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Izvod

U okviru ove doktorske disertacije detaljno je proucavan uticaj supstituenata vezanih za A
prsten na hromatografsko ponasanje serije polioksigenovanih steroida u uslovima tankoslojne

hromatografije.

U cilju prouCavanja uticaja polarnosti sorbenta na retenciju ispitivanih jedinjenja
upotrebljena su dva veoma razlicita sorbenta: polarni nemodifikovani silika-gel i nepolarni C-18
modifikovani silika-gel. Posebna paznja posvecena je razmatranju uticaja sastava primenjenih
mobilnih faza na retenciju radi §to boljeg razumevanja odnosa hromatografskog ponaSanja i

lipofilnosti ispitivanih jedinjenja.

Uzimaju¢i u obzir svojstva sorbenta kao i koriS¢enih mobilnih faza, retenciono ponasanje
je izu€avano u uslovima normalno-fazne i reverzno-fazne hromatografije. Kao tipi¢ni normalno-
fazni sistemi upotrebljeni su polarni silika-gel kao stacionarna faza i manje polarni rastvaraci
(aceton, heksan, acetonitril, dihlormetan) kao mobilna faza. Reverzno-fazni sistemi sastojali su se
od smese voda - organski rastvara¢ (aceton, metanol ili acetonitril) i oktadecil-modifikovanog
silika-gela kao stacionarne faze. U uslovima normalno-fazne hromatografije sistem aceton/n-
heksan se pokazao kao pogodan za ispitivanje uticaja sastava mobilne faze na hromatografsko
ponasanje polioksigenovanih steroidnih jedinjenja. U uslovima reverzno-fazne hromatografije

najbolja selektivnost je postignuta primenom mobilne faze metanol - voda.

U okviru ovog rada proucena je i moguénost primene tankoslojne hromatografije za brzo i
jednostavno odredivanje lipofilnosti kao vaznog parametra bioloske aktivnosti ispitivanih steroida.
Utvrdeno je da postoji linearna zavisnost izmedu retencionih parametara ispitivanih jedinjenja i
sastava dvokomponetnih mobilnih faza. Ispitivanjem korelacije izmedu hromatografski odredenih
parametara lipofilnosti i teorijski izracunatih logP vrednosti utvrdeno je da je reverzno-fazna
hromatografija pogodnija za procenu lipofilnosti ispitivanih jedinjenja.Takode pokazano je da

ispitivani polioksigenovani steroidi sa supstituisanim A prstenom predstavljaju kongenernu seriju.

Primenom viSestruke linearne regresije (multiple linear regression, MLR) i metode
parcijalne regresije najmanjih kvadrata (partial least squares, PLS) proucavane su moguce
zavisnosti izmedu hromatografskog ponaSanja i molekulskih svojstava analita. Na osnovu

statistiCkih parametara dobijenih za tri reverzno-fazna hromatografska sistema najbolje korelacije
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Izvod

izmedu Rm® i deskriptora bile su u sistemu C-18 / metanol-voda §to izdvaja ovaj hromatografski
sistem kao najpogodniji za odredivanje lipofilnosti analita. Na osnovu regresionih modela odredeni
su deskriptori koji najbolje opisuju ponasanje analita u odnosu na utvrdene retencione parametre.
Dobijeni su statisti¢ki znacajni modeli kvantitativnog odnosa strukture i retencije (QSRR).
Izracunata lipofilnost izrazena kao XlogP, povrsSinski napon (ST) i Hansenovo vodoni¢no
vezivanje (HHB) su deskriptori koji najbolje opisuju QSRR i u viSestrukoj linearnoj regresiji i u

parcijalnoj regresiji najmanjih kvadrata.

Klju¢ne reci: Polioksigenovani steroidi; Tankoslojna hromatografija (TLC); Normalno-fazna
hromatografija (NPC); Reverzno-fazna hromatografija (RPC); Lipofilnost (logP); Analiza
osnovnih komponenata (PCA); Visestruka linearna regresija (MLR); Parcijalna regresija najmanjih

kvadrata (PLS); Kvantitativni odnos struktrure i retencije (QSRR).

Naucna oblast: Hemija
UZza naucna oblast: Analiticka hemija
UDK broj: 543.544
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Abstract

The framework of this thesis was to thoroughly investigate influence of structural moiety
attached to A ring on chromatographic behavior of series polyoxigenated steroids under thin-layer

chromatography conditions.

In order to examine the effect of sorbent polarity on retention behavior of the investigated
substances, two different sorbents were selected: polar unmodified silica gel and non-polar C-18
modified silica. In addition, influence of the mobile phase composition was discussed with view

to determine relationship between chromatographic behavior and lipophilicity.

Taking into account the nature of both sorbents and chromatographic solvents used, the
chromatographic behavior of the substances was investigated under normal- and reversed-phase
conditions. Polar silica gel with less polar solvents was used as typical normal-phase systems,
whereas alkyl modified silica gel (RP-18 silica) in combination with polar water—organic mobile
phases (methanol, acetone or acetonitrile) - for typical reversed-phase separation. It was found that
in normal-phase chromatography acetone/n-hexane was more suitable for studying relationship
between chromatographic behavior of the polioxigenated steroids and mobile phase composition.
Under reversed-phase condition the best selectivity was achieved by the use of methanol-water

mobile phase.

An additional goal of this thesis was to investigate possibility of application of thin-layer
chromatography for rapid and simple determination of lipophilicity as parameter of special
importance for biologically active substances. A linear relationship between retention parameters
of the investigated compounds and composition of the binary mobile phase used was established.
On the basis of correlation between chromatographically determined lipophilicity and calculated
logP values it was found that reversed-phase chromatography is useful method for lipophilicity
estimation. In addition, it is appear that investigated polyoxigenated steroids represent a congeneric

series of compounds.

Chromatographically determined parameters of lipophilicity (Rm’) were used for
developing appropriate models for structure-retention relationships by multivariate statistical

analysis. The retention data for system methanol-water on C-18 silica phase has the most
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Abstract

significant correlation between Ry® and descriptors indicating this chromatographic system as most
suitable for lipophilicity determination of the studied compounds.

Retention data were correlated to molecular characteristics of the analytes with view to
examine possible relationships by the means of multiple linear regression and partial least square
regression. On the basis of comparison of the statistical parameters obtained for both multiple linear
regression and partial least square regression models, descriptors best describing the analyte
behavior were selected. Statistically significant and physically meaningful structure-retention
relationships were obtained. Calculated lipophilicity expressed as XlogP as well surface tension
and Hansen hydrogen bonding was included in both multiple linear regression and partial least

square regression models.

Key words: Polioxygenated steroids; Thin-Layer Chromatography (TLC); Normal-phase
chromatography (NPC); Reversed-phase chromatography (RPC); Lipophilicity (logP); Principle
Component Analysis (PCA); Multiple Linear Regression (MLR); Partial Least Squares (PLS);
Quantitative Structure-Retention Relationship (QSRR);

Scientific field: Chemistry

Field of Academic Expertise: Analytical Chemistry
UDC Number: 543.544
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Uvod

1.UVOD

Moderna hemijska analiza ne moze se zamisliti bez hromatografije. Ova metoda se moze
koristiti kako za kvalitativnu tako i za kvantitativnu analizu organskih i neorganskih supstanci.
Najzad, pomocéu hromatografije moze se izolovati Zeljeni sastojak iz smeSe (preparativna
hromatografija). Pored Cesto primenjivane visoko-efikasne te¢ne hromatografije (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography), zbog svoje brzine, jednostavnosti, efikasnosti i niske cene,
zna€ajnu primenu ima i tankoslojna hromatografija (TLC — Thin-Layer Chromatography).

Hromatografija je metoda odvajanja zasnovana na raspodeli supstanci izmedu dve faze:
stacionarne 1 mobilne. U osnovi hromatografsko ponasanje analita uslovljeno je interakcijama
analit - stacionarna faza, analit - mobilna faza i mobilna faza - stacionarna faza. Vrsta i ja¢ina ovih
interakcija posledica su hemijske prirode svake od komponenata hromatografskog sistema.
Zahvaljuju¢i tome, na osnovu hromatografskog ponasanja supstanci u tacno definisanim
hromatografskim sistemima, mogu se dobiti veoma korisne informacije o njihovoj strukturi.

Hromatografsko ponasanje steroida sa polioksigenovanim A-prstenom dosada nije sistematski
ispitivano. Imajuci to u vidu, predmet ove doktorske disertacije je detaljno proucavanje uticaja
strukture polioksigenovih steroidnih derivata na njihovo hromatografsko ponaSanje u uslovima
normalno-fazne i reverzno-fazne tankoslojne hromatografije. Budu¢i da retencija analita zavisi i
od polarnosti stacionarne faze kao sorbenti su odabrani polarni silika-gel 1 nepolarni C-18 silika-
gel. Posebna paZnja posvecena je razmatranju uticaja sastava primenjivanih mobilnih faza na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanci 1 proucavanju odgovaraju¢ih odnosa sa
lipofilno$¢u. Dobijeni rezultati mogu posluziti za sintetisanje novih jedinjenja slicne strukture ali
sa vecom bioloSkom aktivnoS¢u.U cilju pronalazenja Sto bolje zavisnosti odnosa strukture i
retencije primenom reverzno-fazne hromatografije odredena je lipofilnost ispitivanih jedinjenja,
kao jedan od vaznih fizicko-hemijskih parametara bioloski aktivnih supstanci.

Primenom multivarijantnih statistickih metoda (MLR 1 PLS) proucene su moguce
zavisnosti izmedu hromatografskog ponaSanja i molekulskih svojstava analita. Na osnovu
statistiCkih parametara odabran je najpogodniji hromatografski sistem u kojem su najbolje

korelacije izmedju Ry” i molekulskih deskriptora.
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Opsti deo

2. OPSTI DEO

Hromatografija je jedna od najviSe primenjivanih analitickih metoda. Podela
hromatografskih tehnika na osnovu fizickih 1 hemijskih svojstava stacionarne i mobilne faze

prikasana je na slici. 1.

