptore. Za rad u kiselsjedini
odabrana je pH vrednost 4,4 pri kojoj je&éva ispitivanih jedinjenja ostvarila najsie
stepen jonizacije, pH = Ka-2 (na osnovu podataka oKp MarvinSketch™ i
eksperimentalno oddenih K, vrednosti). Za rad u neutralnoj sredini kées je pH =
7,4 i za rad u baznoj sredini pH = 9,1. VrednostQH odabrana je kao kompromis pri
kojem se 9 jedinjenja kée zajedno sa markerom elektroosmotskog toka i fieletienu
pokretljivost jednaku nuli, oko 1/3 jedinjenja ostuje intermedijernu pokretljivost (pH
u blizini pK, vrednosti) i preostala jedinjenja sKgvrednostima iznad 10 su i dalje u
najveem procentu jonizovana.

Sa cillem da se uporede mehanizmi retencije daditetke metode, reverzno-
fazne téne hromatografije i kapilarne elektroforeze prirazlicite pH vrednosti (4,4;
7,41 9,1), eksperimentalno su odieai: retencioni faktor koji odgovara 0% organskog
rastvarga (logKk,) primenom RP-HPLC metode i efektivna pokretljiva$ts) u
prisustvu acetona kao elektroosmotskog markeragoronm CE metode.

Sva ispitivanja su izvrSena pri istim pH vrednostinmjonskoj j&ini pufera (I =
25 mM). Acetatni pufer je koré&n za kiselu sredinu (pH 4,4), fosfatni za neutrgjpH
7,4), dok je za rad pri pH 9,1 odabran boratni puf€€E i amonijum acetatni pufer u
RP-HPLC.
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Na osnovu eksperimentalno dobijenih podatakaK{jog Hes) | velikog broja
izracunatih deskriptora uspostavljene su kvantitativia@isnosti izméu strukture i
retencije/pokretljivosti za ispitivani set jedinjanprimenom linearnih statigkih
metoda,postupne MLR i PLS metode. Definisani su regresioadeli na osnovu kojih
se sa visokim stepenom pouzdanosti moze predvidetncija/pokretljivost srodnih
baznih jedinjenja i izdvojiti najziajniji molekulski parametri koji utu na ponaSanje
ispitivanih jedinjenja u HPLC i CE sistemima.

Pored toga izvrSena je korelacija dobijenihKQa kiseloj, neutralnoj i baznoj sredini
(logKwa.4 logKw74 1 10gKwg 1) sa parametrima lipofilnosti logl, logD;4 1 logDg 1

izracunatim u MarvinSketch’®

4.3.1. Odrdlivanje log K,, HPLC metodom

Retencija u HPLC sistemu je pema odrdivanjem lod&, vrednosti kao
realnijeg parametra za ispitivanje retencionog pang i hidrofobnosti (lipofilnosti) u
odnosu na izokratsku vrednost KagogK,, predstavlja ekstrapolirani retencioni faktor
koji odgovaracistoj vodi (puferu) kao mobilnoj fazi i istovremel® vazan pokazatelj
hidrofobnosti (lipofilnosti) ispitivanog jedinjenjger su njegove vrednosti u brojnim
slutajevima istog reda veine kao i oktanol-voda logP/logD vrednoSfi:}231%

Posto su ispitivanja na @i C18 kolona ograena na opseg pH vrednosti od
2,5 do 7,5 za stacionarnu fazu je odabrana XPeR@18, 4,6 x 100 mm, 3,5 pum,
kolona koja daje mogmost rada u Sirokom opsegu pH, do pH P2*0rehnologija
izrade same kolone dovela je do péuee pH stabilnosti i smanjene interakcije sa
slobodnim silanolnim grupama (formiranje vodamh veza i elektrostatke sile) koje
mogu dovesti do zmajnog povéanja retencije natito u Slaju pozitivno
naelektrisanih baznih jedinjenja.

NajceZe korigene mobilne faze u RP-HPLC su smeSe vode ili pugara
organskim rastvatgm, obéno metanolom, acetonitrilom ili tetrahidrofuranorb.
odrafivanju logK,, vrednosti (proceni lipofilnosti) pokazalo se da fjaetanol
najpogodniji organski rastvaraa RP-HPLC jer ne dovodi do naruSavanja sposobnost
vode da formira vodotine veze. Pored toga u toku uspostavljanja ravnatetanol se
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vezuje za stacionarnu fazu formir&djumonosloj koji ima sposobnost dgenja
vodoninih veza slino n-oktanolut® Zato je za rad odabran metanol.

Takade, treba uzeti u obzir da su organski rastiasposobni da utu na K,
vrednost jonizovanih jedinjenja, kao i na kiselpsivrSinskih silanolnih grupa i pH
vrednost mobilne faze. Po praviluKp baznih jedinjenja opada sa péagjem
koncentracije organskog rastvéama Ovi efekti su svedeni na minimum u proceduri
ekstrapolacije 5to je bio joS jedan od razloga patrebu logl,, vrednosti umesto
izokratske lo¢ u slutaju baznih jedinjenja.

Dobijene logl,, vrednosti (odsei) i nagibi (S) pri tri razkiite pH su prikazani u
Tabeli 15. U kiseloj sredini (pH 4,4) raspon dobife vrednosti se ke od 0,09
(fenilefrin) do 3,75 (karvedilol). Pri datim uslewa samo dva jedinjenja (klopamid i
indapamid) se nalaze u neutralnom (molekulskomkoliok su sva ostala jedinjenja u
najve&em broju sldajeva potpuno (preko 99%) jonizovana. To je istowao i razlog
nizin logk,, vrednosti (jonizovana forma leka je manje lipadiindatih jedinjenja u
poreienju sa pH 7,4 i pH 9,1 pri kojima su jedinjenjasptna u manjem procentu u
jonizovanom obliku ili su nejonizovana (pH 9,1). Pave&anjem pH povéava se i

lipofilnost ispitivanih jedinjenja pa samim timadK,.
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Tabela 15.Dobijene vrednosti odgka (logKy,) i hagiba (S) pripH 4,4; 7,41 9,1

Jedinjenje pH 4,4 pH 7,4 pH 9,1
logKy, S loKw S loKw S

Amilorid 1,11+0,04 -331+0,09 1,05+0,04 -328,12 0,98+0,04 -2,74+0,11
Brimonidin 0,99+0,03 -4,78+0,21 1,08+0,03 2@8+0,12 1,26+0,07 -3,23+0,19
Karvedilol 3,75+0,04 -584+0,07 4,15+0,08 446+0,13 4,21+0,10 -556+0,18
Klonidin 0,82+0,02 -2,74+0,05 0,98+0,01 -18R,02 1,47+0,01 -2,71+0,03
Klopamid 2,00£0,02 -361+0,04 199+0,03 -3450,08 1,87+0,01 -3,34+0,02
Klozapin 2,94+0,03 -469+0,06 385+0,05 -48808 3,95+0,08 -504+0,15
Doksazosin 3,42+0,07 -556+0,14 3,67+0,11 05%0,19 3,60+0,11 -4,95+0,20
Efaroksan 1,31+0.02 -320+0,04 1,33+0,03 063D,14 1,85+0,01 -3,38%0,03
Efedrin 0,56 +0,02 -2,41+0,08 0,57+0,02 -2,4989 1,01+0,02 -2,52+0,05
Gvanfacin 1,73+0,01 -3,47+0,03 1,92+0,12 130,03 2,00+0,00 -3,35+0,01
Harman 1,72+0,06 -3,74+0,18 2,76+0,05 -3, M@ 2,78+0,06 -3,75+0,11
Harmin 2,15+0,04 -428+0,11 2,88+0,05 -3,88@89 295+0,07 -3,97+0,12
Idazoksan 0,82+0,01 -2,66+0,03 0,85+0,02 81,04 153+0,01 -2,80+0,01
Indapamid 2,69+0,02 -416+0,06 255+0,02 941,04 2,35+0,03 -3,78+0,06
Maprotilin 290+0,08 -431+0,14 258+0,12 18+0,20 3,09+0,08 -4,20+0,14
Mianserin 2,48+0,03 -4,24+0,07 391+0,05 248,08 3,92+0,06 -4,83+0,11
Moksonidin 0,57+0,03 -3,21+0,47 0,63+0,03 &430,10 0,75+0,04 -2,31+0,10
Nafazolin 152+0,01 -348+0,04 152+0,01 43#60,05 1,76+0,01 -3,50+0,03
Olanzapin 1,64+0,04 -3,37+0,11 3,23+0,07 743,12 3,28+0,08 -4,46+0,14
Oksimetaz. 2,33+0,02 -3,89+0,04 2,33+0,04 6:%0,10 2,60+0,07 -4,14+0,16
Fenilefrin 0,09+0,02 -253+0,14 0,04+0,01 62£0,06 0,39+0,02 -2,00+0,06
Pseudoefed. 0,60+0,03 -2,60+0,10 0,61+0,02,67-20,12 1,10+0,02 -2,72+0,07
Rilmenidin 0,92+0,03 -2,88+0,09 0,90+0,03 32+0,11 1,48+0,02 -2,96+0,06
Tamsulosin 2,22+0,05 -4,73+0,13 2,75+0,04 534 0,10 3,06+0,09 -4,97+0,20
Tetrahidroz. 1,06 +£0,02 -2,94+0,05 1,08+0,013,24+0,06 1,32+0,03 -2,99+0,07
Tizanidin 0,74+0,02 -2,65+0,06 1,12+0,01 2#£0,03 1,34+0,01 -2,63+0,04
Triamteren 1,75+0,05 -3,96+0,14 1,92+0,05 763:0,12 1,93+0,04 -3,75%0,11
Tramazolin 1,55+0,03 -3,43+0,07 1,51+0,01 513+0,06 1,74+0,01 -3,37+0,03
Ksilometaz. 2,61+£0,00 -4,22+0,01 259+0,02,144t0,04 2,79+0,08 -4,17+0,16
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4.3.2. Odrdlivanje efektivne elektroforetske pokretljivosti metbdom

kapilarne elektroforeze

Razdvajanje jonskih vrsta u kapilarnoj elektroforeasniva se na razltoj
elektroforetskoj pokretljivosti analita pod dejstwo elektrenog polja u kapilari
ispunjenoj rastvorom pufera.

Prividna pokretljivost jona apparent mobility, papy) predstavija zbir
pokretljivosti elektroosmotskog tokaléctroosmotic flow mobilityeos) 1 efektivne

pokretljivosti jona éffective mobility pet).

2= Heot *+ Het (59)

Pojava elektroosmoze (elektroendoosmoze) je jedafurmdamentalnih faktora
u kapilarnoj zonskoj elektroforezi. U silika kap#ana, silanolne grupe (-SiOH) vezane
za unutrasnji zid kapilare jonizuju do negativneele&trisanih grupa (SiQ pri pH
vrednostima pufera (radnog elektrolita) iznad Pfivuiceni negativnim naelektrisanjem
SiO grupa, pozitivno naelektrisani joni rastvora pafdormiraju uz zid kapilare
dvostruki sloj katjona. Spoljasnji sloj katjona k¢¢ udaljeniji od silanolnih grupa
predstavlja pokretni deo dvostrukog sloja i podstlgm primenjenog elektimog polja
putuje prema negativno naelektrisanoj katodi tiose sobom i molekule vode u istom
pravcu i stvarajéi protok te&nosti poznat pod nazivom elektroosmotski tok
(ElectroOsmotic Flow,EOF). Pozitivno naelektrisani joni dsgu pozitivan uticaj
elektroosmotskog toka jer se kwe prema istoj elektrodi, katodi, za razliku od
negativnih jona koji migriraju prema pozitivno naldrisanoj anodi. U uslovima kada je
Heof VECE 0d hpp, @njoni koji imaju afinitet prema anodi se zajediaoelektroosmotskim
tokom kre&u prema katodi. Zahvaljugu prisustvu EOF i neutralna jedinjenja noSena
elektroosmotskim tokom kroz kapilaru putuju prenaokli**

Da bi se odredila efektivha pokretljivosteft iz prividne pokretljivosti gpp
potrebno je meriti elektroosmotski protok. To sezm@ositi primenom neutralnog
markera. Neutralni marker predstavlja neutralnoinjedje koje se kre samo

zahvaljujui elektroosmotskom protoku.
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Efektivna elektroforetska pokretljivost 29 ispitivh jedinjenja odréena je u
prisustvu 2% v/v acetona kao neutralnog markerapl®r4,4, 27 ispitivanih jedinjenja
ostvarilo je svoju maksimalnu efektivhu pokretljtoi u formi katjona imalo @i
pokretljivost od neutralnog markera, dok je efekéivpokretljivost klopamida i
indapamida kao neutralnih analita koji seckreajedno sa markerom elektroosmotskog
toka bila jednaka nuli (Tabela 22.). Raspon doltiexrednosti krée se od 0O
(indapamid, klopamid) do 28,19 ¥0°cn?s'V™ (harman). Pri fizioloskom pH 7,4
jedinjenja sa W, vrednostima oko 7,4 su ostvarila intermedijernukrptjivost,
indapamid i klopamid su migrirali zajedno sa EOFkeaom (% = 0) i jedinjenja sa
pK, vrednostima iznad 10 koja su pri datim uslovimaisokom procentu prisutna u
formi katjona su zadrzala efektivnu pokretljivobtsu kao i u kiseloj sredini. Dobijeni
raspon efektivne pokretljivosti kte se od 0 do 24,18 30°cn’s'V? (nafazolin). U
baznoj sredini pri pH 9,1 negativno naelektrisami jklopamida i indapamida migriraju
prema katodi sporije od EOF markera i imaju negativwrednosti efektivhe
pokretljivosti. Nenaelektrisana jedinjenja putupjeino sa markerom i pokretljivost im
je jednaka nuli, dok su derivati 2-metilimidazolisa K, vrednostima iznad 10 pri
datim uslovima zadrzala visok stepen pokretljivosficr = 25,05 x10°cmés'v?,

tetrahidrozolin).