Hromatografija
Hromatografija Tetna Hromatografija Gasna Hromatografija
Superkriticnog Fluida (L) (GC)
(SPC)
Planarma Hromatografija Hromatografija u Koloni
(PC) (cLc)
|
!
Kapilarne kolone .
Hromatografija na Tankoslojna Hromatografija Punjene kolone

hartiji (TLC)

Slika. 1 . Podela hromatografskih tehnika

Planarna hromatografija predstavlja deo hromatografskih tehnika u kojoj se razdvajanje
odvija u ravni tj. na povrSini stacionarne faze. Moze se smatrati univerzalnom analitiCkom
tehnikom jer se sve supstance osim lako-isparljivih gasova mogu analizirati pomocu nje [1]. Ovo
je brz, pogodan i ekonomican metod za odredivanje razli¢itih organskih i neorganskih jedinjenja.
Na osnovu prirode stacionarne faze planarna hromatografija se deli na hromatografiju na hartiji i

tankoslojnu hromatografiju.
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Opsti deo

Hromatografija na hartiji je hromatografska tehnika u kojoj se analit rasporeduje izmedu
dve teCnosti, vode vezane za celulozu kao stacionarne faze i teCne mobilne faze. Nedostaci ove
metode su dugo vreme razvijanja hromatograma, ogranicen broj uzoraka, ¢esta pojava razvucenih
zona, nemogucnost upotrebe agresivnijih reagenasa za izazivanje hromaotgrama kao i
kvantitativne analize.

Hromatografija na tankom sloju bazira se na istom principu kao i hromatografija na hartiji,
s tom razlikom da je stacionarna faza naneta u tankom sloju na ravnu staklenu, aluminijumsku ili
plasti¢nu povrsinu). Stacionarne faze koje se koriste u modernoj tankoslojnoj hromatografiji su
¢vrste porozne supstance i analit zadrzavaju adsorpcijom.

Prvi eksperiment koji se moze smatrati preteCom hromatografskog razdvajanja opisan je u
knjizi ,,Historiae Mundi* rimskog pisca Plinija 11, a odnosi se na analizu soli gvozda iz pigmenata
na hartiji impregniranoj hrastovim sokom. U srednjem veku mnogi slikari su koristili neki oblik
hromatografije ne uvidajuc¢i pravi potencijal metode. Sredinom XIX veka nemacki farmaceut
Runge primetio je da kap smeSe boja nanete na hartiju ne daje jedinstvenu zonu, veé vise
koncentri¢nih krugova razli€itih boja, koji odgovaraju pojedinacnim supstancama iz smese [2].
Svajcarski hemilar Schoen Bein je prvi probao da kvantifikuje ozon uranjajuéi trake hartije u
vodene rastvore skroba 1 joda, pri ¢emu je zaklju€io da njihove zone razli¢ito putuju u odnosu na
vodu [3].

Krajem tridesetih godina dvadesetog veka Shraiber-a, N.A. Izmailov-ai V.G Berezkin-a [4]
su upotrebili takozvanu ,,drop cromatography* za razdvajanje tako da se ovo moze smatrati kao
poéetak upotrebe tankoslojne hromatografije kao analiticke metode.. Sezdesetih godina proslog
veka Sthal 1 Kirchner [5, 6] su definisali standardnu proceduru metode, unapredili razdvajanje i
reproduktivnost, proSirili njenu primenu 1 zapoceli pravi razvoj tankoslojne hromatografije. Tek
tada planarna hromatografija zauzima znacajno mesto u kvalitativnim 1 semikvantitativnim
analizama slozenih organskih i neorganskih smesSa, prirodnih proizvoda kao i hemijski i
mikrobioloski sinetisanih jedinjenja. Razvojem visoko-efikasne te¢ne hromatografije dolazi do
blagog =zapostavljanja tankoslojne hromatografije, narocito u kvantitativnim analizama 1
razdvajanjima viSekomponentnih smesSa. Istrazivanje H. Jork-a i R.Kaiser-a [7] iz oblasti

denzitometrije kao i optimizacija uslova izvodenja tankoslojne hromatografije, tj. razvoj visoko-
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Opsti deo

efikasnih ploca, moguénost visestrukog eluiranja, ucinili su tankoslojnu hromatografiju veoma
efikasnom kvantitativnom metodom.

Danas visoko-efikasna tankoslojna hromatografija (HPTLC, High Performance Thin-Layer
Chromatography) ili moderna planarna hromatografija, zbog svoje jednostavnosti, brzine i niske
cene predstavlja osnovnu metodu odvajanja i1 analize u mnogim laboratorijama [7, §].

Prednosti tankoslojne hromatografije u odnosu na druge tehnike su [9-11]:

e analiza veceg broja uzoraka istovremeno

e primene razlicitih eluenata na istoj hromatografskoj plo¢i (pod razli¢itim
uslovima)

e brza i jednostavna optimizacija hromatografskog sistema

e upotreba velikog broja rastvaraca razlicite selektivnosti

e odsustvo problema ireverzibilne adsorpcije, buduéi da su sve komponente uzorka
zadrZane na povrsini adsorbensa odakle se lako mogu vizuelno odrediti

e postizanje dobre rezolucije komponenti koje su od interesa pri razdvajanju
slozene smese (zahvaljujuci ¢emu se vreme potrebno za izvodenje analize
skracuje)

e mogucnost naknadnog analiziranja i tumacenja hromatograma

e kvantitativna obrada hromatograma dobijenih na razli¢itim mestima koris¢enjem
istog denzitometra

e mogucénost kuplovanja tankoslojne hromatografije sa spektroskopskim metodama
kao 1 sa drugim analitiCkim 1 preparativnim metodama odvajanja pri ¢emu se
pouzdanost identifikacije pojedinacnih supstanci u velikoj meri povecava

e ckonomic¢nost u odnosu na HPLC analize [13,14]

e rutinske analize su takode jeftine jer se veliki broj uzoraka moze razdvojiti na
jednom hromatogramu za kratko vreme [15]

e primena razliCitih adsobenasa (silika-gel, aluminijum-oksid, celuloza, hemijski
modifikovani silika-gelovi i dr.).

Medutim, treba napomenuti i mane tankoslojne hromatografije, a to su:

e slabija rezolucija usled ogranicenog puta razdvajanja (3-10 cm)
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¢ u velikom broju slucajeva osetljivost je manja u odnosu na HPLC

e manji broj teorijskih ravni u odnosu na HPLC

e osetljivost na spoljasnje uslove (promena u relativnoj vlaznosti vazduha,
temperaturi)

e poteskoce u radu sa lako isparljivim uzorcima i supstancama osetljivim na
kiseonik 1 svetlost.

Planarna hromatografija moze biti alternativna metoda ili pilot tehnika kojom bi se
eliminisale poteSkoce 1 optimizovali uslovi vezani za HPLC. K. Bauer i saradnici [16] su naveli niz
faktora koji utiCu na kvalitet hromatografskog razdvajanja: sorbent (stacionarna faza), eluent
(mobilna faza), vrsta kade za razvijanje, zasi¢enost kade i sloja sorbenta parama rastvaraca,
prose¢ni precnik i oblik Cestica sorbenta, uniformnost i debljina sloja sorbenta, na¢in njegovog
nanoSenja na ploce, veli¢ina polazne mrlje, razdaljina od polazne mrlje do ivice ploce, brzina
razvijanja, opseg Rr vrednosti, temperatura, vlaznost vazduha, zapremina rastvaraca u kadi, nacin
eluiranja (uzlazno eluiranje ili eluiranje u horizontalnoj kadi), duzina puta rastvaraca, pH-vrednost
eluenta i sorbenta, ¢istoca eluenta.

Na osnovu dominantong mehanizma pri razdvajanju analita, hromatografija se moze

podeliti na adsorpcionu, particionu, jonoizmenjivacku, ekskluzionu i afinitetnu [17,18].

»  Adsorpciona hromatografija je proces u kojem se uzorak zadrzava na povrSini

stacionarne faze. Opisuje se pomocu izotermi. Razdvajanje je moguce jedino
ukoliko uzorci imaju razli¢ite afinitete prema stacionarnoj fazi. Slabo adsorbovana
komponenta ¢e imati slaabiju retenciju od jace absorbovane supstance. Specificna
povrsina, gustina aktivnih centara stacionarne faze kao i energija intermolekulskih
interakcija uzorak — stacionarna faza su faktori koji odreduju retenciju analita.
Prisustvo polarnih ili polarizabilnih funkcionalnih grupa u molekulu odvajane
supstance, takode, uzrokuje jaCe interakcije sa aktivnim centrima i pojacava
retenciju. Sa porastom elucione mo¢i mobilne faze retencija slabi jer se povecava
rastvorljivost uzorka u mobilnoj fazi.

» Particiona hromatografija se zasniva na raspodeli analita izmedu mobilne i

stacionarne faze pri ¢emu su obe te¢nog agregatnog stanja. Stacionarna faza se
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nalazi na inertnom nosaCu koji ne utice na hromatografska razdvajanja. Kod
particione hromatografije ispitivani molekuli se ratvaraju u stacionarnoj fazi, a ne
zadrzavaju samo na njenoj povrini. Sto je veéa rastvorljivost uzorka u stacionarnoj
fazi, manja je njegova rastvorljivost u mobilnoj fazi, §to ima za posledicu jacu
retenciju.

»  Jonoizmenjivacka hromatografija — stacionarna faza sadrzi jonogene grupe koje

interaguju sa naelektrisanim analitima. Pri ovom razdvajanju najve¢i uticaj na
zadrzavanje analita u sistemu ima naelektrisanje i, Sto je vece naelektrisanje jaca je
1 retencija. Ova metoda je pogodna na primer za razdvajanje aminokiselina, kao 1
organskih i neorganskih jona.

»  FEkskluziona hromatografija je razdvajanje koje se zasniva na razlici u veli¢inii/ili

obliku molekula. sto je molekul veci pre ¢e se euluirati u odnosu na manji molekul
koji se duze zadrzava u sistemu. Naime za razliku od ostalih mehanizama
razdvajanja gde od specifi¢nih grupa i1 povrSinski aktivnih centara staionarnih faza
u ekskluzionoj hromatografiji stacionarna faza utice na razdvajanje veli¢inom pora.

= Afinitetna hromatografija se zasniva na interakcijama analita i.specificnih grupa

vezanih za stacionarnu fazu. Ova tehnika je veoma vazna za odredivanje proteina i
antitela u biohemijskim analizama [18].
U realnim sistemima uvek je jedan mehanizam dominantan, ali 1 ostali uti¢u na retenciju

i razdvajanje komponenata uzoraka.

2.1. STACIONARNA FAZA

Stacionarne faze u modernoj TLC uglavnom su ¢vrste supstance koje su nanete u obliku
tankog sloja na pogodnom nosacu (staklo, aluminijum ili plasti¢na ploca). Rastvor uzorka se nanosi
na adsorbens odakle se eluira pogodnom mobilnom fazom.