4.3.3. Primena postupnog MLR i PLS metoda u QSRR/Q8R analizi

Kvantitativna regresiona analiza izvrSena je Seruilda se uspostavi korelacija
izmedu izratunatih molekulskih parametara ispitivani#fadrenergikih i imidazolinskih
liganada i vrednosti Idg, u HPLC sistemu i g u CE sistemu pri tri razlite pH
vrednosti (4,4; 7,4 i 9,1). Za formiranje regredgiomodela kori&ene su linearne,
postupna MLR i PLS, statigke metode.

Za svaku pH vrednost i oba ispitivana sistema, HPOE, prvo su formirani trening i
test setovi. Odabir test jedinjenja izvr$en je m&i P 12+ progranit/ kori&enjemtt i

tu grafika.
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Tu grafik pokazuje zavisnost izrhe X i Y i koristi se za identifikacijuoutlier-a
(jedinjenja koja po svojim X i Y vrednostima ziagno odstupaju od ostalih ispitivanih
jedinjenja u grupi), kao i stepena zavisnosti idmispitivanih promenljivih (Slika 23.).

Tt grafik pokazuje kako su X-prostor i odgovakggwrednosti raspodeni jedni
u odnosu na druge. Koristi se za identifikaagutlier-a i za grupisanje ispitivanih
jedinjenja na osnovu datih, X 1Y, podataka (Sia).

Pomau pomenutih grafika prvo su identifikovaoutlier-i koji nisu kori€eni u
daljem radu. Odabir test jedinjenja je izvrSen tdkonjihove X i Y vrednosti budu u
okviru datih vrednosti u trening setu, kao i daina hemijskih podgrupa ima po
jednog predstavnika u test setu (derivati 2-amimidazolina, 2-metil imidazolina,
feniletilamina itd). Odabrani trening i test setawmali su najmanje 20 jedinjenja
koris¢enih za formiranje regresionih modela i najmanjge8Blinjenja za eksternu
validaciju. Ukupno 6 nezavisnih trening i test s@tge formirano, po jedan za svaku
zavisno promenljivu: lo§ws 4, l0gKw7 4 100Kwo 1 Ueffa g, Hefiza | Hetio1. U cilju odabira
statistEki zna&ajnijeg modela pri svakoj pH vrednosti u HPLC siste isti trening i test
set su kori&ni za dobijanje postupnih MLR i PLS regresionitin&ina. Ista procedura
je primenjena i za CE analizu podataka. Pored ataimth validacionih i regresionih
parametara (& R?, F-vrednostp-vrednost, RMSEE i RMSEP) zahvaljdgjudovoljno
velikim test setovima modeli su testirani i premréekijumima za eksternu validaciju

koje su predloZiliGolbraikhi Tropsha 1?®*"

4.3.3.1. QSRR analiza

Za formiranje QSRR modela pri pH 4,4 kéga je trening set od 21 jedinjenja.
Tamsulosin je izdvojen kaoutlier i nije kori¥en u daljoj analizi, dok je preostalih 7
jedinjenjacinilo test set (Slika 23.).

Postupnom MLR metodom izdvojena su 4 deskriptaraggveim uticajem na zavisno

promenljivu lod s 4:

logKws 4 (postupna MLR) = - 5,24598 + 0,64968/106_EA- 9,8974NE2_B(s)
- 0,12798Max8_Bh(v¥ 1,51417SpMax5_Bh(p (60)
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dok je statistiki najzn&ajniji PLS-QSRR model formiran sa 5 deskriptora:

logKwa 4(PLS) = f(VE2_Dz(p); SpMax5_Bh(e); SpMax5_Bh(i); SM02_EAQD; (61)
SMO04_EA(ri)

Bolji validacioni i regresioni parametri (Tabela.l@lobijeni za PLS-QSRR
model (J= 0,868, RMSEP = 0,342, F= 59,399, p = 1,18E-08)dnosu na postupni
MLR-QSRR model (& 0,764, RMSEP = 0,496, F= 23,502, p =1,6E-06) ukana
vedi prognosttki znataj PLS-QSRR modela koji je odabran kao optimalnidelaza

predvidanje retencionog ponaSanja pri $H4.

Tabela 16 Najzna&ajniji statisteki parametri dobijeni za postupne MLR-QSRR i
PLS-QSRR modele

pH Model 0 R? F p RMSEE RMSEP
¥ | PostupnaMLR 0,764 0,855 23,502 1,57E-06 0,369 60,49
S | PLS 0,868 0,880 59,399 1,18E-08 0,336 0,342
¥ | PostupnaMLR 0,846 0,907 54,995 582E-09 0,365 60,44
S | PLS 0,883 0,903 28,978 3,76E-07 0,371 0,378
o | PostupnaMLR 0,931 0,953 113,5381,91E-11 0,226 0,353

S | PLS 0,915 0,924 96,874 2,32E-10 0,286 0,359

Tabela 17.Parametri eksterne validacije za formirane modetenaGolbraikhui Tropshi

pH | Model R R’  (R-RY)IR? k RY (R-RYIR K

< | Postupna

; MLR 0,635 0,618 0,028 0,981 0,578 0,090 0,950
2 | PLS 0,819 0,817 0,002 1,007 0,800 0,023 0,961
< | Postupna

; MLR 0,829 0,782 0,056 0,943 0,827 0,002 1,015
o | PLS 0,854 0,839 0,018 0,962 0,854 0,000 1,006
— | Postupna

% MLR 0,910 0,877 0,036 0,960 0,802 0,118 1,022
2 | PLS 0,874 0,872 0,002 0,960 0,868 0,007 1,022

135



Za formiranje QSRR modela pri pH 7,4 upotrebljentjening set od 21
jedinjenja. Tamsulosin je ponovo identifikovan kaatlier i nije korigen u daljoj
analizi, dok je preostalih 7 jedinjenjanilo test set.

Primenom postupne MLR analize najbolji statistparametri dobijeni su u jed&iai sa

3 deskriptora:

logKw7 4(postupna MLR) = 5,91899 - 22,0569&2_Dt+ 0,00274QXXp

+ 0,089002[C-C] (62)

dok je PLS analizom, kao i u kiseloj sredini, ndjpatatistéke rezultate dao model sa 5

deskriptora:

loKwz,4(PLS) = f(Ho_Dt; SM3_Dt; VE2_Dt; H_D/Dt; LogD 7,4) (63)

lako postupniMLR-QSRR model ima statiski znasajnije vrednost F, p, R
RMSEE (54,995; 5,8E-09; 0,907; 0,365) od PLS-QSR&leta (28,978; 3,76E-07;
0,903; 0,371), bolji validacioni parametri ¥€0,883; Ris: = 0,854; RMSEP = 0,378)
dobijeni za PLS-QSRR model u odnosupustupni MLR-QSRR model (@ 0,846;
R%est= 0,829;: RMSEP = 0,446) (Tabele 16. i 17.) izdeojiu ovaj regresioni model kao

pouzdaniji za preddanje retencionog ponasanja srodnih jedinjenja n& gH

Najznaajniji postupni MLR regresioni model koji definigetenciono ponasSanje

ispitivanih jedinjenja u baznoj sredini, na pH Qbbijen je sa 3 deskriptora:

logKue 1 (postupna MLR) = - 0,53081 + 0,09256BM + 0,708525pMin6_Bh(p)

+0,581250gD 9,1 (64)
Statisttki najbolji PLS-QSRR model formiran je sa 5 destoip:

lodKws 1 (PLS) =f(VE2_Dt; H_D/Dt ; FO4[C-C]; ALOGP; logD 9,1) (65)
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Na osnovu boljih validacionih i regresionih paraamatpostupnog MLR-QSRR modela
(Tabele 16. 1 17.) u odnosu na PLS-QSRR modeK|gg(postupna MLR) regresiona
jedna&ina moZze biti izdvojena kao optimalna i pouzdanapeedviianje retencionog

ponaSanja liganadaadrenergikih i imidazolinskih receptora u baznoj sredini.

Svi formirani postupni MLR-QSRR i PLS-QSRR modeli su zadovoljili
kriterijume eksterne validacije (Tabela 17.) kojeedloziliGolbraikh i Tropsha: (i)
Q*0,5; (i) R>0,6, (iii) [(R>-R2)/R? < 0,1 ili [(R* R'2)/R?] < 0,1 odnosno (iv) 0,85
k <1,15 ili 0,85 k' <1,15¢ime je dodatno potdena njihova pouzdanost u predimju
retencionog ponasanja novih liganada.

U Tabeli 18. su prikazane eksperimentalno dobijemesdnosti preddene statistki
zn&ajnijim modelom pri svakoj pH vrednosti. Vrednostolekulskih deskriptora za

odabrane modele nalaze se u Prilogu A (Tabele332i,34.).
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Tabela 18. Eksperimentalno dobijene i vrednosti Kgg predvidene statistiki znatajnijim

modelima pri pH 4,4 (PLS-QSRR); pH 7,4 (PLS-QSRBMi9,1 (postupni MLR-QSRR)

logKwa,4 logK7,4 logKwe,1

Jedinjenje :

Eksp. Predw. Eksp. Predd. Eksp. Predw.
Amilorid 1,118 0,969 1,051 0,715 0,984 0,528
Brimonidin 0,988 1,414 1,078 1,416 1,263 1,429
Karvedilol 3,755 3,317 4,151 3,535 4,214 4,309
Klonidin 0,816 0,604 0,979 1,224 1,471 1,426
Klopamid 2,001 2,583 1,987 2,314 1,869 1,976
Klozapin 2,938 2,506 3,850 3,554 3,950 3,532
Doksazosin 3,416 3,535 3,673 3,771 3,605 3,396
Efaroksan 1,312 1,479 1,333 1,784 1,848 2,107
Efedrin 0,560 0,599 0,570 0,109 1,010 1,080
Gvanfacin 1,732 0,972 1,918 1,361 2,002 1,720
Harman 1,719 1,316 2,760 2,503 2,780 2,697
Harmin 2,149 1,977 2,883 2,557 2,950 2,620
Idazoksan 0,821 0,965 0,854 1,462 1,535 1,350
Indapamid 2,685 2,733 2,552 2,730 2,353 2,576
Maprotilin 2,902 2,971 2,578 2,919 3,089 3,200
Mianserin 2,478 2,428 3,912 4,239 3,921 3,843
Moksonidin 0,572 1,144 0,627 1,222 0,748 1,121
Nafazolin 1,522 1,324 1,521 1,360 1,757 2,151
Olanzapin 1,640 2,340 3,228 3,274 3,285 3,345
Oksimetazolin 2,326 2,267 2,327 1,970 2,600 2,590
Fenilefrin 0,086 0,371 0,038 -0,061 0,389 0,588
Pseudoefedrin 0,598 0,599 0,609 0,109 1,102 1,080
Rilmenidin 0,924 0,650 0,904 1,165 1,485 1,404
Tamsulosin 2,220 / 2,752 / 3,065 /
Tetrahidrozolin 1,065 1,168 1,082 1,232 1,317 1,654
Tizanidin 0,745 1,041 1,123 1,477 1,342 1,760
Triamteren 1,749 1,776 1,918 2,165 1,932 2,591
Tramazolin 1,547 1,451 1,513 1,685 1,736 1,561
Ksilometazolin 2,610 2,111 2,594 1,944 2,786 2,739

t — jedinjenja u test setoutlier

Korelacioni grafici koji pokazuju zavisnost ekspeentalnih i vrednosti predidenih

odabranim modelima za trening i test set su prikiaaa Slici 24.
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Najznaajniji molekulski parametri izdvojeni u optimalnipostupnim MLR i
PLS modelima pri tri raztite pH vrednosti predstavljeni su u Tabeli 19.ippdaju OD-
, 1D- i 2D-deskriptorima. Da bi se odabrani dedknipdoveli u vezu sa osobinama
ispitivanih molekula izvrSena je njihova kratka &eterizacija odnosno podela u grupe
na: deskriptore koji se zasnivaju na 2D-matricarf@B-atrix based descriptoxs
pokazatelje susedne vezEd@e adjacency indicesBurden-ovesvojstvene vrednosti

(Burden eigenvalugskonstitucione deskriptore i molekulske osobine.

Tabela 19.Najzna&ajniji molekulski deskriptori u optimalnim QSRR nmaloma

Odabrani . .
pH deskriptori Klasa deskriptora Opis
Deskriptori koji se zasnivaju Sre_dnu koeficijent po_slednjeg
VE2_Dz(p) . svojstvenog vektora iBarysz-ove
na 2D-matricama X 7 AT
matrice korigovan polarizabilnéd
Burdenove svoistvene Najveta svojstvena vrednost br. 5
SpMax5_Bh(e) . ! Burderrove matrice korigovana
vrednosti T
Sandersorovom elektronegativnés
< Burdenove svoistvene Najveta svojstvena vrednost br. 5
i SpMax5_Bh(i) . ! Burderrove matrice korigovana
I vrednosti R o
o jonizacionim potencijalom
Burdenove svoistvene Spektralni moment reda 2 iz matrice
SMO02_EA(ri) . ! susedne veze korigovan rezonantnim
vrednosti ;
integralom
Spektralni moment reda 4 iz matrice
SMO04_EA(ri) Pokazatelji susedne veze susedne veze korigovan rezonantnim
integralom
Ho_Dt Deskriptori _kou S€ zashivaju Hosoyatip indeksa izdletourmatrice
na 2D-matricama
SM3_Dt Deskriptori _kou S€ zashivaju Spektralni moment reda 3
< na 2D-matricama
~ Deskriptori koji se zasnivaju  Srednji koeficijent poslednje
- | VE2_Dt X . ;
L na 2D-matricama svojstvene vrednosti
Deskriptori koji se zasnivaju Harary-tip indeksa izlistance/detour
H_D/Dt X .
- na 2D-matricama matrice
: Logaritam distribucionog koeficijenta
LogD; 4 Molekulska osobina oktanol-voda pri pH 7,4
nBM Konstitucioni deskriptori Broj viSestrukih veza
— Burdenove svoistvene Najmanja svojstvena vrednost br. 6
@ SpMin6_Bh(p) . ) Burdenrove matrice korigovana
I vrednosti o
=% polarizabilnogu
: Logaritam distribucionog koeficijenta
logDg 1 Molekulska osobina oktanol-voda pri pH 9,1

140



Deskriptori odabrani PLS metodom pri pH 4,4 prigadgrupama: deskriptori
koji se zasnivaju na 2D-matricama (VE2_Dz(pByrdenove svojstvene vrednosti
(SpMax5_Bh(e) i SpMax5 Bh(i)) i pokazatelji susedneze (SMO2_EA(ri) i
SM04_EA(ri)).

VE2_Dz(p) (average coefficient of the last eigenvector fromyBa matrix weighted by
polarizability) je srednji koeficijent poslednjeg svojstvenog tee& iz Barysz-ove
matrice korigovan polarizabiln®g i pripada grupi deskriptora koji se zasnivaju2ita
matricama. Ova grupa deskriptora su topoloSki palai izratunati primenom seta
osnovnih algebarskih operatora na rawdi teorijske matrice. Podeljeni su u nekoliko
podgrupa u zavisnosti od matrica iz kojih su izvedBaryszove matrice uzimaju u
obzir prisustvo heteroatoma i videstrukih veza uehdi.?*® Ratunaju se u funkciji
razlicitih atomskih osobina (atomskog broja, atomske masamskevan der Waals
zapremine, Sandersorove elektronegativnosti, atomske polarizabilnostipmskog

jonizacionog potencijala i reda veze).

SpMax5_Bh(e) i SpMax5_Bh(i)largest eigenvalue n. 5 of Burden matrix weighigd
Sanderson electronegativity and ionization potéhti@ajveta svojstvena vrednost br. 5
Burdenove matrice korigovana Sandersorovom elektronegativngs (e) i
jonizacionim potencijalom (i)) pripadaju grupi desiora Burderrove svojstvene
vrednost?*’ Ovi deskriptori su prvobitno bili predioZeni zaaienje hemijske
sli¢cnosti/razltitosti u velikim bazama podataka. &aaju se iBurdenovih matrica na
osnovu svojstvenih vrednosti za koje se pokazaloeflaktuju odgovarajte aspekte

molekulske strukture i da su tako korisne u trazatignosti metu jedinjenjima.

SMO02_EA(ri) i SM04_EA(ri) (spectral moments of order 2and 4 from edge adjacenc
mat. weighted by resonance integrapektralni momenti reda 2 i 4 iz matrice susedne
veze korigovani rezonantnim integralom, pripadajuupg deskriptora pokazatelji
susedne vezeEflge adjacency indicg&™®%?° To su topoloski indeksi izéanati iz
matrice susedne veze (EA) molekule. Daju informadj povezanosti iznd@ ivica
molekule uzimajti u obzir hemijske veze izmda nevodonikovih atomskih parova.

Dragon r&una EA matrice kor&enjem razkitih osobina veze: dipolnog momenta
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(dm), konvencionalnog reda veze (bo) i parametaoaepanih sa rezonantnim
integralom (ri). Spektralni moment predstavlja &nee kombinacije raziitih

strukturnih fragmenata molekut&® 2%

Deskriptori odabrani PLS metodom pri pH 7,4 prigadgrupama: deskriptori

koji se zasnivaju na 2D-matricama i koji opisujulekmnilske osobine (loghy).

Ho_ Dt (Hosoya-like index (log function) from detour mafriklosoyaZ broj ra&una
natin na koji su nesusedne veze distribuirane krozkdl Zavisi od veliine molekule

kao i od njegove voluminoznosfi’?*#%

SM3_Dt (spectral moment of order 3 from detour matspektralni moment reda 3 iz

detourmatrice.

VE2_Dt (average coefficient of the last eigenvector fromode matriX), srednji

koeficijent poslednje svojstvene vrednostdetourmatrice.

H_D/Dt (Harary-like index from distance/detour majrixHarary-tip indeksa iz
distance/detourmatrice je parametar osetliv na sterne efékté izracunat iz
distance/detour matrica koje se koriste za karideiju ciklicnosti molekulé?
Harary indeks raste sa potenjem molekulske veline i molekulskog grananf&’

Nalazi se u pozitivnoj korelaciji sa I8g7 4.

logDy; 4 oktanol-voda distribucioni koeficijent iztanat u MarvinSketch prograrhf

pripada grupi deskriptora koji opisuju molekulskeobine i mera je lipofilnosti
jedinjenja pri datoj pH vrednosti 7,4. Ima pozitivkorelaciji sa lo#,, vrednostima Sto
ukazuje da lipofilnija jedinjenja na pH 7,4 imajwetv afinitet prema nepolarnoj

stacionarnoj fazi.
Deskriptori odabrani postupnim MLR metodom pri pkL 9maju pozitivhu

korelaciju sa loH,, vrednostima i pripadaju grupama: konstitucioni dgs&ri, Burden

ove svojstvene vrednosti i molekulske osobine (JogD
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nBM je broj viSestrukin veza u molekuli i pripada konstionim deskriptorima.
Konstitucioni deskriptori su najjednostavnijtesto korigeni deskriptori koji pokazuju
hemijski sastav jedinjenja bez informacija o geaipenholekule ili povezanosti atoma.

Broj viSestrukih veza raina dvostruke, trostruke i aromate veze u molekuli.

SpMin6_Bh(p) (smallest eigenvalue n. 6 of Burden matrix weighttggolarizability)

najmanja svojstvena vrednost biBérdenove matrice korigovana polarizabilriéos

logDg 1 je oktanol-voda distribucioni koeficijent odien pri pH 9,1 i predstavlja
molekulsku osobinu povezanu sa lipofildos jedinjenja. Ima visoku pozitivhu
korelaciju sa loHwo1 vrednostima Sto ukazuje da lipofilnija jedinjenjaaju Ve

afinitet prema nepolarnoj stacionarnoj fazi ¢éweetenciju u HPLC sistemu.

4.3.3.2. QSMR analiza

QSMR modeli koji definiSu pokretljivost ispitivanifedinjenja u kapilarnoj
elektroforezi pri pH 4,4 formirani su sa 20 jedimge u trening setu. Tri jedinjenja,
klopamid, indapamid i olanzapin, su identifikovakao outlier-i, a 6 jedinjenja je

koris¢eno u eksternoj validaciji.

PostupniMLR-QSMR model koji je dao statigki najzn&ajnije rezultate formiran je sa
4 deskriptora:

Hett 2.4(postupna MLR) = 45,51010 - 3,93687S6 - 0,12728ATSC6m
+1,0932Mor30i + 0,03226ATSC8m (66)

PLS analizom, takie je odabran model sa 4 deskriptora koja su po&amgl/€i uticaj

na zavisno promenljivugd 4 4:

b 24(PLS) = f(Ho_Dz(e); ATS6s; ATS7s; ATSC6m) (67)
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Na osnovu boljih statistkih parametara (€:0,931, F=115,508, p=1,28 E-104& =
0,897 i RMSEP=0,984) PLS-QSMR modela u odnospastiupni MLR-QSMR model
(Q%=0,880, F=64,338, p=2,92 E-94R; = 0,876 i RMSEP=1,063) (Tabele 20. i 21.),
PLS-QSMR model se moze koristiti kao optimalan uzdan model za predianje
elektroforetske pokretljivosti srodnih jedinjenja pH vrednosti elektrolita 4,4.

Tabela 20.Najzna&ajniji statisteki parametri dobijeni za postupne MLR-QSMR
i PLS-QSMR modele

pH Model q R? F P RMSEE RMSEP

¥ |PostupnaMLR 0,880 0945 64,338 2,92E-09 0,739 31,06
S |PLS 0,931 0,939 115508 1,28E-10 0,776 0,984
¥ |PostupnaMLR 0,858 0,932 51,412 1,4E-08 1569 2216
S |PLS 0,855 0,870 50,098 7,47E-08 2,170 3,244
o |PostupnaMLR 0,891 0,936 58,736 2,32E-09 2,640 379

S |PLS 0,882 0,916 29,464 3,35E-07 3,033 4,200

Tabela 21.Parametri eksterne validacije za formirane mogedenaGolbraikhui Tropshi

pH | Model R R?  (R-RHIR? k Ry (RARYIIR> k'
< | Postupna d
; MLR 0,876 0,862 0,016 0,999 0,876 0,000 0,999
2 |PLS 0,893 0,882 0,013 1,002 0,893 0,000 0,996
< | Postupna d
; MLR 0,788 0,771 0,022 1,003 0,781 0,009 0,980
2 |PLS 0,686 0,563 0,178 0,938 -0,818 2,192 1,030
— | Postupna
% MLR 0,879 0,860 0,022 0,843 0,814 0,075 1,096
Q |PLS 0,873 0,834 0,045 0,813 0,750 0,141 1,118

QSMR modeli pri pH 7,4 formirani su sa 20 jedingen trening setu, a 5
jedinjenja je zadrZzano u test setu. Klopamid, irahaiol, gvanfacin i triamteren su

izdvojeni kaooutlier-i i nisu kori€eni u daljoj analizi.
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Postupnom MLR analizom, statigti najznaajniji model formiran je sa 4 deskriptora:

Heft 7 4(pOStupna MLR) = 34,68883 -31,3036GGI 6 -158,7060(R7u+
+1,2155Mor28s -10,5745HATS2i (68)

PLS analizom izabran je model sa 5 deskriptora swjpokazali najue uticaj

na elektroforetsku pokretljivost jedinjenja u nairioj sredini.

k7 4(PLS)= f(GGI6; SpMaxA_EA(dm); G1; RDF045e; Mor32m) (69)

Nize vrednosti RMSEE i RMSEP (postupna MLR: RMSERS8D |
RMSEP=2,216; PLS: RMSEE=2,170 i RMSEP=3,244), neanholji parametri ®i F
(postupna MLR: &=0,858, F=51,412; PLS: %©0,855 i F=50,098) i znatno vise
vrednosti  Ryening Rlest (POStupna MLR:  Rrening0,932 i Ries=0,788; PLS:
R%ening=0,870 i Ries=0,686) dobijene su za postupni MLR-QSMR model nasdi na
PLS-QSMR model (Tabele 20 i 21). Pored toga, PL84QSnodel nije zadovoljio ni
kriterijume eksterne validacije koje su predloBlblbraikhi Tropsha(Tabela 21.) [(R
R2)/R = 0,178 > 0,1; R'= -0,818; (R- R'?)/R* = 2,192 > 0,1;] $to ukazuju da se
postupna MLR regresiona jediaa moze koristiti kao optimalan i pouzdan model za
predvidanje elektroforetske pokretljivosti srodnih jedimge pri pH vrednosti elektrolita
7,4.

QSMR modeli pri pH 9,1 formirani su sa 21 jedingmnju trening setu. Harman

I mianserin su izdvojeni kaaoutlier-i i 6 jedinjenja je odabrano za eksternu validaciju.

Postupnom MLR analizom odabran je model sa 4 datska:

Hefr o1 (POStupna MLR) = 60,98426 - 15,11778M1_Dz(Z) + 1,001485M15_EA(dm)
- 29,909®MO[B3LYP/3-21G(d,p)] - 60,3709SH  (70)

dok je PLS analizom izdvojeno 5 najzamijih molekulskih parametara:

kiito.1(PLS)= f(ZM1MulPer; AAC; SM1_Dz(Z); SM11_EA(dm); ISH) (71)
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Oba modela formirana pri pH 9,1 su zadovoljila odgajiwte validacione kriterijume
(Tabela 20. i 21.), izuzev vrednosti¥R>)/R? 0,141 > 0,1 za PLS-QSMR model.
Medutim, validacioni i regresioni parametri prikazanifabelama 20. i 21. ukazuju da
na osnovu visih vrednosti’QF, Riening Rtest (Q°=0,891, F=58,736, Rening=0,936 i
R%es=0,879 za MLR model i &0,882, F=29,464, Rening=0,916 i Ries=0,873 za PLS
model) i nize greSke u predianju, RMSEE i RMSEP (RMSEE=2,640 i RMSEP=3,794
za MLR model i RMSEE=3,033 i RMSEP=4,290 za PLS efpdobijenih za postupni
MLR-QSMR model u pordgenju sa PLS-QSMR modelom, predlozZeni postupni MLR
regresioni model:lesr 91 = fEGM1_DzZ); SM15 EA(dm); HOMO [B3LYP/3-
21G(d,p)]; ISH) moze biti korigen kao pouzdan model za prethmje efektivne
pokretljivosti srodnih jedinjenja pri datoj pH vreaksti elektrolita 9,1.

U Tabeli 22. su prikazane eksperimentalne i préshe vrednosti dobijene
optimalnim PLS i postupnim MLR modelima. Vrednostolekulskih deskriptora za
odabrane modele nalaze se u Prilogu A (Tabele385i,37.).