Mobilna faza prelazi preko stacionarne faze pri ¢emu dolazi do procesa adsorpcije i

desorpcije komponenti uzorka i njihovog raspodeljivanja izmedu te¢ne mobilne faze i povrSine
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¢vrstog sorbenta kao stacionarne faze. U uslovima planarne hromatografije dolazi do takmicenja

molekula uzorka i rastvaraca za slobodna aktivna mesta na povrsini stacionarne faze.

Aktivnost adsorbenta predstavlja njegovu sposobnost da efikasno reaguje sa analitom.
Adsorbens je aktivniji ukoliko je veca energija interakcija sa molekulima analita i stoga je izrazitije
usporavanje njihovog kretanja. Eksperimentalno je utvrdeno da povrSina adsorbensa nije svuda ista
ve¢ da se sastoji od subcestica (Ref). Ove subcestice na povrSini adsorbensa nazivaju se aktivnim
centrima 1 njihova svojstva se mogu jasno odrediti. Aktivnost adsobensa zavisi od sledeca tri

svojstva:

e Specifi¢ne povrSine i gustine slobodnih aktivnih centara zavisi od hemijske strukture

adsorbensa kao i naCina proizvodnje, kao i od naCina Cuvanja pripremljenih
hromatografskih plo¢a (deaktivacija aktivnih centara atmosferskom vlagom)

e FEnergije medumolekulskih interakcija izmedu razdvajanih supstanci 1 aktivnih

centara na povrsini sorbenta — odredene hemijskom prirodom sorbenta i odvajane

supstance. Za posmatrani sorbent se, stoga, energija medumolekulskih interakcija

razlikuje od jednog do drugog rastvora
Aktivitet sorbenta je jedan od najvaznijih faktora koji uticu na selektivnost hromatografskog
razdvajanja, ali ni faktori kao Sto su veliina i oblik Cestica, raspodela Cestica, pre¢nik pora,

specificna zapremina pora, ne smeju se zanemariti [19].

Kada se uzmu u obzir svi navedeni faktori koji uti¢u na kvalitet hromatografskog razdvajanja
preporucena veliCina Cestica za tankoslojnu hromatografiju je 10 - 15 um, dok se za visoko-

efikasnu tankoslojnu hromatografiju primenjuju Cestice ¢iji precnik ne prelazi 7 pum [20].

Sorbenti koji se koriste u TLC mogu da se klasifikuju na razli¢ite nacine. Veoma je prakti¢na

podela prema hemijskoj strukturi sorbenta, na:

a) Sorbente sa uniformnim hemijskim karakteristikama — silika-gel, aluminijumoksid,
celuloza;
b) Sorbente sa kombinovanim hemijskim karakteristikama — tzv. hemijski modifikovane

stacionarne faze. Porozni silika-gel koristi se kao matriks, a najceS¢e koriS¢ene
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funkcionalne grupe koje se vezuju za matriks su metil- (RP-2), oktil- (RP-8), oktadecil-
(RP-18), 3-cijanopropil- (CN), 3-aminopropil- (NH2) i hidroksilna grupa (kao diol)
[19,21].

2.1.1. SILIKA-GEL

Silika-gel je adsorbens izuzetnih svojstava. Pored adsorpcione i particione hromatografije
moze se koristiti 1 za ekskluzionu hromatografiju, kao i za proizvodnju hemijski modifikovanih
stacionarnih faza [19]. Hromatografska svojstva silika-gela je opisao K.K. Unger [22-24], dok je
R. Iler [25] objasnio njegov hemizam. U svojim radovima B. Buszewski i saradnici [26] su objasnili
uticaj povrsine silika-gela na njegovu aktivnost, dok su M.R. Henry [27], H. Engelhardt i saradnici
[28], K.Albert i E.Bayer [29], S.H. Hansen 1 saradnici [30], naveli mogucu primenu

nemodifikovanog i modifikovanog silika-gela.

Hemijski gledano, svi silika-gelovi se sastoje od krute tetraedarske strukture u kojoj je
atom silicijuma okruZen atomima kiseonika. Na povrSini postoje razlicite grupe silika-gela koje se

ponasaju kao adsorpcioni centri:

e Slobodne (izolovana) silanolne grupe (Slika 2a); slabo kisela i bazna jedinjenja se
adsorbuju na njih.

e Povezane (vicinalne) silanolne grupe (Slika 2b); nisu kisele i jedinjenja koje sadrze OH-
grupe teze da se adsorbuju na ova mesta.

¢ Geminalne silanolne grupe (Slika 2¢), nisu kisele.

e Siloksanske grupe (Slika 2d) su produkti kondenzacije susednih silanolnih grupa; pri cemu

njihov broj zagrevanjem raste (Slika 3).
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Slika 2. Funkcionalne grupe na povrsini silika-gela: a) izolovane; b) vicinalne; ¢) geminalne; d)

siloksanske grupe.
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Slika 3. Kondenzacija silanolnih grupa u siloksanske pri zagrevanju silika-gela

Medumolekulske interakcije izmedu aktivnih centara silika-gela i molekula ispitivane
supstance rezultat su gradenja vodoni¢nih veza izmedu silanolnih atoma vodonika i baznih atoma

analita (heteroatomi - N, O, S, ili p-elektroni) — (Slika 4):
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Silanolni aktivni centar Molekul analita
Slika 4. Sematski prikaz vezivanja analita za silika-gel

Silika-gel se naj¢esce koristi kao stacionarna faza u adsorpcionoj hromatografiji. Aktivnost
silika-gela uslovljava upotrebu rastvaraca visoke elucione mo¢i u mobilnoj fazi koji mogu zameniti
¢vrsto adsorbovane molekule analita, ali se u cilju optimizacije razdvajanja koriste i rastvaraci

slabije elucione mo¢i [19].

2.1.2. ADSORBENSI SA KOMBINOVANIM HEMIJSKIM
KARAKTERISTIKAMA

Najvazniji adsorbensi sa kombinovanim karakteristikama su tzv. hidrofobno modifikovani
silika-gelovi. Dobijaju se modifikacijom silika-gela alifaticnim ugljovodonicima. Moguénost
razdvajanja velikog broja razli¢itih jedinjenja je najvaznije svojstvo ovih sorbenata. NajceSce

koriS¢eni adsorbensi sa kombinovanim karakteristikama su prikazani na Slici S.
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Slika 5. Adsorbensi sa kombinovanim hemijskim karakteristikama: a) enantioselektivne; b)

srednje polarne: ¢) nepolarne sinteticke stacionarne faze.

Sinteza hemijski modifikovanih stacionarnih faza obuhvata supstituciju silanolnih vodonika
na povrsini silika-gela pogodnim organskim ligandom. Medutim, ne mogu se sve hidroksilne grupe
na povrsini silika-gela modifikovati. Razlog tome su sterne smetnje koje otezavaju prilaz alifati¢nih
supstituenata, kao 1 prekrivenost matsiksa silika-gela alifatiénim ostacima koja dovodi do

povecanja hidrofobnosti povrsine, a time slabe kvasljivosti i zna¢ajno smanjenje upotrebljivosti.

Organski ligandi koji se koriste za hemijsku modifikaciju silika-gela mogu se podeliti u dve
klase: hidrofobni (nepolarni) i hidrofilni (polarni). Metil-(C-2), oktil-(C-8) i oktadecil-(C-18) su
najvazniji komercijalno dostupni hidrofobni ligandi. Medutim, hidrofobnost sorbenata ne zavisi
samo od tipa liganda (Sto je duzi alifati¢ni lanac, sorbent je hidrofobniji) ve¢ 1 od gustine
prekrivenosti silika-gela alifaticnim ligandom (Sto je veca prekrivenost sorbent je hidrofobniji).

Koris¢enje hidrofobnih sorbenata podrazumeva upotrebu mobilnih faza koje kao jednu
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komponentu sadrze vodu. Ova vrsta hromatografije je oznacena kao reverzno-fazna (Reversed-
Phase, RP) hromatografija. Glavna karakteristika reverzno-fazne hromatografije je veca polarnost

mobilne faze u odnosu na stacionarnu [19,31].

Hidrofilni ligandi su oni kod kojih je nepolarni alkilni deo kombinovan sa polarnom
funkcionalnom grupom kao $to su cijano-, amino- ili hidroksilna grupa. Usled dvojnog karaktera
strukture ovih liganada, hidrofilni sorbenti se mogu koristiti za normalno-faznu (veca polarnost

stacionarne faze) i za reverzno- faznu (veca polarnost mobilne faze) hromatografiju.

Heterogenost stacionarne faze modifikovanog sorbenta uslovljava slozeniji retencioni
mehanizam u odnosu na sorbente sa uniformnim karakteristikama. Na povrSini pomenutih
sorbenata istovremeno se nalaze dve vrste aktivnih centara nemodifikovane i hidrofobno ili
hidrofilno modifikovane silanolne grupe. Molekuli analizirane supstance mogu specifi¢no da
interaguju sa obe vrste aktivnih centara u reverzno-faznoj hromatografiji 1 imaju specifi¢an uticaj
na kvalitet hromatografskog razdvajanja [32-41].

Hidrofobno modifikovani silika-gelovi se najceSce koriste za razdvajanje jako polarnih
jedinjenja, alkaloida, peptida, pesticida, antibiotika, dok se hidrofilno modifikovani silika-gelovi
koriste pri proucavanju fenola, steroida i sli¢nih supstanci [21, 42].

C-18 silika-gel, je najces¢e koris¢en adsorbens sa kombinovanim karakteristikama. Zbog

dugih ugljovodoni¢nih lanaca spada u nepolarne stacionarne faze. Medutim, sterne smetnje pri
sintezi ostavljaju odredenje silanolne grupe nemodifikovane [43]. C-18 silika-gel najcesce se
koristi u kombinaciji sa polarnim mobilnim fazama koje se obi¢no sastoje od nekog organskog
rastvaraca i vode. Veci sadrzaj organske komponente u mobilnoj fazi doprinosi slabijoj retenciji

(viSe Rg- vrednosti), dok veci sadrzaj vode doprinosi jacoj retenciji (nize Rp-vrednosti) [44].