146



Tabela 22.Eksperimentalno dobijene i vrednosti efektivne netikvosti predvidene statistki
zn&ajnijim modelima pri pH 4,4 (PLS-QSMR); pH 7,4 (hmsna MLR-QSMR) i pH 9,1
(postupna MLR-QSMR) [1fcn?s?V 7

. Heff4,4 Heff7,4 Heffg,1

Jedinjenje

Eksp. Predwd. Eksp. Predwd. Eksp. Predwd.
Amilorid 25,939 24,282 21,786 22,545 6,416 5,675
Brimonidin 23,357 24,339 13,247 14,583 0,000 1,759
Karvedilol 18,061 17,902 13,057 15,638 1,693 3,499
Klonidin 25,952 25,961 19,607 17,428 2,575 4,516
Klopamid 0,000 / 0,000 / -9,640 -12,869
Klozapin 22,697 20,562 9,204 9,153 0,000 4,218
Doksazosin 15,795 16,568 3,137 1,726 0,000 3,509
Efaroxan 24,099 24,116 22,704 22,510 16,361 18,112
Efedrin 25,942 26,852 23,199 23,131 18,047 19,326
Guanfacin 24,242 24,665 5,083 / 0,000 -0,625
Harmane 28,192 27,836 11,752 12,920 0,000 /
Harmin 26,410 25,810 13,636 12,356 1,305 4,099
Idazoksan 26.969 26,193 23,293 22,009 6,627 14,665
Indapamid 0,000 / 0,000 / -10,382  -10,949
Maprotilin 20,559 20,563 18,696 20,376 19,402 21,393
Mianserin 22,471 21,418 12,234 13,575 0,000 /
Moksonidin 22,669 23,793 10,907 12,728 0,000 2,597
Nafazolin 25,941 24,920 24,180 23,159 24,643 22,011
Olanzapin 33,632 / 10,679 9,952 1,241 3,777
Oksimetazolin 20,276 20,620 19,061 17,831 19,556 16,176
Fenilefrin 25,780 26,472 21,650 20,334 8,661 8,667
Pseudoefedrin 26,633 26,852 23,691 21,871 9,299 9,746
Rilmenidin 25,350 25,636 22,551 25,668 14,065 8,234

Tamsulosin 17,310 16,893 14,444 11,599 2,472 -0,459
Tetrahidrozolin 25,680 25,055 24,299 22,442 25,047 26,955

Tizanidin 24,770 25,629 12,077 15,874 0,000 -1,169
Triamteren 22,146 23,181 1,140 / 0,000 2,487
Tramazolin 24,393 24,417 22,988 22,865 23,713 19,945

Ksilometazolin 21,032 21,631 19,943 18,675 20,627 20,474

t-jedinjenja u test setu:- outlier
Korelacioni grafici koji pokazuju zavisnost izthe ekperimentalne i predigne

efektivne pokretljivosti za jedinjenja u treningeist setu pri tri pH vrednosti prikazani

su na Slici 25.
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Slika 25. Korelacija izméu eksperimentalnih i prediénih vrednosti p pri pH 4,4;
7,419,1 za trening i test setove.

Najznaajniji deskriptori izdvojeni u optimalnim postupninMLR i PLS
modelima pri tri razliite pH vrednosti predstavljeni su u Tabeli 23. &eskriptori koji
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konfiguriraju u odabranim jedtmama pripadaju 2D- i 3D-deskriptorima. Da bi se
odabrani deskriptori doveli u vezu sa osobinamativgmih molekula izvrSena je
njihova kratka karakterizacija odnosno podela upgruna: 2D autokorelacione
deskriptore 2D autocorrelation, deskriptore koji se zasnivaju na 2D-matricarBB-(
matrix based descriptofsGETAWAY 3D-MoRSEdeskriptore i pokazatelje susedne

veze Edge adjacency indices)

Tabela 23.Najzna&ajniji molekulski deskriptori u optimalnim QSMR melima

pH dogsit;irp?trc];ri Klasa deskriptora Opis
Deskriptori koii se zasnivaiu Hosoyatip indeksa iZBBaryszovih
Ho_Dz(e) ptori X0J U matrica korigovarsandersorovom
na 2D-matricama L
elektronegativnadi
< | ATS6s 2D autokorelacioni deskriptoriBrOtOTMoreau.ov autokorelgcmnl
< deskriptor korigovan I-stanjem
I ) o
o | ATS7s 2D autokorelacioni deskriptoriBrOto.Moreau.ov autokorelgcmnl
deskriptor korigovan I-stanjem
CentriraniBroto-Moreauov
ATSC6m 2D autokorelacioni deskriptoriautokorelacioni deskriptor korigovan
masom
GGl6 2D autokorelacioni deskriptori  Topoloski indekaelektrisanja reda 6
< | R7u+ GETAWAYdeskriptori R maksimalna autokorelacija
N~
I
2 | Mor28s 3D-MoRSEdeskriptori signal 28/korigovan I-stanjem
HATS2i GETAWAYdeskriptori leverage-weighted autocorrelation of
lag 2 / weighted by ionization potentig|
HOMO i Lo Energija najviSe popunjene molekulske
[B3LYP/3-21G(d,p) Kvantno-hemijski orbitale
Deskriotori Koii se zasnivaiu Spektralni moment reda 1 Barysz
SM1_Dz(2) pton koj U ve matrice korigovan atomskim
1 na 2D-matricama .
o brojem
T
Q | ISH GETAWAYdeskriptori Standardizovan informacioni sadrzaj
Spektralni moment reda 15 iz matrice
SM15 EA(dm) Pokazatelji susedne veze susedne veze korigovan dipolnim
momentom

Deskriptori odabrani PLS metodom pri pH 4,4 imajisoku negativnu
korelaciju sa efektivnom pokretljivés i pripadaju grupi 2D autokorelacionih (ATS6s,
ATS7s, ATSC6m) i deskriptora koji se zasnivaju DarBatricama (HO_Dz(e)).
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2D autokorelacioni deskriptori opisuju kako je p@rana osobina distribuirana duz
topoloSke molekulske strukture odnosno predstavifapre homogenosti molekulske
strukture. Tiptne atomske osobine na osnovu kojih séumaju ovi deskriptori su:

atomska masa (myan der Waalova zapremina (viSandersorova elektronegativnost
(e), atomska polarizabilnost (p), atomski jonizacipotencijal (i) i unutraSnja energija
(intrinsic state) (s). Najpoznatiji autokorelaciaseskriptori su oni koje su definisali

Broto-Moreaui zovu se ATS Autocorrelation of Topological Structure

ATSG6s i ATS7s(Broto-Moreau autocorrelation of lag 6 (log functioweighted by I-
statg su Broto-Moreauovi autokorelacioni deskriptori korigovani I-stan). To su

deskriptori koji predstavljaju interakcije izihe atoma na topoloskoj udaljenosti 6 i 7.

ATSC6m (Centred Broto-Moreau autocorrelation of lag 6 weggh by mass je

centriraniBroto-Moreauov autokorelacioni deskriptor korigovan masom.

HO_Dz(e)(Hosoya-like index (log function) from Barysz matsi@ighted by Sanderson
electronegativity Hosoyatip indeksa izBaryszovih matrica korigovanSanderson

ovom elektronegativnés. Predstavlja meru vélne molekule i njegovog granarfi&.

Deskriptori odabrani postupnim MLR metodom pri pH Ppripadaju grupi 2D
autokorelacionih (GGI6), GETAWAY (R7u+, HATS2i) i 3D-MoRSE (Mor28s)
deskriptora.

GETAWAY(GEometry, Topology, and Atom-Weights Assemidégkriptori su
geometrijski deskriptori koji daju informaciju o lpdaju supstituenata i fragmenata u
prostoru i osetljivi su na molekulsko grananjekli¢inost. Takde, daju informaciju o
veli¢ini i obliku molekule kao i o nekim atomskim oschma. Informacija koju nose
ovi deskriptoricesto se odnosi na deo molekulske strukture pansedelima koji imaju

visoku ma predvitanja obéno javlja vise od jednoGATAWA Ydeskriptorg?42%°

HATSZ2i (leverage-weighted autocorrelation of lag 2 / weeghby ionizatiorpotentia)
je autokorelacioni deskriptor nastao po analogije Broto-Moreauovim
autokorelacionim deskriptorima za razliku od kojé izra&unat za 3D prostornu

geometriju molekulé®*
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R7u+ (R maximal autocorrelation of lag 7 / unweightegripada R-GATAWAY
autokorelacionim deskriptorima koji uzimaju u obidkalne aspekte molekula koji

maksimalno doprinose autokorelaéfjf.Ima negativnu korelaciju sa pokretljias

HATS i R" indeksi setesto koriste u QSPR analizama ali se mogu korist#i analizu
slicnosti i razltitosti. Ovi deskriptori daju informaciju o struktum fragmentima i

pogodni su za opisivanje razlika u konge#iém serijama molekuld**

3D-MoRSE BD-Mdecule Representation of tBictures based onl&ctron diffraction)
deskriptori kao Sto j&or28s daju informaciju iz 3D atomskih koordinata kéesjem

iste transformacije kao u studijama elektronskeatifije >2°

Mor28s (signal 28 / weighted by I-stgtesignal 28 korigovan I-stanjem. Razie
atomske osobine mogu biti uzete u obzir prilikorfureanja ovog deskriptora (atomska
masa (m),van der Waalsva zapremina (v)Sandersorova elektronegativnost (e),
atomska polarizabilnost (p), atomski jonizacionigmezijal (i) i unutrasnja energija (s).

GGI6 (topological charge index of order) GopoloSki indeks naelektrisanja reda 6
pripada 2D autokorelacionim deskriptorima i koriste za procenu prenosa
naelektrisanja izmi parova atoma odnosno ukupnog transfera naelehjaisu

molekuli?*” Ima negativnu korelaciju sa efektivnom pokretlgo.

Deskriptori odabrani postupnom MLR metodom pri pH Pripadaju grupama:
deskriptori koji se zasnivaju na 2D-matricama (SMz(Z)), GETAWAY (ISH),
pokazatelji susedne veze (SM15_EA(dm) i kvantnoijstrdeskriptori (HOMO).

SM1_Dz(Z) (spectral moment of order 1 from Barysz matrix weadhby atomic
numbe) spektralni moment reda 1 Barys-ovezanatrice korigovan atomskim brojem je

deskriptor koji se zasniva na 2D-matricama.
ISH (standardized information content on the leverageiadity) pripada grupi

GETAWAYdeskriptora i nosi informaciju o molekulskoj korak$nosti koja je funkcija

simetrije. Ukoliko molekul ne pokazuje nijedan etarh simetrije onda je ISH=1. Sa
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druge strane za teorijski perfektno simetn slé¢aj ISH=0. U sldaju ispitivanih
jedinjenja sve vrednosti ISH su iznad 0,82 i u iegaj su korelaciji sa pokretljiv@s,

odnosno Sto je e stepen simetrije, to je i manja pokretljivost iatim uslovima
elektrolita, pH=9,1. Ovaj deskriptor daje i inforoja o molekulskoj entropiji
(termodinamikoj entropiji) tako da moze biti koristan u modahyju fizicko-hemijskih
osobina povezanih sa entropijom i simetrijtih.

SM15 EA(dm) (spectral moment of order 15 from edge adjacency. maighted by
dipole momentspektralni moment reda 15 iz matrice susedne kerdgovan dipolnim
momentom. Spektralni moment predstavlja linearnmlkoacije razkitih strukturnih

fragmenata molekule.

HOMO energija izraunata B3LYP/3-21G(d,p) metodom nalazi se u negafivn
korelaciji sa efektivnom pokretljivés jedinjenja pri pH 9,1. Jedinjenja koja imaju niZzu
HOMO energiju imaju véu pokretljivost Sto ukazuje da manje intereagujpazitivno

naelektrisanim katjonima pufera koji formiraju sl zid kapilare.

Na osnovu molekulskih parametara odabranih primepostupne MLR i PLS
statisttkihn metoda moZe se zakijti da se vazne informacije o0 retencionom
mehanizmu u RPLC sistemu mogu dobiti na osnovu aD- i 2D-deskriptora za
razliku od CE sistema gde su dominirali znatno Kiekgmniji 2D- i 3D-deskriptori.

Za pojedine odabrane teorijske deskriptore nije f@inostavno dovesti u vezu
njihovo zn&enje sa retencijom u hromatografskom sistemu i gtgkoscu u CE
sistemu, ali je njihovo prisustvo u odabranim QSRFSMR modelima bilo neophodno
u cilju dobijanja QSRR/QSMR modela visoke ¢npredvidanja.
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4.3.4 Korelacija logK,, i logD/logP

U toku proteklih godina znatno je porastao broflgtukoje se bave ispitivanjem
lipofilnosti lekova primenom RP-HPLC metod81*°1%312>yogeno je da postoji
linearna zavisnost iznde logP/logD vrednosti i dobijenih retencionih pastara log i
logKy, koja se uopsSteno moze prikazati je¢inam:

Kg (logK) = k; + ko logP (logD) (3)

gde su ki ko koeficijenti date regresione jedfiae.

U prethodno urdenoj QSRR analizi, primenom postupne MLR i PLS
statisttkin metoda polaze od 2400 molekulskih deskriptora, formirani QSRR
regresioni modeli koji definiSu retenciju liganadaadrenergikih i imidazolinskih
receptora u HPLC sistemu su kao nezavisno promerijivali izdvojen jedan od
parametara lipofilnosti logpy, logDg 1 ili AlogP.

Sa cillem da se ispita mogwst dobijenih retencionih parametara Hag
odreienih pri razléitom stepenu jonizacije ispitivanih jedinjenja (gh4; 7,41 9,1), u
predvidanju lipofilnosti izvrSena je korelacija 1&g vrednosti (lo¢wa s 0gKw74 i
logKwe 1) dobijenih RP-HPLC metodom sa teorijski kmaatim parametrima
lipofilnosti u MarvinSketch (logls; logDy 4, l0gDg 1) | Dragon programu (AlogP).