2.2.MOBILNA FAZA

Optimizacija hromatografskog razdvajanja se najces¢e postize promenom mobilne faze. Da

bi se rastvarac ili smesSa rastvaraca koristili kao mobilna faza potrebno je da se uzorak rastvara u
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njima sa minimumom adsorpcione energije. Takode selektivnost raste sa porastom razlika u
svojstvima mobilne i stacionarne faze [45]. Raspodela uzorka izmedu stacionarne i mobilne faze
odredena je relativnom jacinom interakcija komponenata uzorka sa svakom od faza. U zavisnosti

od polarnosti uzorka, mobilne ili stacionarne faze, medumolekulske sile mogu biti prouzrokovane:

e dipolnim momentom molekula - nastaju kad rastvarac i analit imaju dipolni moment;
ovo su jake interakcije koje nastaju kao posledica uskladivanja dipola i odredene su
zbirom dipolnih momenata u molekulu, a ne ukupnog dipolnog momenta molekula.

e prisustvom proton-donorskih ili proton-akceptorskih grupa sposobnih za gradenje
vodoni¢nih veza - nastaje kada se proton-donori (alkoholi, karboksilne kiseline,
fenoli) nadu u blizini proton—akceptora (primarni i sekundarni amini, sulfoksidi).

e slabim disperzionim silama (Lonodonove sile) koje su najjace kada su elektroni
analita 1 rastvaraCa polarizovani 1 imaju visok indeks refrakcije tako da lako
rastvaraju analite sa slicnim vrednostima indeksa refrakcije.

e dielektricnim interakcijama - nastaju kad joni polarizuju molekul rastvaraca visoke
dielektricne konstante [44].

Povecanje broja komponenti mobilne faze smanjuje reproduktivnost razdvajanja [46].
Nezadovoljavajuc¢e razdvajanje se dobija i u slucaju korisS¢enja mobilne i stacionarne faze koje
poseduju slicnu polarnost. Hemijski slicne komponente treba analizirati na stacionarnoj fazi koja
ima sli¢na hemijska svojstva kao 1 analit, tako da je razdvajanje komponenata uslovljeno samo
promenom polarnosti mobilne faze. Relativna polarnost rastvaraca ili smese rastvaraca moze se
kvantifikovati na viSe nacina. Medutim nijedan od predlozenih naCina za prikazivanje polarnosti
nije potpuno zadovoljavaju¢i. Najcesce se koriste parametar rastvorljivosti (), indeks polarnosti
(P’) 1 solvatohromni parametar polarnosti.

Parametar rastvorljivosti (d) je kvantitativna mera polarnosti odredena na osnovu jednacine

(1):

AE 1/2
d {7} (1)
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gde je 4F unutrasnja energija isparavanja, a }’ molarna zapremina. Parametar rastvorljivosti smesSe
rastvaraa izraCunava se na osnovu parametra rastvorljivosti pojedine komponente (d:) i

zapreminskog udela te komponente (77) u smesi:

o, =Z5I.XVI.
" )

Uz pomo¢ primene parametra rastvorljivosti (d) 1 udela rastvaraca moze se dobiti smesSa
odredene polarnosti, upotrebom jednog ili viSe rastvaraca vece polarnosti sa jednim ili viSe

rastvaraca manje polarnosti [47, 48].

Indeks polarnosti (P’) predstavlja kvantitativnu meru polarnosti rastvaraca. To je vrednost
eksperimentalno odredena primenom gasne hromatografije i predstavlja koeficijent raspodele tri

test-rastvora na velikom broju stacionarnih faza.

Tre¢i parametar, poznat kao solvatohromni parametar polarnosti (so/vatochromic polarity
measurement), meri spektralni opseg promena u UV/VIS oblasti, koji se za odredena jedinjenja
intenzivno menja sa promenom polarnosti. Tablice sa vrednostima pomenutih parametara za

razlicite rastvarace mogu se naci u hromatografskoj literaturi.

Kao prvi korak pri izboru mobilne i stacionarne faze, koje ¢e biti koris¢ene za razdvajanje
komponenata odredenog uzorka, preporucuje se upotreba Stahl-ovog trougla, koji se zasniva na
dva osnovna mehanizma hromatografskog razdvajanja, adsorpciji i particiji (Slika 6) [44]. Jedan
od uglova rotirajuceg trougla ukazuje na osnovne karakteristike uzorka (lipofilnost ili hidrofilnost),
dok preostali uglovi ukazuju na karakteristike stacionarne i mobilne faze neophodne za

razdvajanje.
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Adsorpcija Particija

aktivna polarna lipofilna nepolarna

stacionarna faza Mobilna faza stacionamna faza Mobilna faza
neaktivina @ nepolarna hidorfilna polarna
lipofilna Q_D idrofilna lipofilna @ hidrofilna

| uzorak | | uzorak |

Slika 6. Sema trougla prema Stahi-u

Postoje razne klasifikacije mobilne faze koje se uglavnom zasnivaju na fizickim svojstvima
rastvaraca [49]. Dve najces¢e koris¢ene klasifikacije su eluotropna serija i Snyder-ov trougao

selektivnosti.

Eluotropna serija je niz rastvaraca poredanih na osnovu rastuc¢ih vrednosti njihove
elucione moci (£’), koja predstavlja koli¢nik energije adsorpcije i povrSine standardnog adsorbensa.
&’ je bezdimenzionalna veli¢ina, koja zavisi samo od viskoziteta i povrSinskog napona rastvaraca.

Standardna vrednost elucione mo¢i n-pentana iznosi nula.

Klasifikacija prema Snyder-u izvrSena je na osnovu indeksa polarnosti, ali uzima u obzir i
mogucénost specificnih uticaja. Svakom rastvaracu dodeljuju se tri parametra: x. (proton-
akceptorski), xs (proton-donorni) i x, (jacina dipola). Na osnovu ovih svojstava svi rastvaraci se
mogu svrstati u osam grupa. Rastvaraci slicne ukupne polarnosti (izraZzene preko P’ ili J) pokazuju
sli¢no ponaSanje samo ako se nalaze u istoj grupi. Klasifikacija je izvrSena na osnovu proucavanja
ponasanja 81 rastvaraca, i1 rezultati se, po dogovoru, prikazuju preko tzv. trougla selektivnosti
rastvaraca (Slika 7) [50, 51]. Ovakvom klasifikacijom olakSan je odabir mobilne faze, jer ako
odredeni rastvarac iz jedne grupe ne obezbeduje zadovoljavajucu selektivnost nece ni ostali ¢lanovi

te grupe.
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Dipolarna svojstva -

I. Alifati¢ni etri, trialkilamini
II. Alifati¢ni alkoholi
III. Derivati piridina, THF, amidi, sulfoksidi
IV. Glikol, benzilalkohol, siréetna kiselina
V. Dihlormetan, etilenhlorid
VI. Alifati¢ni ketoni i estri, dioksan, nitrili, anilin
VII. Aromati¢ni ugljovodonici, aromati¢ni halogenidi, nitro-jedinjenja, aromaticni etri
VIII. Fluorovani alkoholi, voda, hloroform

Slika 7. Snyder-ov trougao selektivnosti

JaCina smese rastvaraca se racuna na osnovu formule koja uzima u obzir ja¢inu solventa i

njegov udeo u mobilnoj fazi [52]:

d 3
S, = > S70,. )

Doktorska disertacija Tomislav Tosti
16



Opsti deo

2.3. STEROIDI

Steroidi pripadaju najvaznijim prirodnim proizvodima. Vrlo su rasprostranjeni u prirodi i
mnogi njihovi derivati fizioloski su aktivni. Zbog svoje vaznosti veoma su proucavani jo§ od
izolovanja holesterola pocetkom XIX veka. Ovoj grupi jedinjenja pripadaju: steroidni alkoholi

(steroli), zu¢ne kiseline, seksualni hormoni, hormoni nadbubrezne zlezde i sr¢ani aglikoni.

Osnovnu strukturnu jedinicu steroida ¢ini kondenzovani tetraciklicni ugljovodonic¢ni
sistem, koji se sastoji od tri SestoClana i jednog petoclanog prstena. Prstenovi se obelezavaju
slovima A-D. U prirodnim steroidima prstenovi A i B mogu da budu cis- i trans-kondenzovani,
dok su B/C 1 C/D uvek cis.

16

Tl

Svi prirodni steroidi sadrze angularnu metil-grupu u polozaju 13, a veliki broj njih i metil-
grupu u polozaju 10. Ove dve grupe su znaCajne kao referentne tacke za stereohemijska
oznacavanja. Supstituenti koji se nalaze na istoj strani angularnih metil-grupa se nazivaju beta-
supstituenti. Hidroksilea gruea u polozajima C3 1 C17 su takode u beta-polozaju. Derivatizacijom

ovih grupa moguce je menjati aktivnost stereoida [53, 54].

Steroidi se ne rastvaraju u vodi, dok se dobro rastvaraju u nepolarnim rastvaracima.
Holesterol, Zu¢ne kiseline, kortikosteroidi, polni hormoni, vitamin D pripadaju ovoj klasi

jedinjenja.
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Holesterol je jedan od najrasprostranjenijih steroida. Nalazi se skoro u svim ljudskim 1
zivotinjskim tkivima, a posebno u mozgu i kicmenoj mozdini. Holeserol je prekursor zu¢nih

kiselina 1 steroidnih hormona.

Zuéne kiseline nastaju u jetri kao sastavni deo tecnosti neophodne dvanaestopalaénom

crevu da pomogne emulgovanje, varenje i apsorpciju masti.

Kortizon je predstavnik kortikosteroida. Ucestvuje u regulaciji ravnoteze elektrolita i vode u

organizmu, kao i u metabolizmu proteina i ugljenih hidrata.
Polni hormoni podeljeni su u tri grupe:

% Androgeni (muski polni hormoni)
% Estrogeni (zenski polni hormoni)

¢ Progestini (hormoni trudnoce) [53]

Estrogeni imaju veoma vaznu fiziolosku ulogu u organizmu Zzene. Pored brojnih
terapeutskih i preventivnih dejstava kao $to su: smanjenje rizika od osteoporoze, Alchajmerove
bolesti, ishemije srca, poboljSanje nivoa HDL-a i fibrinogena, olakSavanje simptoma koji prate
postmenopauzu, postoje i nezeljeni efekti kao Sto su pojacano krvarenje, nadutost stomaka 1 rizik
od razvoja kancera [55, 56]. Zbog toga se ulazu veliki napori za sintetisanje novih steroida koji ¢e
imati smanjene negativne efekte estrogena, a zadrzane pozitivne. U svojim istrazivanjima D. Mili¢
1 saradnici [55-58] pokazali su da izvesne strukturne modifikacije estrogena uslovljavaju promenu

bioloskog odgovora i pojacanu antitumornu aktivnost.

2.4. ODNOS STRUKTURE I BIOLOSKE AKTIVNOSTI

Medu ostalim ciljevima prirodnih nauka, jedan od najvaznijih je pronalazenje jednostavnog
modela i koncepta za opisivanje, razumevanje i objasnjenje proucavanog fenomena [59].
Moguénost kreiranja terapeutskih jedinjenja kod kojih se, pre razvitka i primene leka, moze

predvideti njegovo dejstvo, jeste ono ¢emu moderna nauka stremi [60].
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Za uspesno kreiranje novih bioloski aktivnih jedinjenja potrebna je jednacina zavisnosti
izmedu molekulske strukture i bioloske aktivnosti, u kojima se podaci o hemijskoj strukturi
proucavanih jedinjenja izrazavaju uz pomo¢ tzv. molekulskih deskriptora (opisa). Ovaj metod
(poznatiji kao QSAR odnosno proucavanje kvantitativnog odnosa strukture i bioloske aktivnosti),
je izuzetno koristan nacin predvidanja i primene fizi¢kih 1 hemijskih svojstava novosintetisanih
jedinjenja [61].

Sli¢no, hromatografsko ponaSanje supstanci predstavlja funkciju njihove strukture. QSRR
(Quantitative Structure-Retention Relationship) metoda, tj. analiza kvantitativnog odnosa strukture
1 hromatografskog ponasanja, zapravo je metod kojim se vrsi utvrdivanje svojstava ispitivanih
supstanci koja odreduje njihovo hromatografsko ponasanje, tako Sto se korelisu faktor zadrzavanja
(meren pri odredenim uslovima hromatografisanja) i fizi¢ko-hemijska, topoloska i geometrijska
svojstva ispitivane supstance. Ukorenjeno je misSljenje da iste vrste interakcija odreduju ponasanje
supstanci u hromatografskom i bioloSkom okruzenju, S$to Cini proucavanje odnosa izmedu

strukture, retencije i aktivnosti veoma vaznim.

2.4.1. PARAMETRI KOJI SE KORISTE U QSAR I QSRR ANALIZAMA

Bioloska aktivnost jedinjenja obicno je rezultat nespesificnih interakcija izmedu
makromolekulskog bioloskog receptora i analita. Predvidanje jacina interakcija receptora i
ispitivanog jedinjenja predstavlja jedan od krucijalnih koraka pri odredivanju bioloske aktivnosti
tj. efikasnosti novosintetisanih jedinjenja [62].

Molekulski deskriptori su krajnji rezultat matematickog i logickog procesa u kojem se
transformiSe hemijska informacija o molekulu koji je prikazan hemijskom formulom u brojne
vrednosti ili eksperimentalni rezultat [63]. Postoji mogu¢nost njihovog koris¢enja kao promenljive
koje sluze za oblikovanje i predvidanje modela [63, 64]. Ovi deskriptori uzimaju u obzir svojstva
dela molekula ili celog jedinjenja (lokalni i globalni). Na osnovu prostornog rasporeda deskriptori

mogu biti 2D 1 3D.
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2.4.1.1 FIZICKO-HEMIJSKI PARAMETRI

Karakterizacija razlika u strukturi, uslovljenih zamenom funkcionalnih grupa u osnovnom
molekulu drugim funkcionalnim grupama, dovela je do razvoja metoda za odredivanje

elektronskih, sternih i hidrofobnih konstanti supstituenata.

e [Elektronske konstante supstituenata

Elektronske interakcije opisuju uticaj elektronskih efekata supstituenata na prinos reakcije
i ravnotezu [31, 65]. Kvantitativna mera elektronskih interakcija je Hametova (L.P. Hammett)
konstanta supstituenta [31, 65-67]. Posmatrajuci uticaj supstituenata na ponasanje odredenog
jedinjenja, L.P. Hammett je pretpostavio da bi elektronski efekti (rezonancioni i induktivni) serija
istih supstituenata u razli¢itim organskim reakcijama trebalo da budu sli¢ni. Vrednosti pripisane
elektronskim uticajima supstituenata u standardnoj organskoj reakciji, mogu se upotrebiti za
odredivanje brzine novih organskih reakcija. L.P. Hammett je izabrao benzoevu kiselinu kao
standardni sistem 1 1937. godine publikovao rad u kojem je istrazivao uticaj supstituenta na

konstantu disocijacije supstituisane benzoeve kiseline [31, 64] prema sledecoj reakciji:

/ \ w0 / \ COO0

COOH

/_ 25°C /_

R R

+ HY

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdio je da je kiseli oblik stabilizovan, odnosno ravnoteza
reakcije pomerena ulevo, ako je supstituent (R) elektron-donor, i obrnuto, anjonski oblik je

stabilniji kada je supstituent (R) elektron-akceptor.
Elektronska svojstva mogu biti izrazena i na slede¢i nacin:

10g Ka (supstituisane kis.) - 10g Ka (nesupstituisane kis.) = 10g Ka RX) - 10g Ka (RH) (4)
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gde je o konstanta supstituenta za datu grupu (R) 1 njen polozaj, a K, je konstanta disocijacije
kiseline. Parametar ¢ predstavlja meru distribucije elektronske gustine u benzenovom prstenu.
Elektronski parametri za meta- 1 para- polozaje velikog broja supstituenata su odredeni i mogu se

naci na adresi: http://www.phc.vcu.edu/Research/test3a.html.

Parametar ¢ se moze upotrebiti i u svim drugim reakcijama u kojima ucestvuju benzen ili

aromati¢na jedinjenja, tako da se dobija opsti oblik jednacine poznat kao Hammett-ova jednacina:

po =logK ) —logK ) (5)

gde p predstavlja konstantu za datu reakciju, o je konstanta supstituenta, K, je konstanta ravnoteze
(ili brzina reakcije, k.). Hammett-ova jednacina i njeni prosireni oblici korisni su za proucavanje 1
opisivanje organskih reakcija 1 njihovih mehanizama. lako je Hammett-ova metodologija
kritikovana od strane nekih teoreti¢ara zbog njene empirijske osnove, utvrdeno je da ¢ konstante,
dobijene jonizacijom organskih kiselina u rastvorima, mogu veoma cesto uspesno da predvide

vrednost ravnotezne konstante, kao 1 konstante brzine razliCitih vrsta reakcija u rastvorima [68].

Na osnovu Hammett-ovih dostignuéa u proucavanju elektronskih efekata supstituenata na
brzinu i ravnotezu reakcija, R. W.Taft i saradnici su primenili isti princip na sterne, induktivne i
rezonancione efekte. Dobijeni rezultati uslovili su da zajedno sa I.C. Lewis-om, predlozi
predstavljanje elektronskih efekata kao linearne kombinacije efekta polja F' (induktivnog efekta), i

rezonancionog efekta R:
o=aF +bR (6)

gde su a 1 b koeficijenti dobijeni iz linerne regresije [69, 70].
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e Sterne konstante supstituenata

U homologoj seriji jedinjenja razli¢ito hromatografsko ponasanje je Cesto povezano sa
veli¢inom supstituenata. Zapravo, voluminozni supstituenti se mogu suprotstavljati

medumolekulskim interakcijama od kojih zavisi retencija u datom hromatografskom sistemu.

Uticaj sternih efekata na brzinu reakcije je prvi opisao R.W. Taft, na taj nacin §to je
posmatrao elektronske, rezonancione i sterne doprinose konstanti ¢ [71]. On je kao referentnu

reakciju uzeo kiselo-katalizovanu hidrolizu a-supstituisanih acetata:

povecava R

-

0%~ 0
H+
R R CR: S+ + HZO R + CH3OH
OCH, OH

L

smanjuje k

Utvrdivsi da veli¢ina supstituenta R uti¢e na brzinu reakcije blokirajué¢i nukleofilni napad

vode 1 za razlicite supstituente odredio sterne parametre, E:

E; =log kRC02CH3 —log kCH3C02CH3
k

CH,CO,CH,
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gde je k konstanta brzine hidrolize estara. Primena ove jednacine pretpostavlja da ne postoji
nikakav rezonancioni ili induktivni doprinos i da Es; samo zavisi od sredine u kojoj se meri brzina
reakcije. Parametar Ej je standardizovan u odnosu na metil-grupu, tako da je £5(CH3z) = 0. Vrednosti

parametra Es su publikovane u literaturi [72, 73].

U cilju prevazilazenja nesigurnosti i ogranicenja 7aft-ove metode M. Charton je prouc¢avao
vezu izmedu parametra E, i preCnika supstituenta 1 na osnovu toga razvio novu seriju sternih

parametara [74]:

vy=r, —r, =r, —120

(8)

gde je  Van der Waals-ov pre¢nik simetri¢nih supstituenata (npr. —F, —Cl, —CH3, —CBr3, —#-C4Ho),
dok je 1,20 prec¢nik atoma vodonika (u angstremima), koji je kori$¢en kao standard. M. Charton
je nesto kasnije modifikovao parametar vy za efekat koji se javlja kao rezultat razli¢itih
konformacija, uslovljenih energetskim faktorima, i nazvao ga efektivna sterna vrednost, vey [75].
Na taj nacin dobio je skalu sternih vrednosti koje su energetski-korigovane i prema tome nezavisne

od sredine.

Za razliku od Taft-ovih parametara, izvedenih za jednostavne organske reakcije, Verloop i
saradnici su razvili viSeparametarsku metodu za karakterizaciju sternih parametara supstituenata u
bioloskim sistemima koji su slozeniji. Program koji su osmislili (STERIMOL) daje hemijski
prihvatljiv trodimenzionalni model supstituenata na osnovu kovalentnih i van der Waals-ovih
pre¢nika, standardnih uglova i duzina veza. U prvom pristupu je kori§¢eno pet pravaca koji opisuju
oblike supstituenta. Kasnije su zadrzana samo tri, L, B; i Bs. Parametar duzine, L, definisan je kao
duzina supstituenta merena duz ose veze koja spaja supstituent sa glavnim delom molekula. Bj je
najkrace rastojanje od ose vezivanja, mereno normalno na ivicu supstituenta, dok je Bsmaksimalna
Sirina supstituenta. Utvrdeno je da odnosi L/B; 1 Bs/B; predstavljaju mere relativne devijacije oblika
supstituenta od sfere, kao 1 da parametar B; pokazuje visoku korelaciju sa Taft-ovim parametrom.