Svih 29 analiziranih jedinjenja su slabe organskeebi njihovo retenciono
vreme raste sa pos&njem pH vrednosti. U kiseloj i neutralnoj sredieéina jedinjenja
je prisutna u jonizovanom obliku pa je i njihovarélacija izvrSena sa logD (pH
zavisnim logP), dok su u baznoj sredini u znatneojuoprisutna u neutralnom obliku
gde je korelacija izvrSena sa oba parametra lipadii logP i logD.

U Tabeli 24. su prikazane linearne zavisnosti idmégK,, vrednosti odréenih u
kiseloj, neutralnoj i baznoj sredini i logD vredtiogracunatih u MarvinSketch 4.1.13
programu. Pored toga MarvinSketch 5.5.1.0. progfakoji daje mogdnost r&unanja
logD vrednosti primenom razltih metoda (Weighted, VG, KLOP, PHYS) kaiéh je
za r&unanje logD vrednosti pri jonskoj gai od 25 mM. Vrednosti parametara
lipofilnosti koji su pokazali najviSi stepen korel@ sa odgovaragim logKys 4

logKwz 41 l0gKwg 1 Vrednostima nalaze se u Prilogu A (Tabela 38.).
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Tabela 24.Zavisnost lok,, i logD/logP vrednosti iziaunatih razgitim metodama

Metod Jednaine R grt:glga
MarvinSketch 4.1.13  Ld§u.4= 1,671 + 0,408 x logh 0,534 0,285 0,804
Weighted LOtfus 4 = 1,860 + 0,420 x logh) 0,621 0,386 0,746
VG LogKwaa = 1,799 + 0,339 x logh), 0531 0,282 0,806
KLOP LogKyss= 1,945 + 0,452 x loghy 0,662 0,438 0,713
PHYS LodKua 4 = 1,827 + 0,434 x logh 0,643 0414 0,728
MarvinSketch 4.1.13 Ld€,74= 1,065 + 0,771 x loghy 0,795 0,632 0,705
Weighted LogKuw74 = 1,303 + 0,701 X logh) 0,827 0,684 0,653
VG LogKw7.4 = 1,204 + 0,715 x logp, 0,808 0,652 0,686
KLOP LogKu7.4= 1,429 + 0,656 x logh, 0,818 0,668 0,669
PHYS Lod<u7.4= 1,289 + 0,693 x logh, 0,826 0,683 0,655
MarvinSketch 4.1.13 Ld€.01= 0,675 + 0,861 x logh 0,865 0,748 0,531
Weighted Lodkwe 1 = 0,746 + 0,859 x logh 0,891 0,794 0,480
VG LogKye 1= 0,663 + 0,864 x logh 0,871 0,758 0,521
KLOP LogKwe 1= 1,003 + 0,752 x logh 0,855 0,730 0,550
PHYS LogKye1= 0,673 + 0,887 x logix 0,904 0,817 0,453
Dragon LogKye 1 = 0,995 + 0,665 x AlogP 0,847 0,717 0,563

*MarvinSketch 5.5.1.0 je koré&n za rédunanje logD vrednosti Weighted, VG, KLOP i PHYS odam.

Na osnovu dobijenih statigkih podataka R=0,904 iR*=0,817) najvéi stepen
korelacije ostvaren je izmda logKwe1 | logDg 1 izratunatog PHYS metodom u
MarvinSketch 5.5.1.0 programu (Tabela 24.). Zaws$hagK,, 91 0d logDy ; prikazana je
i na Slici 26. Ne&to niza korelacij&<0,847 iR*=0,717) je dobijena iznde logKue,1 i
AlogP (Ghose-Cripperov oktanol-voda particioni koeficijent logP) vreuti
izracunatih u Dragon programu (Tabela 24., Slika 26.).

Sto se tie korelacije sa logD pri fizioloSkom pH 7,4 dobijestatistiki

parametri ukazuju na umeren stepen korelacijégmiu je najvéa zavisnostR=0,827 i
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R’= 0,684) dobijena sa logRizratunatim Weightedmetodom u MarvinSketch 5.5.1.0
programu. Korelacija ldg,7 41 1ogD- 4 je prikazana na Slici 26.

Najnizi stepen korelacije ostvaren je u kiselojdgne (Slika 26.), pricemu su
najbolji statistéki parametri (Tabela 24.) dobijeni sa lagPvrednostima ré&unatim
KLOP metodom R=0,662 iR*=0,438). Pri datim eksperimentalnim uslovima isitia
jedinjenja su potpuno jonizovana (izuzev klopamidiadapamida) pricemu se stvara
moguenost pojave sporednih interakcije sa slobodnimnsil@m grupama i pojave i

drugih mehanizama retencije to se moZe odrazitidobijene lol,, vrednosti->®

log Kw 9,1
logKy, 9.1

logK \y 7,4
logKyy4,4
-

logD7 4 logDy4 4

Slika 26. Korelacija izméu eksperimentalnih i teorijski iztanatih parametara lipofilnosti pri
pH 4,4, 7,419,1.

Usled nedostatka eksperimentalno ddreh logD kao pouzdanijih parametara
za poréenje lipofilnosti, za 10 ispitivanih jedinjenja jevrSena korelacija ld§ 4 sa
logK\ vrednostima jonizovanih formi jedinjenja odemih primenom gradijentne RP-
HPLC metode na Xbridg¥ C-18 koloni (150 x 4,6 mm, 5 uMj° Dobijeni statistiki

155



parametri R=0,947 i R?=0,973) su imali znatno vise vrednosti u mEm®u sa
rezultatima dobijenim korelacijom sa iZtmatim logD s (R=0,662 i R*=0,438)i
ukazuju na visok stepen zavisnosti idmelogk,, dobijenih primenom izokratske i

gradijentne RP-HPLC metode (Tabela 25., Slika 27.).

Tabela 25.Eksperimentalne vrednosti IKg dobijene primenom izokratske (g, 4) |
gradijentne (08 jon. obiiked RP-HPLC metode?

Jedinjenje lo¥w 4,4 logKy, jon. oblika
Brimonidin 0,99 0,85
Klonidin 0,82 1,06
Efaroksan 1,31 1,67
Harman 1,72 1,77
Idazoksan 0,82 1,17
Moksonidin 0,57 0,83
Nafazolin 1,52 1,79
Oksimetazolin 2,33 2,78
Tetrahidrozolin 1,06 1,49
Ksilometazolin 2,61 3,09

logKyy 4,4

10gKyy jonskog oblika

Slika 27. Korelacija izméu logky, 4 0dreienih izokratskim metodom i |&g, jonskog oblika
odreienih gradijenthom RP-HPLC metoddnf.
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Na osnovu prikazanih zavisnosti izdeelogk,, i logD/logP vrednosti, a imagi
u vidu nedostatak eksperimentalno a@m@h parametara lipofilnosti (logD i logP),
teSko je doneti zaklijak o pouzdanosti dobijenih I&g rezultata u predidanju
lipofilnih karakteristika analiziranih jedinjenjeerj se i eksperimentalne i teorijske
vrednosti (izrégunate primenom ragiitih programa) zasnivaju na izvesnim
aproksimacijama. Posto logD uzima u obzir sve mdbkMde oblike (jonske i neutralne)
koji mogu postojati pri datoj pH vrednosti, smasa da je ovaj deskriptor bolji
parametar lipofilnosti u podenju sa logP, a natito u razumevanju lipofilne prirode
molekula u razliitim fiziolodkim sistemim&?® U sluaju ispitivaniha-adrenergikih i
imidazolinskih liganada visok stepen korelacijelegD dobijen za pH 7,4 i pH 9,1
ukazuje da se ovaj tia u odreivanju lipofilnosti moze primeniti za preliminarnu
procenu lipofilnih  karakteristika srodnih jedinjan] potencijalnih liganada

imidazolinskih ia-adrenergikih receptora.

4.3.4.1. Korelacija lod,, i nagiba (S)

Smatra se da nagib S iz linearne jefiima (72) takde daje zn&jne informacije
o lipofinom ponaSanju analita. Korelacijom dobijerods€aka (lodws 4, 10gKw7.4 i
logKwe 1) sa nagibima (&, Sr4i Se 1) dobijene su slede linearne zavisnosti prikazane
u Tabeli 26.

Tabela 26.Zavisnost ods&a (logK,,) i nagiba (S)

Jednatine R R Standardna

greSka
LogKys4=-1,701 - 0,920 &5 0,879 0,773 0,453
LogKy7,4=-1,690 - 1,050 5 0,895 0,800 0,519
LogKwe1=-1,794 - 1,099 & 0,968 0,937 0,265

Prema nekim autorima visok stepen korelacije &isglogK,) i nagiba (S)
ukazuje da se i ovaj parametar moZze Kkoristiti zacgmu lipofilnosti ispitivanih

jedinjenjd™® kao i da stepen ove zavisnosti moZe biti meraoamifosti u retencionom

157



mehanizmd?® Ako meiu ispitivanim jedinjenjima nema z&ginih razlika u
interakcijama analit/stacionarna faza (uglavhomhokoje se odnose na genje
vodoninih veza i stepen silanofilnih interakcija) uspoftase dobra linearna zavisnost
izmedu nagiba (S) i ods&a (logKy):

l&g = aS+ b (72)

Najbolja korelacija je dobijena za oda& i nagib pri pH 9,1 R=0,968
R’=0,937) pa je pri ovoj pH vrednosti ispitan i zapnagiba u proceni lipofilnosti
ispitivanih jedinjenja. Zavisnost nagibag@pod log Dy ; (izracunatogPHY Smetodom)
moze se prikazati slefem jednginom:

o$= -0,714 X logDy 1 -2,402 (73)

R=0,8252R0,681, S.E.=0,527, n=29

Na onovu dobijenih statiskih podataka koji su pokazali nizi stepen korekacij
u odnosu na korelaciju od$e (logKwe 1) sa lipofilnogu logDs 1 (R=0,904,R?=0,817)
moze se zakliti da se ods&k (logkwge 1) Moze smatrati pouzdanijim parametrom u
proceni hidrofobnosti ispitivanii-adrenergikih i imidazolinskih liganada u odnosu na
nagib (3 1).
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4.4. ODRBDIVANJE KISELINSKO-BAZNIH KONSTANTI
JONIZACIJE METODOM KAPILARNE ELEKTROFOREZE

Vazni faktori koji utéu na stvarnu jonsku i efektivhu pokretljivost shabi

kiselina i baza su pH vrednost, jonskaina, temperatura i viskoznost elektrolita. Svi
nabrojani faktori moraju biti optimizovani tako dae obezbede odgovaréju
eksperimentalni uslovi koji ¢e omoguditi Sto preciznije merenje efektivhe
elektroforetske pokretljivosti. Konstante jonizac{iK,) 9 liganada imidazolinskih i /ili
az-adrenergikih receptora (klonidina, moksonidina, tizanidigaanfacina, idazoksana,
harmina, harmana, efaroksana, rilmenidina) i dikaettriamterena odtene su
metodom kapilarne zonske elektroforeze, merenjenektigshe elektroforetske
pokretljivosti analita u prisustvu 2% acetona v/@aok neutralnog markera, pri
konstantnoj temperaturi (25°C) elektrolita i u ogps@H vrednosti 4,0-11,0.

Dati eksperimentalni uslovi (pH 4,0-11,0) oméijusu rad sa elektrolitima
konstantne jonske ¢me (25 mM) pricemu su svedene na minimum razlike u
viskoznosti pufera kao i promenama elektroosmotsiod@. Za rad u kiseloj sredini
koris&¢en je acetatni, u neutralnoj fosfatni i u baznojatai i fosfatni pufer. Odabrani
puferi predstavljaju nage korigene pufere u kapilarnoj elektroforezi jer su
kompatibilni sa UV detektorom, imaju odgovar@jurastvorljivost u vodi i dostupni su
u visokom stepenéistoce *°

U kiseloj sredini sva ispitivana jedinjenja su n@na i ostvaruju svoju
maksimalnu elektroforetsku pokretljivost. Efektivelektroforetska pokretljivost pri pH
4,0 krée se od 22,12 x 10m?V's* (triamteren) do 27,98 x Tom?V's* (harman). U
neutralnoj sredini i u blizini I§,; vrednosti ispitivana jedinjenja ostvaruju internjechu
elektroforetsku pokretljivost dok su u jako bazemdini neutralna i putuju zajedno sa
EOF markerom préemu je i pokretljivost jednaka nuli. Sv&pvrednosti analiziranih
jedinjenja dobijene su iz nelinearne regresionea&de koja predstavlja zavisnost
efektivne elektroforetske pokretljivosti g od pH vrednosti radnog elektrolita (Slika
28. i Slika 29.). Za monoprotonske kiseline i bemsgLte je izvrsiti linearizaciju opsteg
modela. Mdutim, na linearnu regresiju nepovoljno auti promene u pokretljivosti

analita do kojih moze do pri niskim pH vrednostima. Upode/anjem linearne i
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nelinearne regresije doslo se do zaip da nelinearna regresiona analiza ondagu

preciznije odrdivanje K, vrednosti blizih literaturnim podacima, uslédga se ova

tehnika smatra metodom izbota.
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Slika 28. Zavisnost efektivne elektroforetske pokretljivasti pH vrednosti elektrolita

(klonidin, moksonidin, tizanidin, gvanfacin, tria@néna i rilmenidina).
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Slika 29. Zavisnost efektivne elektroforetske pokretljivasti pH vrednosti elektrolita
(idazoksan, efaroksan, rilmenidin, triamteren).