Tablice sa vrednostima STERIMOL parametara su takode objavljene [74].
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e Parametri lipofilnosti

Hidrofobni efekat je najceS¢e koriS¢en parametar u dosadasnjim QSAR studijama
najvazniji faktor. Hidrofobnost se opisuje kao mera teznje molekula analita ka nevodenoj fazi, tj
predstavlja grupisanje nepolarnih molekula u vodenom okruzenju[75,76].

Pojam lipofilnosti doziveo je klju¢ni prodor od trenutka kada su C. Hansch i saradnici
predstavili svoj koncept, tvrdec¢i da bioloska aktivnost nekog jedinjenja zavisi od dva procesa [77].
Prvi proces je putovanje leka od mesta ulaska u organizam do mesta njegovog dejstva
(farmakokinetika), dok je drugi proces interakcija leka sa specificnim mestom (farmakodinamika).
C.Hansch je pretpostavio da je prvi korak u ovom procesu zapravo nasumicno kretanje, odnosno
difuzija, u kojem lek stvara svoj put iz rastvora izvan ¢elije do odredenog mesta u ¢eliji. Utvrdeno
je da je ovo proces koji je relativno spor, kao i da njegova brzina u velikoj meri zavisi od
molekulske strukture leka.

Da bi lek dospeo do mesta dejstva, on mora da interaguje sa dve razlicite sredine, lipofilnom
(t. ¢elijskom membranom) i vodenom (citoplazmom). Citoplazma je zapravo rastvor soli u vodi,
dok su sve zive Celije okruzene nevodenom fazom, membranom. Uloga membrane je da zastiti
¢eliju od supstanci rastvorljivih u vodi, da formira povrSinu za koju enzimi i drugi proteini mogu
da se vezu u cilju lokalizacije i strukturne organizacije, i da razdvoji rastvore razli¢itog
elektrohemijskog potencijala [77].

Iako struktura membrana jo$ uvek nije u potpunosti razreSena, po najprihvatljivijem modelu
ona je prvenstveno odredena strukturom lipida od kojih je izgradena: holesterola, fosfolipida 1
glikolipida. Integralni proteini ugradeni su u dvostruki lipidni sloj, dok su periferni proteini
asosovani samo sa jednom povrSinom membrane. Svi lipidi koji ulaze u sastav membrana su
amfifilni. Hidroksilna grupa holesterola, amonijum-grupa fosfolipida i Secerni ostatak glikolipida
su polarni, hidrofilni krajevi, dok su steroidni 1 ugljovodoni¢ni delovi hidrofobni krajevi.

Prema Hansch-u, propustljivost ugljovodoni¢nog dela membrane moze da objasni
korelaciju izmedu lipidne rastvorljivosti i bioloske aktivnosti. C. Hansch i saradnici su predlozili

[77] da bi razuman model za prvi korak u aktivnosti leka, tj. njegov transport do mesta dejstva, bio
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sposobnost jedinjenja da se raspodeli izmedu 1-oktanola, koji bi simulirao lipidnu membranu, i

vode (vodene faze).

Prakti¢no, meri se ravnotezna koncentracija rastvorene supstance u vodi 1 1-oktanolu posle
uspostavljanja ravnoteze [78]. 1-Oktanol ima dugacak zasiceni alkilni lanac i hidroksilnu grupu
koja je sposobna za vodoni¢no vezivanje, tako da oponasa lipidnu membranu, dok voda simulira
citoplazmu. C. Hansch je pretpostavio da postoji linearan odnos izmedu lipofilnosti 1 bioloske
aktivnosti, kao 1 da propustljivostprolazak susptance kroz biolosku membranu zavisi od ovog
odnosa. Kvantitativna mera hidrofobnosti je particioni koeficijent P koji se moze izraziti slede¢om

jednacinom:

[ jedinjenje] )

oct

P =
[ jedinjenje]a ' (1-a)

gde je a stepen disocijacije jedinjenja u vodi izraCunat iz konstante jonizacije.

Na osnovu jednacine (9) proizilazi da Sto je veca vrednost P to je jaca interakcija leka sa
lipidnom fazom. Visoka vrednost P znaci da je supstanca hidrofobna, dok niska vrednost P znaci
da je supstanca hidrofilna. Uobicajeno je da se u QSAR i QSRR proucavanjima mera lipofilnosti

prikazuje kao logaritamska vrednost (log P).

Iz jednacine (9) proizilazi da jedinjenje koje je rastvorljivije u vodi nego u 1-oktanolu, ima
P manje od 1, odnosno negativnu vrednost logP. Sto je veéa vrednost P, jada je interakcija leka sa
lipidnom fazom (tj. membranom). Kada se P priblizava beskonacnosti, interakcije leka e biti tolike
da on nece biti u stanju da prede u vodenu fazu, odnosno bice lokalizovan u lipofilnoj fazi. Kada
se P priblizava nuli, lek ¢e biti toliko rastvoran u vodi da nece biti u stanju da prede u lipidnu fazu
1 bi¢e lokalizovan u vodenoj fazi. Izmedu ove dve vrednosti nalazi se optimalni particioni

koeficijent za biolosku aktivnost, log Py.

Brzina kretanja razli¢itih organskih supstanci kroz celijsku strukturu direktno je
proporcionalna logaritmu njihovog particionog koeficijenta. Kao model za prenos leka kroz

organizam do mesta njegovog dejstva koristi se jednacina parabole koja povezuje relativnu jac¢inu
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leka, izrazenu kao log 1/C, gde je C koncentracija leka koja prouzrokuje jedan standardni bioloski

efekat, sa njegovom lipofilnoscu:

logl/C = —k(log P) +k (log P)+ k' (10)
C. Hanch i saradnici suuveli konstante supstituenata za doprinos pojedinih atoma i grupu vrednosti
particionog koeficijenta, u cilju da odrede koji ¢e ¢lan homologog niza dati vecu logP vrednost.

Vrednost koju su dobili nazvali su konstanta lipofilnosti supstituenta, 7:

P
7 =logP, —logP, =log—*
By (11
Pxje particioni koeficijent jedinjenja sa supstituentom X, dok je Py particioni koeficijent osnovnog
molekula (X = H). Parametar n je aditivan (uticaj viSe supstituenata jednak je zbiru uticaja
pojedinac¢nih supstituenata) 1 konstitutivan (uticaj supstituenta razlikuje se u zavisnosti od molekula

za koji je vezan).

Na lipofilnost molekula utice i induktivni efekat supstituenta. Prisustvo elektron-privla¢nih
grupa u molekulu poveceva konstantu lipofoilnosti ukoliko te grupe mogu graditi vodoni¢ne veze.

Na primer, 7., o, zavisi od blizine elektron-privlacne fenil-grupe, dok 7, varira kao funkcija

induktivnog efekta nitro- i hidroksilne grupe. Elektron-privlacni induktivni efekat fenil- 1 nitro-
grupe zaklanjaju slobodne elektronske parove hidroksilne grupe pri ¢emu opada mogucénost
vodoni¢nog vezivanja. Time se smanjuje teznja ovih funkcionalnih grupa da budu u vodenoj fazi

zbog ¢ega dolazi do povecanje logP i & vrednosti:

ﬂ.CHZOH - log PPh(CHz)z OH log PP/1CH3 = _1733
Zenon =108 Ppey o —108 Ppyyy = —1,03
TTyo, = log Pthvo2 —log Pp,; =—0,28 (12)

Tno, = log P4—N02PhCH20H —log PPhCHZOH =0,11
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Rezonancioni efekat je vazan za lipofilnost gotovo isto kao i induktivni efekat. Naime,
usled delokalizacije elektrona u aromati¢nim sistemima dolazi do smanjenja mogucénosti
interakcija sa vodenom fazom pomocu vodoni¢nih veza, §to uslovljava povecanje m. Uticaj sternih
faktora je razli¢it: one grupe koje sterno prekrivaju slobodne elektronske parove grupa koji
pokazuju tendenciju ka gradenju vodoni¢nih veza, smanjuju interakcije sa vodenom fazom, a ©

vrednost raste. Sa druge strane, povecanje broja funkcionalnih grupa sa izrazenim hidrofobnim

delovanjem smanjuje konstantu lipofilnosti. Konformacioni efekat takode utice na n vrednost. 7,

je verovatno posledica interakcija CH»-X dipola sa © elektronima $to uslovljava manju nepolarnu
povrsinu za interakciju sa organskim rastvaracem. Savijanje je prouzrokovano sternim efektima tj.

interakcijama CH»-X dipola sa & elektronima (31).

Standardni metod za odredivanje particionog koeficijent je tzv. ,,shake and flask” pri cemu
se u levku za odvajanje vrsi raspodela supstance izmedu razli¢itih zapremina 1-oktanola i vode.
Odredivanjem koncentracije jedinjenja u svakom sloju nakon mesanja i uvrStavanjem dobijenih
rezultata u jednacinu (9) izraCunava se vrednost P. Vrednost ovog parametra zavisi od temperature
1 koncentracije rastvorene supstance, ali za neutralne molekule u razblazenim rastvorima ( <0,01
mol/dm?) i male temperaturne promene (+ 5°S), ovi uticaji su zanemarljivi.

Osnovni nedostaci eksperimentalnog odredivanje logP ,,shake-flask* metodom su losa
reproduktivnost, zahteva dosta vremena za eksperiment, nemoguc¢nost primene na veoma
hidrofilne 1 veoma lipofilne supstance, kao i1 potreba za ve¢om koli¢inom ¢istih supstanci. U cilju
prevazilazenja ovog problema razvijeno je mnogo metoda za odredivanje logP.

Hromatografija obezbeduje veliku koli¢inu ta¢nih 1 reproduktibilnih podataka pri
konstantnim eksperimentalnim uslovima. U ovom slucaju struktura analita postaje nezavisno
promenljiva [79,80]. Reverzno-fazna podeona hromatografija se veoma Cesto koristi kao metoda
za odredivanje lipofilnosti, zbog zavisnost izmedu odgovarajuéeg retencionog parametra i
particionog koeficijenta. R. Kaliszan i saradnici [81] su objavili nekoliko radova u kojima su
proucavali zavisnost retencije i molekulskih deskriptora u uslovima visoko-efikasne tecne

hromatografije. Na osnovu eksperimentalnih rezultata zakljucili su da retencija zavisi od tri
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deskriptora analita: totalni dipolni momenat, viSak naelektrisanja na najelektronegativnijem atomu
1 dostupnost vode povrsini molekula.

Tankoslojna hromatografija se takode koristi za odredivanje lipofilnosti jedinjenja [84].
Prednosti TLC metoda nad tradicionalnim sastoje se u veoma malim koli¢inama uzoraka
potrebnim za odredivanja i manjim zahtevima za ¢istoCom, jer se eventualno prisutne necistoce
razdvajaju tokom hromatografskog procesa. One su, takode, brze i relativno jednostavne, jeftine 1
lake za izvodenje.

Za uspeSno hromatografsko odredivanje lipofilnosti neophodna je linearna zavisnost
izmedu retencije 1 koncentracije organske komponente u mobilnoj fazi. Retencioni parametar kod
visoko-efikasne teCne hromatografije je logk, tj. retencioni faktor ili faktor kapaciteta, koji se

izraCunava na sledeci nacin [85]:

_ 13
(1) 13

t
gde su tr1 tp retenciona vremena posmatrano?g jedinjenja i jedinjenja koje je proslo kroz kolonu bez

zadrzavanja.
Odgovarajuéi parametar u tankoslojnoj hromatografiji je R, koji je sa eksperimentalnom

Rr vrednoséu povezan relacijom:

1
R, :logKE—lJ (14)

Lipofilnost je veoma vazno svojstvo molekula koje utice na brojne procese kao §to su
transport, distribucija i metabolizam bioloski aktivnih jedinjenja. E. Soczewinski i G. Matysik
navode da se reverzno-fazna tankoslojna hromatografija moze koristiti za odredivanje lipofilnosti
na osnovu linearne zavisnosti izmedu retencione konstante Ry 1 koncentracije organske
komponente u mobilnoj fazi [86]. U cilju povecanja ta¢nosti odredivanja lipofilnosti, izra¢unava
se Ry-vrednost ekstrapolisana na nultu koncentracije organske komponente (Ry’), iz linerne

zavisnosti izmedu Ry-vrednosti 1 koncentracije organske komponente u mobilnoj fazi (c):

+ bc (15)
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gde su Ry-vrednosti izracunate pomocu jednacine (14) [87]. Prednosti ovakvog nac¢ina odredivanja
lipofilnosti su moguénost primene na visokolipofilna jedinjenja (logP od 0-7), mala koliCina
uzorka, niska osetljivost na necistoce, dobra tacnost i preciznost [86]. Medutim, ova linearna
zavisnost je jako osetljiva na primenjene mobilne faze, ukazuju¢i na ¢injenicu da odnos izmedu Ry
1 udela organske komponente u mobilnoj fazi, u odredenim sluc¢ajevima, nije linearan u Sirokom

opsegu sadrzaja organske komponente [87-89].

Odsecak (Ry") iz jednagine (15) predstavlja ekstrapolisanu Ry~vrednost, tj. teorijsku Ry na
0% organskog rastvaraca (u €istoj vodi) 1 moZe se smatrati merom raspodele jedinjenja izmedu
nepolarne stacionarne faze i polarne (vodene) mobilne faze. Sva izu¢avana jedinjenja mogu se
porediti na osnovu njihove lipofilnosti odredene na ovaj nacin. Pomenuta linearna zavisnost
potvrdena je u mnogim radovima.

V. Pliska i saradnici su prvi teorijski objasnili odnos izmedu Rr 1 P vrednosti, kao i detalje
kompjuterske procedure za utvrdivanje ove zavisnosti [90].

W. Butte i saradnici [91] su primenom RP-HPTLC odredili Ry’ vrednosti 48 mono- i

pentasupstituisanih fenola i utvrdili znagajnu zavisnost izmedu Ry 1 log P vrednosti:
Ri"=1,0988(+0,0599)log Poct — 0.2426(+0,1335) (16)
n=28 r=0,9634 s=0,2500 F=336,09 a<0,1%

Radovi objavljeni poslednjih godina ukazuju na ¢injenicu da se hromatografske metode u
velikoj meri koriste za odredivanje faktora koji uticu na bioloSku aktivnost jedinjenja. Cilj ovih
ispitivanja je predvidanje retencije novih supstanci, tumacenje mehanizama hromatografskog
razdvajanja, odredivanje fizicko-hemijskih parametara jedinjenja, kao i utvrdivanje relativne
bioloSke aktivnosti. Osnovni parametri koji se koriste u ovim studijama su fizi¢ko-hemijski
parametri (naj¢eS¢e parametar lipofilnosti), nespecifi¢ni parametri (kao $to je odnos izmedu broja
ugljenikovih atoma i retencionih parametara) i topoloski parametri.

H. Sun [92] je na osnovu molekulskih deskriptora analita razvio univerzalni metod koji se
moze koristiti za predvidanje parametara lipofilnosti (logP), rastvorljivosti (logS) i apsorpcije. G.
Caron i saradnici [93] su proucavali zavisnosti feorijski izraCunatih molekulskih deskriptora i

eksperimentalnih rezultata pri ¢emu nisu uspeli da uspostave pouzdan opsti metod koji bi ih
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povezivao sa informacijama o strukturi. U stvari, njihovi rezultati dokazuju da se parametri
lipofilnosti mogu teorijski odrediti sa velikom preciznos¢u, ali velike razlike u raspodeli supstance
izmedu vodene i 1-oktanola (logD) pokazuju da je za relevantan zakljucak potrebno imati veliki
broj eksperimentalnih podataka za pouzdan zakljucak.

S druge strane, A. Berthod [94] je, proucavajuéi odredivanje particionih koeficijenata u
homologim serijama alkilbenzena i hinolina primenom HPLC-a, CCC-a (counter current
chromatography) pokazao da se te¢na hromatografija moze koristi za odredivanje koeficijenata
raspodele. Ovako odredena vrednost je dobra osnova za brzo odredivanje lipofilnosti.
Uporedivanjem dobijenih vrednosti sa vrednostima odredenim “‘shake-flask” metodom jasno se

vidi da je reverzno-fazna hromatografija veoma precizna metoda za odredivanje lipofilnosti.

M. Kostecka 1 saradnici [95] su odredivali lipofilnost N-supstituisanih 2.4-
dihidroksifeniltioamida primenom HPLC-a i HPTLC-a. Mobilna faza se sastojala od smeSe
metanola i vode pri ¢emu je utvrdena linearna zavisnost izmedu koncentracije organskog

modifikatora i retencionih parametara.

G. Cipman 1 saradnici [96] su ispitivali hromatografsko ponasanje serije derivata furana
pomoc¢u RP-HPLC-a i RP-TLC-a, sa smeSama metanol-voda i acetonitril-voda kao mobilnim
fazama, u cilju utvrdivanja linerne zavisnosti izmedu retencionih parametara (log k, Ru) 1
koncentracije organske komponente u mobilnoj fazi. Dobijena je zadovoljavaju¢a zavisnost.
Takode, metanol se pokazao kao najpogodniji organski modifikator u ispitivanom
hromatografskom sistemu. Uporeduju¢i RP-HPLC 1 RP-TLC merenja autori su utvrdili da postoji
dobra korelacija izmedu ekstrapolisanih parametara kada se kao mobilna faza koristi sistem
metanol-voda, $to pokazuje da novosintetisani derivati furana imaju sliéno hromatografsko

ponasanje u RP-HPLC i RP-TLC eksperimentima:

R, (rr-mic) = —0,440(+ 0,581)+ 0,949(+ 0,212)log k°(rr-sric) (17)
5.,=0264 s, =0,096 s=0328 r=0948

gde su sq40 1 sa; standardne greSke odsecka ap 1 nagiba aj, s je standardna greska, r je koeficijent

korelacije za nivo pouzdanosti od P = 0,05. Takode je utvrdeno da kod RP-TLC-a dolazi do jace
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interakcije izmedu ispitivanih jedinjenja i slobodnih silanolnih grupa u odnosu na RP-HPLC $to je
objasnjeno razli¢itim mehanizmima razdvajanja kod ovih metoda pod opisanim eksperimentalnim
uslovima.

N. Perisi¢-Janji¢ 1 saradnici [97, 98] su ispitivali hromatografsko ponasanje derivata
androstana u reverzno-faznim i normalno-faznim uslovima. U uslovima RP-HPTLC na C-18
modifikovanom silika-gelu primenom sistema aceton-voda i dioksan-voda utvrdena je linearna
zavisnost izmedu retencionog parametra (Ry) 1 sadrzaja organske komponente u mobilnoj fazi.
Diskutovan je i uticaj supstituenta u molekulu na retencione parametre. Iz rezultata korelacije
izmedu hromatografskog parametra lipofilnosti (Ry”) i izracunatih log P vrednosti, kao i bioloske
aktivnosti, utvrdeno je da je reverzno-fazna hromatografija pogodna za opisivanje lipofilne prirode
ovih jedinjenja. Pomenuti autori su, takode, pokusali da utvrde da li Ry’ vrednosti dobijene
normalno-faznom tankoslojnom hromatografijom mogu biti iskori§¢ene za izrazavanje lipofilnosti.
Kao nepolarnu komponentu mobilne faze koristili su benzen, a kao polarnu acetonitril, etilacetat
ili dioksan. U cilju boljeg razumevanja posmatranog problema, autori su diskutovali uticaj
supstituenta u molekulu na ekstrapolisane retencione podatke, ali su uporedivali i1 uticaj
funkcionalne grupe, izrazene preko parametra tx, sa Hanch-ovom konstantom supstituenta, .
Ovom analizom utvrdili su da nepolaran supstituent na 17a-polozaju prouzrokuje nespecificne
interakcije sa povrSinom silika-gela. Vise 1x vrednosti za lipofilnije supstituente ukazuju na
¢injenicu da je retencija u ispitivanim hromatografskim sistemima uslovljena hidrofobnim
interakcijama. Kao posledica toga, zaklju¢eno je da Ry’ vrednosti ispitivanih jedinjenja, dobijene
normalno-faznom hromatografijom, odrazavaju lipofilni karakter molekula i mogu se uporedivati
sa log P vrednostima i dalje korelisati sa bioloskom aktivnoscu.