Eksperimentalno dobijene vrednostKp su pomoéu jedn&ine 28 prevedene u
termodinamike konstante jonizacijepK ) koje odgovaraju rastvoru elektrolitga je

jonska j&ina jednaka nuli. U Tabeli 27. su date meSoviterimbdinamike konstante
jonizacije odrdene metodom kapilarne elektroforeze, kao i vredndsstupne iz
literature i izr&unate primenom MarvinSkettRi ACD program&®

Baznost derivata 2-aminoimidazolina getiod ciklcnog gvanidina. Najj&a

baza méu derivatima 2-aminoimidazolina je klonidin s&;p8,08, dok moksonidin

(PKa 7,41) i tizanidin (K4 7,42) imaju neznatno nize i vrlo bliske&Kp vrednosti.
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Prisustvo heterocilkdnog pirimidina u strukturi moksonidina i benzotiazibla u
strukturi tizanidina dovodi do smanjenja baznastidazolinskog azota u strukturi ovih
jedinjenja u poréenju sa klonidinom kod koga je za 2-aminoimidazMirprsten vezan

2,6 dihlorfenil supstituent.

Tabela 27.Kiselinske konstante ispitivanih jedinjenjda pK;, izragunate i
eksperimentalno oddene metodom kapilarne elektroforeze

Jedinjenje pK, £ S.E. pK.  Izratunata'” Izradunata®® pK,"
Klonidin 8,08 £ 0,02 8,02 8,16 8,10 81
8,04%
Moksonidin 7,41 +0,01 7,35 7,26 7,11 7184
7,36%
Tizanidin 7,42 +0,01 7,36 7,49 7,48
Gvanfacin 6,87 £ 0,02 6,8 6,65 7,64
Triamteren 6,28 + 0,01 6,21 4,57 6,28 7146
6,313
Rilmenidin 9,29 + 0,04 9,23 7,11 7,88 9,3
Idazoksan 8,69 +0,04 8,63 7,02 9,51 804
Efaroksan 9,51 +£0,03 9,45 7,46 9,79 16102
Harman 7,23 +0,02 7,16 5,97 8,62 21
Harmin 7,50 + 0,03 7,43 6,15 8,71 745
™MarvinSketch

229\CD software SciFinderScholar 2012

Za razliku od gvanidina koji je izuzetno jaka orglea baza sal, 13,6 derivat
gvanidina gvanfacin ima znatno manje izrazene basobine (K, 6,87). Gvanfacin,
koji se moze posmatrati kao otvoreni analog klarade slabija baza od klonidina. Niza
pK, vrednost gvanfacina je posledica jakog negativmatyktivnog efekta karbonilne
grupe vezane za azot gvanidina.

Diuretik triamteren, 2,4,7-triamino-6-fenilpteridsa (K, 6,28 je najslabija baza
medu ispitivanim derivatima gvanidina.

Derivat 2-amino-2-oksazolina rilmenidin je znatregg baza (K, 9,29) od
ispitivanih  2-aminoimidazolina. Atom kiseonika ukicénom oksazolinu svojim
mezomernim efektom ztajno povéava polarnost —O-C(NHEN- dela strukture Sto

dovodi do povéanja baznosti azotovog atoma u strukturi rilmeradfi

162



Derivati 2-imidazolina, idazoksan i efaroksan s&, pvrednostima 8,69
(idazoksan) i 9,51 (efaroksan) pokazujucivafinitet za proton, odnosno imaju
izraZzenije bazne osobine u pdeaju sa supstituisanim 2-aminoimidazolinima.

Baznost derivat-karbolina (harmana i harmina) paiod piridinskog azota.
Za razliku od piridina (K4 5,2) harman i harmin imajude izrazene bazne osobine sa
dobijenim K, vrednostima 7,23 za harman i 7,50 za harmin. Rrisusetoksi grupe u
strukturi harmina, Sto je i jedina razlika izdweova dva jedinjenja, povava njegovu
baznost usled pozitivnog mezomernog efekta i pawe elektronske gustine na
piridinskom azotu.

Pri fizioloski vaznim pH vrednostima 1,0; 7,4 i 9ifpitivana jedinjenja se
nalaze u raziitim oblica, tako da su pri pH 1,0 potpuno jonizosa pri pH 7,4 su
zastupliena kao smeSe jonizovanih i nejonizovanitiika, osim efaroksana i
rilmenidina koji su dominantno prisutni u jonskonbliku i na pH 9,0 samo se
gvanfacin i triamteren nalaze u neprotonovanomnkaldiok su ostala jedinjenja i dalje u
izvesnom stepenu jonizovana i prisutna kao smesterpvanih i neprotonovanih formi

leka. Na Slici 30. je prikazan dijagram raspodsfstivanih jedinjenja u funkciji pH.

100

80 +

Triamteren
Gvanfacin
--—- Harman
Moksonidin
—-—- Tizanidin
—— Harmin
Klonidin
- - - ldazoksan
Rilmenidin
—— Efaroksan

40—+

% jonizacije

20+

12

Slika 30. Dijagram raspodele ispitivanih jedinjenja u funikpH.
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Veoma visok stepen korelacij&pvrednosti (R=0,952) je dobijen sa podacima
dostupnim iz literature. Ako se uporede vrednostredene kapilarnom zonskom
elektroforezom sa Ky vrednostima dobijenim gradijentnom HPLC metodtm
svim ostalim sldajevima (klonidin, moksonidin, idazoksan, efaroRsadgovarajde
kiselinsko-bazne konstante su veoma bliske i nefite za vrednosti oddene
kapilarnom elektroforezom (od 0,3XKjp jedinica nize kod idazoksana do 0,6K,p
jedinice nize kod klonidina) u patenju sa HPLC metodom. Za razliku od HPLC
metode K, klonidina odrdena CE metodom se razlikuje za samo 04jgdinice od
vrednosti dobijenih UV spektrofotometrijom. Izuzetbliski rezultati su postignuti i
spektrofotometrijiskom i CE metodom u &hWu harmina, 7,50 (CE) i 7,45
(spektrofotometrijski). Kod moksonidina je tale K, dobijena CE metodom znatno
bliza vrednostima oddenim potenciometrijskom titracijoR?° nego vrednostima
dobijenim HPLC metodom.

Ako se uporede konstante odeae kapilarnom elektroforezom sa vrednostima
koje ra&unaju razliti programski paketi dobijeni rezultati se veomazlikuju od
jedinjenja do jedinjenja kao i od programa. Kisske konstante izéanate (K5 iz) U
MarvinSketch i ACD programu (Tabela 27.) su u visokstepenu korelacije i vrlo
bliske dobijenim eksperimentalnim vrednostim&J{pksy) U slitaju: klonidina fKa exsp
8,08; Ka izr 8,16 (Marvin), fKa izr 8,1 (ACD); moksonidina K, eksp 7,41, Ka iz 7,26
(Marvin), pKa iz 7,1 (ACD) i tizanidina Ba eksy/,42, Ka izr 7,49 (Marvin), Ka izr 7,48
(ACD).

Za sva ostala jedinjenja izie eksperimentalno odtenih i izr&unatih p<,
vrednosti postoje znatna odstupanja koja iznosea (K, jedinice (Tabela 27.) kao na
primer u sléaju: rilmenidina Ka eksp9,29, Ka izr 7,11 (Marvin), s izr 7,88 (ACD) i
efaroksanalf, eks 9,51, Kaizr 7,46 (Marvin). Interesantno je i da su u svintajavima
gde postoje zri@jne razlike u K, vrednostima (harma, harmin, idazoksan), konstante
izratunate u MarvinSketcf® programu su uvek nize, a u ACD progr&fiuvek vise u

poreienju sa eksperimentalno dobijenim vrednostima (leabeé.).

164



5. ZAKLJUCAK
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Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvesti sliexskljucci:

» |zvrSena je QSAR analiza nezavisno na dve grupgeeksentalnih podataka
dobijenih u prisustvu raziitih radioliganada (3] PIC i [*?3] LNP911) i razlkitih

¢elijskih linija (humani trombociti i PC12).

» QSAR studija liganada imidazolinskih d,-adrenergikih receptoraciji su
afiniteti vezivanja odréeni na humanim trombocitima u prisustvu radioligand
[*#1] p-jodoklonidina ukazala je da porast lipofilnostodD;4) i molarne
refraktivnosti, zajedno sa smanjenjem naelektrssama atomima azota
heterociklusa dovodi do snaznijeg afiniteta k@R, dok su lipofilnost (logP) i
HOMO energija #-IR liganada vazni deskriptorii-IR/a,-AR selektivnosti.
Formirani QSAR model se moze koristiti za pouzdgmedvidanje afiniteta
vezivanja zasHR u rasponu I vrednosti od 5,901 do 8,319.

» Selektivna aktivacija;}IR dovodi do smanjenja nezeljenih efekata posradibv
aktivacijom a-AR usled ¢cega formirani QSAR model koji definiSe afinitet
liganada zaitHR zajedno sa modelom za/d, selektivnhost moze biti veoma
koristan u racionalnom dizajniranju novih selekiiviiganada sa povanim

afinitetom ka J-IR.

» QSAR studija liganada imidazolinskih d-adrenergikih receptoraciji su
afiniteti vezivanja odréeni na PC1Zelijama u prisustvu radiojodiniranog 2-(2-
hloro-4-jodo-fenilamino)-5-metil-pirolina {f1] LNP911) takate je ukazala na
znaaj lipofilnosti (logDy 4) i naelektrisanja na azotu za péae afinitet ka J-IR.
Formirani QSAR model se moze koristiti za pouzdgmedvidanje afiniteta
vezivanja zasHR u rasponu I§; vrednosti od 5,067 do 8,854.

» Docking studije su potvrdile ¢e&e atoma azota u heteroctklim prstenovima

liganada u formiranju intermolekulskih veza sa avkiselinama u aktivnom

domenu IRAS-a. Pored toga, aromiatideo u strukturi liganada stupao je u
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hidrofobne interakcije sa aminokiselinama aktivimogsta Sto je u skladu sa
dobijenom pozitivnom korelacijom izrde logD; 41 pK; (11-IR) vrednosti.

» |zvrSena je optimizacija eksperimentalnih uslovaazalvajanje smeSe imidazolinskih
I ap-adrenergikih liganada (klonidin, moksonidin, rilmenidin, ma&n, harmin,
amilorid, tizanidin, idazoksan, agmatin, gvanfaciklopamid, efaroksan,p-

aminoklonidin, gvanabenz, triamteren i indapami@tedom kapilarne elektroforeze.

» lIspitan je uticaj koncentracije i pH vrednosti pafetemperature, napona i
razlicitih koncentracijau-, - i y-ciklodekstrina na elektroforetsku pokretljivost i
rezoluciju jedinjenja u smeSi. Nagieznaaj u modifikaciji elektroforetskog
ponaSanja ispitivanih jedinjenja pokazao [jeciklodekstrin, a najmanjiy-

ciklodekstrin.

» Preliminarna ispitivanja sprovedena na 15 gvanidiisnidazolinskih derivata
I uspostavljena matemaltia zavisnost izm#& migracionog vremena i
molekulskih parametara ispitivanih liganada i ligglaCD kompleksa (lodf =
f[SAS (ligandB-CD), HOMO (ligandp-CD), naelektrisanje (ligand)]) pokazali
su da se na brz i jednostavancinateorijskim prorgunima odgovarajtih
deskriptora moZze predvideti elektroforetsko pongSamovih liganada

imidazolinskih receptora.

» Metodom kapilarne elektroforeze postignuto je ragawje smesSe 11 strukturno
srodnih  gvanidinskih/imidazolinskih ~ derivata  bliske elektroforetske
pokretljivosti korigenjem neobloZzene kapilare unutraSnjegcmpilea 50 pm,
primenom 30 mM fosfatnog pufera pH 2,0 koji saditd mM B-CD uz
elektrodinamtko injektovanje analita pri naponu od 9 kV i na mob

temperaturi od 25 °C.
» Teorijskim ispitivanjem procesa kompleksiranja tis@inih liganada sa-, - i

v-CD dobijene su vazne informacije o interakcijarnméiu analita i raztitih

ciklodekstrina. Negativne vrednosti energije korkpieanja dobijene za-, B- i
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v-CD komplekse ukazale su na tendenciju ispitivarjgdinjenja ka
kompleksiranju. Termodinarki parametri: promena entalpijaK®), entropija
(AS°) i Gibbs-ova slobodna energijaAG®) izra&unati za komplekse svih
ispitivanih jedinjeja sao-, B- 1 y-CD ukazali su da kod e ispitivanih
liganada u toku kompleksiranja sa ciklodekstriniman der Waals-ove

interakcije i vodonine veze imaju \@ znataj od hidrofobnih interakcija.

Formirani su QSMR modeli koji dovode u korelacijelativno migraciono
vreme ispitivanih gvanidinskih/imidazolinskih demta sa njihovim sternim,
elektronskim i termodinartkim osobinama u tri razlita CE sistema koja

sadrze odvojena-, B- ili y-ciklodekstrin.

Poreienje razltitin statisttkin metoda (MLR, PLS i ANN) kori&nih u
formiranju QSMR modela pokazalo je superiornosedimih metoda, PLS i
postupne MLR, u odnosu na nelinearnu ANN metodwskBak izméu niskih
vrednosti RMSEE i RMSEP i nedovoljno visokih vredtio’ je uasen kao
glavni nedostatak ANN modelovanja. Dobijeni reziilizkazuju da je LOO-
ukrstena validacija vazan korak ANN modeliranjaa g njeno izvdenje

neophodno u cilju procene predajuce sposobnosti formiranin ANN modela.

Optimalni QSMR modeli: PLS-QSMRB{CD) model: RMT=f { (ligand-a-CD)
[B3LYP-3-21G(d)]; AG (ligande-CD) [PM3]); PLS-QSMRg-CD) model:
RMT=f (x (ligand{$-CD) [HF-3-21G(d)]; ShpA (ligand)); i MLR-QSMR{CD)
model: RMT=3,78027 - 7,1355¢ligand) [B3LYP-3-21G(d)] + 0,00053 PMIX
(ligand) pokazali su vaZznu ulogu deskriptora lig&l kompleksa na

migraciono ponasanje ispitivanih jedinjenja u datok sistemu.

PredloZeni multi-target QSMR model, PLS-mQSMR{CD, B-CD, y-CD)
model: RMT=f{-ligand [HF-STO-3G(d)]; SEV-ligand) moze biti kot&n u
inicijalnoj fazi razvoja CE metode kao bezreening model za preddianje

migracionog vremena srodnih antihipertenziva u uysteu tri razl€ita
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ciklodekstrina i za odabir najboljeg ciklodekstrina razdvajanje analiziranih
jedinjenja.

» |spitan je uticaj stepena jonizacije (kisele, nalmte i bazne sredine) 29 liganada
imidazolinskih i a-adrenergikih receptora na retenciju u RP-HPLC sistemu i
pokretljivost u CE sistemu.

» Primenom linearnih statiskih metoda, postupne MLR i PLS, formirani su
QSRR i QSMR modeli koji definiSu retenciju i poKjebst pri tri razlicite pH
vrednosti 4,4; 7,4 1 9,1 i koji se na osnovu datileregresionih i validacionih
parametara mogu Koristiti kao pouzdani modeli zadpitanje retencije i
pokretljivosti novih jedinjenja potencijalnih ligada imidazolinskih ia-

adrenergikih receptora.

» Najzna&ajniji molekulski deskriptori u optimalnim QSRR malona ukazuju da
da se vazne informacije o retencionom mehanizmWPtHRLC sistemu mogu
dobiti na osnovu 0D-, 1D- i 2D-deskriptora koji Bosiformacije o hemijskom
sastavu jedinjenja, molekulskim osobinama (lipafdty) i voluminoznosti
molekule. Sa druge strane, pouzdano prahje elektroforetske pokretljivosti
moze se izvrSiti kunanjem odgovaragih 2D- i 3D-deskriptora od kojih v&a
daje informacije o molekulskoj vélni i kompleksnosti, kao i o uticaju

naelektrisanja i elektronskih osobina na migracipapasanije.

» Za pojedine odabrane teorijske deskriptore nije j@tinostavno dovesti u vezu
njihovo zn&enje sa retencijom u hromatografskom sistemu i gtgkroScu u
CE sistemu, ali je njihovo prisustvo u odabranimRRS QSMR modelima bilo
neophodno u cilju dobijanja QSRR/QSMR modela vismkeéi predvidanija.

» Korelacija retencionih parametara Kgdobijenih pri tri razkite pH vrednosti
(4,4, 7,4 i 9,1) sa parametrima lipofilnosti (lagl logDy 4, logDy; i logP)
izratunatih u razkitim kompjuterskim programima pokazala je da ngete

zavisnosti u velikoj meri ute metoda primenjena ucéananiju lipofilnosti.
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> Na osnovu dobijenih statigkih podataka R=0,904 iR*=0,817) najvéi stepen
korelacije ostvaren je iznda logKyg 1 i l0gDg 1 izratunatogPHYS metodom u
MarvinSketch programu. Umeren stepen korelacRe0(827 i R°= 0,684)
ostvaren je izm@u logKyz 4 | logDy 4 izracunatogWeighted metodom. Najnizi
stepen korelacije ostvaren je u kiseloj srediniadmlogKya 4 i logD4 4vrednosti
rasunatihkLOP metodom R=0,662 iR°=0,438).

»Odreiene su kiselinsko-bazne konstante jonizacije l&hkgla imidazolinskihd,-AR
metodom kapilarne zonske elektroforeze.

» Na osnovu dobijenih rezultata i visokog stepenaekaije sa konstantama
odraienim spektrofotometrijskom, potenciometriiskom HPLC metodom
moze se zaklgiti da kapilarna zonska elektroforeza predstavlf@ciznu
metodu za odvanje K, vrednosti derivata gvanidina, ciéhih gvanidina,

imidazolina, 2-amino-2-oksazolingikarbolina.

» Dostupni programi za teorijsko predanje kiselinskin konstanti u slaju
klonidina, moksonidina i tizanidina daju vrlo preae vrednosti, dok za pojedina
jedinjenja postoje odstupanja koja kod rilmenidiesaroksana iznose i do Xp

jedinice.

» Pri fizioloSki vaznim pH vrednostima 1,0, 7,4 i 9igpitivana jedinjenja se
nalaze u razéitim oblicima, tako da su pri pH 1,0 potpuno joniaoa, pri pH
7,4 su zastupliena kao smeSe jonizovanih i nejeaizitn oblika, osim
efaroksana i rilmenidina koji su dominantno prisutjonskom obliku i na pH
9,0 samo se gvanfacin i triamteren nalaze u neposemom obliku dok su
ostala jedinjenja i dalje u izvesnom stepenu jovema i prisutna kao smese

protonovanih i neprotonovanih formi leka.
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PRILOG A: Tabele sa vrednostima molekulskih deskripiora koji su
koriS¢eni za formirananje odabranih QSMR i QSRR modela

Tabela 28.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom PQSMR(@-CD) modelu

Jedinjenje RMT X (ligand-a-CD) AG (ligand-a-CD)
(12 mM a-CD) [B3LYP/3-21G(d)] [PM3]

Agmatin 1,0000 0,282881 -43,8704
Amilorid 2,0588 0,237156 -2,8558
Klonidin 2,1047 0,215331 -7,4981
Moksonidin 2,3456 0,220076 -5,0270
Tizanidin 2,2246 0,240516 -11,7539
Harman 2,0082 0,232581 -8,3252
Harmin 2,1950 0,222438 -2,8370
Rilmenidin 2,9798 0,205131 -2,5734
Idazoksan 2,3000 0,224747 -8,9872
Gvanfacin 2,2688 0,226372 -8,5153
Klopamid 3,3127 0,13666 12,1065
Nafazolin 2,1573 0,205433 -0,3727
S-efaroksan 2,6082 0,227172 -1,1596
R-efaroksan 2,6664 0,208399 2,9593
Triamteren 2,4726 0,236272 4,9391
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Tabela 29.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom PQSMR@-CD) modelu

Jedinjenje s rﬁMTB_CD) Xg‘g%’g'lﬁéfg) ShpA (ligand)
Agmatin 1,0000 0,285813 7,1111
Amilorid 2,1045 0,230043 13,0667
Klonidin 2,1617 0,221768 12,0714
Moksonidin 2,2909 0,230163 14,0625
Tizanidin 2,2195 0,254988 14,0625
Harman 2,3452 0,221573 12,0714
Harmin 2,5186 0,223253 14,0625
Rilmenidin 2,4538 0,217946 11,0769
Idazoksan 2,7501 0,205374 13,0667
Gvanfacin 2,8909 0,221470 13,0667
Klopamid 4,0827 0,129712 20,0455
Nafazolin 2,4587 0,196890 14,0625
S-efaroksan 2,9635 0,199693 14,0625
R-efaroksan 3,0221 0,195785 14,0625
Triamteren 2,9266 0,238849 17,0526

Tabela 30.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom pgstam MLR-QSMR{¢-CD)

modelu

Jedinjenje 6 mRMM;CD) BSL@(F','%&}S?G( g  PMIX (igand)
Agmatin 1,0000 0,3961395 83,650
Amilorid 2,0249 0,2681250 582,089
Klonidin 2,0673 0,2776625 669,651
Moksonidin 2,2924 0,2644975 765,270
Tizanidin 21287 0,2962320 987,017
Harman 1,9026 0,2891220 341,199
Harmin 2,0249 0,2775380 419,997
Rilmenidin 2,0981 0,2844040 440,090
ldazoksan 2,0053 0,2676600 285,679
Gvanfacin 2,3648 0,2813395 819,184
Klopamid 3,5049 0,1216335 1100,240
Nafazolin 2,1260 0,2578515 512,245
Efaroksan 2,2587 0,2595955 526,440
Triamteren 2,5707 0,2777555 538,534
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Tabela 31.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom PL8MR @-CD,3-CD,y-CD)

modelu
o-ligand
Jedienie (15 mua.CD) (15 mM B-CD) (6 mM 1-CD) [HsFé?dT)(])' (igand)
Agmatin 1,0000 1,0000 1,0000 0,197521 122,235
Amilorid 2,0588 2,1045 2,0249 0,073299 142,468
Klonidin 2,1047 2,1617 2,0673 0,078135 165,590
Moksonidin 2,3456 2,2909 2.2924 0,075549 180,346
Tizanidin 2,2246 22195 21287 0,092709 176,728
Harman 2,0082 2.3452 1,9026 0,112134 159,059
Harmin 2,1950 25186 2.0249 0,103845 182,526
Rilmenidin 2,9798 2,4538 2,0981 0,090704 173,126
Idazoksan 2,3000 2,7501 2,0053 0,076307 165,281
Gvanfacin 2,2688 2,8909 2,3648 0,079984 171,380
Klopamid 3,3127 4,0827 3,5049 0,002431 274,703
Nafazolin 2,1573 2.4587 2.1260 0,063016 183,421
S-efaroksan 2,6082 2.9635 2 2587 0,067442 193,786
R-efaroksan 2,6664 3,0221 2 2587 0,067706 192,694
Triamteren 2,4726 29266 2,5707 0,095223 180,721
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Tabela 32.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom PQSRR modelu pri pH 4,4

Jedinjenje VE2_  SpMax5_ SpMax5_ SM02_ SMO4_ | .
Dz(p) Bh(e) Bh(i)  EA(r) EA (ri) :

Amilorid 0,227 2,744 2,858 3681 5207 1,118
Brimonidin 0,223 2,907 2,951 3,880 5373 0,988
Karvedilol 0,168 3,462 3,514 4,416 5919 3,755
Klonidin 0,249 2,659 2,809 3,626 5068 0,816
Klopamid 0,202 3,310 3,367 4,148 5741 2,001
Klozapin 0,182 3,111 3,206 4,244 5776 2,938
Doksazosin 0,159 3,458 3,502 4552 6,079 3,416
Efaroksan 0,227 2,884 2,941 3,808 5574 1,312
Efedrin 0,256 2,854 2,925 3,422 4,918 0,560
Gvanfacin 0,232 2,821 2,868 3,666 5165 1,732
Harman 0,235 2,899 2,974 3,809 5401 1,719
Harmin 0,204 3,085 3,176 3,920 5527 2,149
Idazoksan 0,241 2,789 2,876 3,752 5200 0,821
Indapamid 0,196 3,270 3,309 4299 5919 2,685
Maprotilin 0,184 3,322 3,406 4,257 6,034 2,902
Mianserin 0,187 3,168 3,233 4,140 5688 2,478
Moksonidin 0,230 2,900 2,994 3,604 5116 0,572
Nafazolin 0,229 2,870 2,947 3,860 5364 1,522
Olanzapin 0,191 3,134 3,228 4,145 5625 1,640
Oksimetazolin 0,200 3,001 3,165 4,086 5834 2326
Fenilefrin 0,256 2,707 2,806 3,422 4,894 0,086
Pseudoefedrin 0,256 2,854 2,925 3,422 4,918 0,598
Rilmenidin 0,259 2,655 2,778 3,679 5272 0,924
Tamsulosin 0,178 3,461 3,533 4255 5761 2,220
Tetrahidroz. 0,231 2,800 2,892 3,809 5345 1,065
Tizanidin 0,233 2,670 2,809 3,862 5391 0,745
Triamteren 0,206 2,902 3,023 4,026 5559 1,749
Tramazolin 0,232 2,994 3,094 3,819 5276 1,547
Ksilometazolin 0,207 3,079 3,162 4,016 5735 2,610
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Tabela 33.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom PLS®R modelu pri pH 7,4

Jedinjenje Ho Dt SM3 Dt VE2 Dt H_D/Dt LogD, logKyra4
Amilorid 23,436 12,880 0,242 180,505 -0,440 1,051
Brimonidin 34,696 14,901 0,228 406,188 -0,010 1,078
Karvedilol 58,541 17,873 0,168 1050,430 1,940 4,151
Klonidin 24,484 13,189 0,247 196,719 1,070 0,979
Klopamid 36,117 15,163 0,192 420,060 1,500 1,987
Klozapin 53,520 16,951 0,191 1003,680 3,110 3,850
Doksazosin 66,291 18,035 0,157 1276,760 1,630 3,673
Efaroksan 31,798 14,261 0,241 339,381 1,810 1,333
Efedrin 19,244 11,821 0,275 116,533 -0,800 0,570
Gvanfacin 23,447 13,019 0,244 178,329 1,500 1,918
Harman 33,834 14,751 0,188 438,283 2,090 2,760
Harmin 36,589 15,211 0,185 513,704 1,830 2,883
Idazoksan 31,939 14,391 0,244 342,498 0,900 0,854
Indapamid 43,456 16,077 0,190 610,063 1,880 2,552
Maprotilin 49,212 16,530 0,181 863,821 1,440 2,578
Mianserin 57,771 17,022 0,153 1133,270 3,680 3,912
Moksonidin 27,235 13,715 0,230 243,188 0,290 0,627
Nafazolin 33,312 14,678 0,238 369,540 0,270 1,521
Olanzapin 49,863 16,636 0,197 882,170 2,860 3,228
Oksimetazolin 31,198 14,279 0,209 314,900 1,520 22,3
Fenilefrin 19,323 11,937 0,274 120,986 -1,370 0,038
Pseudoefedrin 19,244 11,821 0,275 116,533 -0,800 6090,
Rilmenidin 21,121 12,253 0,257 128,200 1,630 0,904
Tamsulosin 44,252 16,503 0,172 585,461 0,230 2,752
Tetrahidrozolin 31,942 14,418 0,244 351,329 0,200 ,082
Tizanidin 31,882 14,475 0,236 343,719 0,700 1,123
Triamteren 38,333 15,355 0,213 511,109 1,370 1,918
Tramazolin 33,312 14,678 0,238 369,540 1,230 1,513
Ksilometazolin 29,824 14,073 0,216 282,476 1,790 592,
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Tabela 34.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom pgstam MLR-QSRR modelu pri
pH 9,1

Jedinjenje nBM  SpMin6_Bh(p)  logDy: logKue 1
Amilorid 8 0,859 -0,500 0,984
Brimonidin 12 0,912 0,350 1,263
Karvedilol 21 1,512 3,140 4,214
Klonidin 7 0,609 1,510 1,471
Klopamid 9 1,361 1,220 1,869
Klozapin 13 1,263 3,380 3,950
Doksazosin 18 1,525 2,030 3,605
Efaroksan 7 1,061 2,130 1,848
Efedrin 6 0,874 0,750 1,010
Gvanfacin 8 0,844 1,570 2,002
Harman 15 0,873 2,100 2,780
Harmin 15 0,970 1,850 2,950
Idazoksan 7 0,879 1,050 1,535
Indapamid 15 1,219 1,470 2,353
Maprotilin 12 1,237 3,000 3,089
Mianserin 12 1,340 3,980 3,921
Moksonidin 7 0,712 0,860 0,748
Nafazolin 12 0,971 1,520 1,757
Olanzapin 12 1,376 3,080 3,285
Oksimetazolin 7 1,242 2,740 2,600
Fenilefrin 6 0,837 -0,050 0,389
Pseudoefedrin 6 0,874 0,750 1,102
Rilmenidin 1 1,123 1,800 1,485
Tamsulosin 14 1,589 1,610 3,065
Tetrahidrozolin 7 0,963 1,470 1,317
Tizanidin 11 0,747 1,280 1,342
Triamteren 17 1,062 1,370 1,932
Tramazolin 7 1,013 1,250 1,736
Ksilometazolin 7 1,239 3,000 2,786
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Tabela 35.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom PQSMR modelu pri pH 4,4

Jedinjenje Ho_Dz(e) ATS6s ATS7s ATSCO6M  pefig4
Amilorid 15,452 5,096 4,849 11,518 25,939
Brimonidin 16,588 4,721 4,559 20,778 23,357
Karvedilol 31,490 5,828 5,746 31,894 18,061
Klonidin 14,367 4,586 4,316 11,589 25,952
Klopamid 23,453 6,055 5,358 27,723 0,000
Klozapin 23,225 5,527 5,496 24,117 22,697
Doksazosin 33,293 6,031 5,970 37,297 15,795
Efaroksan 16,979 4,995 4,554 17,491 24,099
Efedrin 13,287 4,504 3,970 9,804 25,942
Gvanfacin 15,995 4,759 4,885 11,992 24,242
Harman 12,859 4,267 3,714 7,381 28,192
Harmin 15,234 4,627 4,362 10,368 26,410
Idazoksan 14,926 4,549 4,180 10,684 26,969
Indapamid 24,654 6,051 5,432 22,255 0,000
Maprotilin 21,867 5,526 5,282 29,870 20,559
Mianserin 20,017 5,451 5,144 26,449 22,471
Moksonidin 16,576 5,043 4,752 18,018 22,669
Nafazolin 16,141 4,803 4,588 12,496 25,941
Olanzapin 22,532 5,423 5,347 28,823 33,632
Oksimetazolin 21,650 5,603 5,341 27,125 20,276
Fenilefrin 13,024 4,622 4,159 9,555 25,780
Pseudoefedrin 13,287 4,504 3,970 9,804 26,633
Rilmenidin 14,957 4,716 4,174 14,173 25,350
Tamsulosin 30,556 5,993 5,754 42,323 17,310
Tetrahidrozolin 15,662 4,835 4,304 15,558 25,680
Tizanidin 15,618 4,701 4,480 8,561 24,770
Triamteren 18,302 5,279 5,041 13,191 22,146
Tramazolin 16,744 4,866 4,677 14,859 24,393
Ksilometazolin 20,619 5,386 5,177 23,582 21,032
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Tabela 36 Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom fugsiom MLR-QSMR modelu

pri pH 7,4
Jedinjenje GGI6 R7u+ Mor28s HATS2i  pefra
Amilorid 0,203 0,024 0,250 0,216 21,786
Brimonidin 0,237 0,044 -0,404 0,493 13,247
Karvedilol 0,350 0,014 -2,082 0,316 13,057
Klonidin 0,180 0,035 -0,645 0,500 19,607
Klopamid 0,285 0,015 0,001 0,418 0,000
Klozapin 0,538 0,021 -1,088 0,382 9,204
Doksazosin 0,808 0,019 -0,941 0,332 3,137
Efaroksan 0,115 0,025 0,591 0,504 22,704
Efedrin 0,100 0,027 0,672 0,469 23,199
Gvanfacin 0,345 0,029 -0,597 0,425 5,083
Harman 0,080 0,051 -0,334 1,018 11,752
Harmin 0,258 0,029 -0,356 0,872 13,636
Idazoksan 0,081 0,030 0,556 0,573 23,293
Indapamid 0,356 0,019 0,035 0,351 0,000
Maprotilin 0,320 0,018 2,157 0,384 18,696
Mianserin 0,385 0,021 -1,364 0,385 12,234
Moksonidin 0,261 0,039 -1,077 0,595 10,907
Nafazolin 0,096 0,023 0,035 0,465 24,180
Olanzapin 0,498 0,018 -1,522 0,420 10,679
Oksimetazolin 0,354 0,017 0,912 0,396 19,061
Fenilefrin 0,101 0,032 -1,168 0,444 21,650
Pseudoefedrin 0,100 0,024 -0,695 0,476 23,691
Rilmenidin 0,000 0,020 0,418 0,601 22,551
Tamsulosin 0,568 0,015 0,574 0,343 14,444
Tetrahidrozolin 0,093 0,025 -0,188 0,486 24,299
Tizanidin 0,180 0,039 0,312 0,697 12,077
Triamteren 0,342 0,049 1,215 0,413 1,140
Tramazolin 0,096 0,021 -0,311 0,483 22,988
Ksilometazolin 0,302 0,017 0,468 0,419 19,943
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Tabela 37.Molekulski deskriptori primenjeni u odabranom pgstam MLR-QSMR modelu

pri pH 9,1
HOMO

Jedinjenje SM1_Dz (2) S'\’ééi—)EA [B3LYP/3-  ISH  peros

21G(d,p)]
Amilorid 1,064 8,807 10,206 0,898 6,416
Brimonidin 0,933 3,118 10,347 0,971 0,000
Karvedilol 0,827 0,000 10,202 0,845 1,693
Klonidin 1,002 3,118 0,381 0925 2575
Klopamid 1,239 0,000 0,052 0,939  -9,640
Klozapin 0,797 2,817 0,197 0,885 0,000
Doksazosin 1,087 5,589 0,181 0,862 0,000
Efaroksan 0,429 10,324 0,204 0,875 16,361
Efedrin 0,331 0,000 0,381 0,796 18,047
Gvanfacin 1,089 4,730 0,213 0,932 0,000
Harman 0,251 0,000 0,211 0,925 0,000
Harmin 0,429 0,000 0,208 0,938 1,305
Idazoksan 0,580 9,644 10,208 0,885 6,627
Indapamid 1,239 0,113 10,052 0,909  -10,382
Maprotilin 0,134 9,151 10,309 0,927 19,402
Mianserin 0,251 4,933 0,181 0,899 0,000
Moksonidin 0,960 6,046 0,194 0,938 0,000
Nafazolin 0,251 7,650 0,334 0,875 24,644
Olanzapin 0,787 5,749 10,188 0939 1241
Oksimetazolin 0,429 6,194 0,330 0,901 19,556
Fenilefrin 0,496 0,000 0,332 0,907 8,661
Pseudoefedrin 0,331 0,000 10,380 0,954 9,299
Rilmenidin 0,429 5,595 0,200 0,958 14,065
Tamsulosin 1,151 0,000 0,324 0,890 2,472
Tetrahidrozolin 0,251 9,039 10,360 0,829 25047
Tizanidin 1,094 6,946 0,071 0,906 0,000
Triamteren 0,693 0,000 0,195 0,892 0,000
Tramazolin 0,357 3,118 10,359 0,820 23,713
Ksilometazolin 0,251 6,194 0,347 0,883 20,627
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Tabela 38.Parametri lipofilnosti koji su pokazali najviSegen korelacije sa odgovaréijm
logKwa 4, 10gKw7 4 1 l0gKy9 1 Vrednostima

Jedmienie (05" weighied prve ALOGP
Amilorid -2,07 -0,50 -0,32 -0,779
Brimonidin -2,03 -1,00 0,63 -0,055
Karvedilol -0,38 2,06 3,30 4,015
Klonidin -0,76 0,25 1,79 1,061
Klopamid 1,44 1,57 1,41 2,810
Klozapin 0,56 3,12 3,19 3,947
Doksazosin -0,41 1,91 2,21 2,592
Efaroksan -0,75 1,76 2,04 2,193
Efedrin -2,61 -0,81 0,63 0,004
Gvanfacin 0,67 1,34 1,41 1,999
Harman 0,15 1,99 2,25 2,455
Harmin -0,13 1,82 2,16 2,439
Idazoksan -2,00 0,62 0,72 1,191
Indapamid 2,64 2,63 2,36 3,262
Maprotilin 0,34 1,27 2,77 2,886
Mianserin 1,29 3,71 3,69 3,706
Moksonidin -0,74 -0,31 0,20 0,988
Nafazolin -1,40 -0,48 0,99 0,573
Olanzapin 0,76 3,16 3,34 3,215
Oksimetazolin -0,21 0,75 2,29 1,770
Fenilefrin -3,38 -1,40 -0,14 -0,641
Pseudoefedrin -2,61 -0,81 0,63 0,004
Rilmenidin -1,34 1,40 1,67 1,960
Tamsulosin -1,36 0,42 1,92 1,612
Tetrahidrozolin -1,29 -0,41 1,13 0,697
Tizanidin -1,28 0,30 1,67 2,207
Triamteren 0,88 1,11 1,08 1,017
Tramazolin -0,57 0,01 0,74 1,245
Ksilometazolin 0,15 1,03 2,54 2,037
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Mpwunor 1.

MU3jaBa o0 ayTopcTBY

Motnucanu-a Cnasuua dununuh

6poj nHaekca 9/06

UsjaBrbyjem
[a je AoKTopCKa aucepTauunja noa Hacnosom

,KBaHTUTATUBHN OQHOCU CTPYKTYPE, aKTUBHOCTM U PETEHLMOHUX 0COBMHa

nuraHaga UMMAA3oNUHCKUX 1 anda, agpeHepruykux peuentopa“

e pes3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXuBadkor paga,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y UenuHu HU y AenoBuMa Huje Guna npegnoxexa
3a pobujabe 6uno koje AuNNoOMe npema CTYAWCKUM nporpamuma Apyrux
BMUCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntatu KOpekKTHO HaBeaeHUn U

e [a HUCaM KpluMo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO MHTENEeKTyanHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTnuc aokTopaHTa

Y beorpapgy, 24.12.2012.

@ﬂﬂ{jwa. 0 (i)vwli?



Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UICTOBETHOCTMU LUTaAaMMNaHe U eneKTpoHCcke
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa: Cnasuua Pununuh
Bpoj nHaekca: 9/06

Cryawnjckun nporpam: dapmaueyrcka xemuja

Hacnos paga: ,KBaHTUTaTUBHW OQHOCU CTPYKTYPE, aKTUBHOCTU U PETEHLIMOHNX
ocobuHa nuraHaga uMuaasonuHCKUX 1 anda, agpeHepruykux peventopa’

MenTop: ap cu. [laHuua Arbaba, pegosHu npodecop u Ap cu. KatapuHa Hukonuh,

BULLW HAYYHW capagHuk
Motnucanw/a Cnasuua ®ununuh

MsjaBroyjem aa je witamnaHa Bepsuja MoOr AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA €NeKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noptany dururanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uTeTa y Beorpaay.

[ossorbaBam aa ce objaBe Moju NUYHM Nojaun BesaHu 3a gobujarbe akagemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe 1 npesume, roguHa u mecto poferwa n aatym
onbpaHe paga.

OBM nuYHM nogaum mory ce o6jaBUTM HA MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
6ubnuoTeke, y eNeKTpOHCKOM KaTanory u y nybnukauunjama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTnuc aoKkTopaHTa

Ufta%(:L Ci)fhmm{t

Y beorpaay, 24.12.2012.




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHusepautetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh“ aa y [durutanHu
penosuTtopujym YHusepauteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtauujy nop
HacnosoMm:

»KBaHTUTATUBHN OOQHOCK CTPYKTYpE, aKTUBHOCTU N PETEHLMOHUX 0CcOBMHa

nuraHaga UMu4asonNUHCKMX U anda, agpeHepruykux peuenrtopa’

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

OucepTaumjy ca cBMM Npunosvma npegao/na cam y enekrpoHckom dopmaTy norogHom
3a TpajHO apXxuBupame.

Mojy [okTopcky AaucepTauujy noxpareHy y [JurutanHu penosutopujym YHusepauteta
y beorpaay mory aa kopucTte CBW Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajeanuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyduo/na.

1. AytopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEepLUjanHo
@Aympcmo — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLNjanHo — AeNUTU Noa UCTUM ycrnosuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — AENUTU NOA UCTUM yCrnoBUMa

(Monumo pa 3aoKkpyxuTe camo jeaHy of LecT NoHyReHux nuueHuu, Kpatak onuc
nuueHuwn aat je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pgokTopaHTa

Y Beorpapy, 24.12.2012.
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