G.L. Biagi i saradnici [99] su odredili vrednost hromatografskog parametra Ry na tankom
sloju silika-gela impregniranom silikonom uz upotrebu smese aceton/voda kao mobilne faze pri
¢emu se koncetracija acetona kretala od 15% do 65%. Zakljucili su da dobijene Ry -vrednosti
linearno rastu sa opadanjem koncentracije acetona u mobilnoj fazi. Ove vrednosti su najtacnije u
opsegu od -0,95 do 0,95, Sto odgovara mobilnoj fazi koja sadrzi 45% acetona. Ovako odreden
parametar retencije korelisali su sa parametrima lipofilnosti. Takode, ispitivali su uticaj
supstituenata na lipofilnost celog molekula. Na osnovu eksperimentalnih podataka utvrdeno je da

su derivati pregnana manje lipofilni u odnosu na derivate androstana, kao i da esterifikacija
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povecava lipofilnost. Diskutovali su validnost odredenih Ru-vrednosti kao izraz lipofilnog

karaktera poredeci ih sa log Kp. Dobijena zavisnost moze se izraziti slede¢om jednacinom:
log Kp=3,292(%0,310) +3,398(+0,459) Rum45%) (18)
n=19 r=0,968 s=0,225

Zavisnost lipofilnog karakterai Ry-vrednosti dobijene pri udelu acetona od 54% prikazana
je jednacinom 19.

log Kp= 3,203(20,179) +3,412(0,317) Rusases (19)
n=42 r=0,956 s=0,300

Porast nagiba prave moze da se objasni promenom sastava mobilne faze. U reverzno-
faznom sistemu svaka promena udela vode i organskog modifikatora u cilju povec¢anja nepolarnosti

povecava nagib u sistemima gde je Ry nezavisna promenljiva.

Poredenjem logaritma recipro¢ne vrednosti hemoliticke aktivnosti i Ry pokazali su da se

korelacija znacajno povecava upotrebom polinomne jednacine (jednacine 20 1 21):

log 1/C = 3,556(£0,343) +0,028(0,317) Ruass) (20)
n=17 r=0,033 s$=0,617
log 1/C = 3,933(£0,166) — 0,514(x0,098) R2uss0 + 0,516(x0,143) Rusgases (21)
n=17 r=0898 s=0,281

J. Novakovi¢ i saradnici [100] su ispitivali odnos strukture 1 hromatografskog ponasanja za
seriju estrogena. Primenili su tankoslojnu hromatografiju, RP-HPLC, kao 1 kapilarnu gasnu
hromatografiju. Dipolni momenat i Randi¢ev indeks ispitivanih jedinjenja su uzeti kao polazne
tacke za ova ispitivanja. Broj N-atoma je uzet kao dodatni strukturni parametar vazan u QSAR
istrazivanjima. Analiza glavnih komponenata (PCA) je upotrebljena za pronalazenje slicnosti 1
razlika u hromatografskom ponaSanju ispitivanih jedinjenja u razli¢itim uslovima. Pokazali su da

proton-donor i proton-akceptor interakcije imaju najvazniju ulogu u ovim razdvajanjima, kao i da
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postoji zavisnost bioloSke aktivnosti estrogena i logaritma recipro¢ne vrednosti kvadrata dipolnog
momenta.

Na osnovu proucavanja velikog broja literaturnih podataka, C. Hansch i saradnici [101,
102] su otkrili nekoliko neobi¢nih primera. Primetili su, naime, da aktivnost nekih ¢lanova serije
sli¢nih jedinjenja u pocetku opada sa povecanjem hidrofobnosti do odredene vrednosti, a onda
pocinje da raste. Bilo je ocigledno da se u jednom trenutku dolazi do promene mehanizma reakcije.
Autori su to pripisali promenama u strukturi receptora do koje dolazi pri vezivanju liganda, tj.
dolazi do alosternog efekta. Naime, aktivno mesto enzima ili receptora ne mora biti u polozaju koji
odgovara najvecoj aktivnosti, ve¢ uslovljava transformaciju aktivnog mesta u energetski
nepovoljnije, ali mnogo aktivnije stanje Autori su primetli ovu pojavu kod hemoglobina i naglasili
da njihovi zaklju¢ci mozda nisu konacni, ali predstavljaju znacajan pocetak razjasnjavanja veoma
kompleksnog problema.

Tokom dugog niza godina objavljivani su radovi u kojima je istican znacaj hidrofobnog
efekta u hemijsko-bioloskim interakcijama. Medutim danas, kada se raspolaze velikim brojem
podataka vezanim za QSAR, moZe se primetiti da postoje slucajevi kod kojih lipofilnost nije
znacajna, Sto je pomalo nelogi¢no s obzirom na ¢injenicu da hidrofobni karakter jedinjenja pomaze
u njihovom prolasku kroz ¢elijsku membranu. Na ovo prvi ukazuju C. Hansch i saradnici [103]
navode¢i primere u kojima nedostaje pozitivan hidrofobni efekat, tj. bioloska aktivnost
posmatranih sistema zavisi samo od sternih i elektronskih parametara. Autori naglasavaju da
pomenutom problemu treba posvetiti viSe paznje. Podstaknuti Hansch-ovim radom, M. Thakuri
saradnici [103] su, ispitujuci biolosku aktivnost serije fenola, utvrdili da kada se orto-supstituisana
jedinjenja grupiSu kao posebna klasa, ne postoji potreba za bilo kakvim hidrofobnim parametrom
za objasnjenje njihove aktivnosti.

Razmatranjem reverzno-fazne tankoslojne hromatografije, utvrdeno je da pored Ru
vrednosti ekstrapolisane na nulu sadrzaja organskog rastvaraca, Ry” i nagib, b, regresione prave,
moze da se iskoristi za odredivanje lipofilnosti. Nagib se posmatra kao karakteristika specificne
hidrofobne povrSine jedinjenja. Za homologe serije postoji znacajna linearna zavisnost izmedu
nagiba i R)” vrednosti. Smatra se da kvalitet ove linearne korelacije moze da ukaze na stepen

srodnosti ¢lanova date klase jedinjenja [104].
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2.4.1.2 Parametri molekulske strukture

Razvoj novih ,,in silico* metoda za prikazivanje i manipulaciju hemijskim strukturama
doveo je do pojave velikog broja metoda za predstavljanje molekula kao celine. Mnogi parametri
molekulske strukture nastali su kao rezultat daljeg razvoja konstanti supstituenata, dok mnogi

predstavljaju potpuno nov pristup problemu prikazivanja ¢itavog molekula.

Topoloski parametri opisuju strukturu molekula preko vrste atoma i veza prisutnih u
molekulu i1 nezavisni su od trodimenzionalne konformacije. Ovi parametri mogu da opisuju
pojedine podstrukture u molekulu ili mogu da posmatraju veli¢inu, oblik i veze u jedinjenju sa

graficko-teorijskog aspekta [106].

Za razliku od topoloskih parametara, deskriptori dobijeni iz trodimenzionalne konformacije
molekula direktno zavise od izabrane konformacije i, usled toga, od primenjenog programa za
molekulsko modelovanje. Danas postoji veliki broj komercijalno dostupnih programa za
molekulsko modelovanje i mnogi od njih imaju sposobnost da izvedu parametre u zavisnosti od

toga koji su molekulski model razvili.

e Topoloski deskriptori

Struktura nekog jedinjenja moze se predstaviti pomocu molekulskog rasporeda u
koordinatnom sistemu pri ¢emu atomi ¢ine rogljeve, a veze ose koordinatnog sistema. Odnos
izmedu atoma moze biti opisan razli¢itim topoloskim matricama ¢ije matematicko resenje daje
brojnu vrednost nazvanu topoloSki indeks (TI). TI je dvodimenzionalni deskriptor koji se
izraCunava iz molekulskog grafika i koji ne zavisi od toga kako je taj grafik nacrtan ili oznacen.
Ovaj parametar omogucava jednostavno odredivanje veli¢ine i oblika molekula, kao i odredivanje
raCvanja u strukturi. Danas postoji veliki broj programa za brzo izracunavanje topoloskih

deskriptora, ¢ime je omogucena njihova Siroka primena u QSRR analizama.
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Elektronski deskriptori molekulske strukture

Jedan od najvaznijih faktora u QSRR ispitivanjiima predstavljaju elektronska svojstava

molekula. U cilju njihovog odredivanja koristi se veliki broj elektronskih deskriptora molekulske

strukture. Za razliku od elektronskih konstanti supstituenata ovi parametri su jednoznacno

odredeni, tj. njih ¢ini samo jedna brojna vrednost. Ove vrednosti mogu biti eksperimentalne, semi-

empirijske ili kvantno-mehanicke i mogu da prikazuju opstu strukturu celog molekula ili lokalnu

strukturu specificnog dela molekula.

Jedna grupa elektronskih deskriptora prikazuje jacinu 1 uticaj medumolekulskih interakcija:

jon-jon, jon-dipol, dipol-dipol, dipol-indukovani dipol, disperzione interakcije i vodoni¢nu vezu.

Konstante jonizacije predstavljaju stepen jonizacije odredenog jedinjenja. Kao Sto je
ve¢ receno, jonizacija molekula utiCe na njegovo hromatografsko ponasanje kao i
biolosku aktivnost.

Dipolni momenat prikazuje ponasanje molekula u elektrostatickom polju i veoma je
zastupljen u QSRR analizama.

Parametar polarizabilnosti predstavlja kvantitativhu meru sposobnosti molekula da se
polarizuju. Oni su vazni kada u ispitivanom sistemu dominiraju interakcije tipa dipol-
indukovani dipol 1 disperzione interakcije. Molarna refraktivnost, MR, predstavlja

najcesce koriS¢en parametar polarizabilnosti, izrazava se slede¢om jednacinom:

n* -1 MW
= X

MR =~
n°+1 d (22)

gde je n indeks refraktivnosti, MW molekulska masa, d gustina. MR nekog molekula
opisana je njegovom molekulskom zapreminom (MV = MW/d) i polarizabilno$¢u

(predstavljenom sa n).

Sposobnost gradenja vodoni¢ne veze predstavlja jedan od najznacajnih faktora koji

uticu na svojstva i biolosku aktivnost jedinjenja. Pri QSRR analizama ovaj deskriptor
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ukazuje na prisustvo donorskih ili akceptorskih grupa sposobnih za vodoni¢na

vezivanja.

Deskriptori povezani sa medumolekulskim interakcijama korisni su za predvidanje fizickih
osobina i izvesnih tipova bioloske aktivnosti. Medutim, ovi deskriptori fakti¢ki ne daju informacije
o reaktivnosti jedinjenja. Da bi se izveo zaklju¢ak o reaktivnosti neophodno je primeniti
izraCunavanja na osnovu molekulsih orbitala. Hiickel-ova molekulsko-orbitalna teorija pruza veliki
broj tzv. indikatora reaktivnosti, kategorisanih kao elektrofilni i nukleofilni indikatori, u zavisnosti
od toga da li u reakciji dolazi do elektrofilnog ili nukleofilnog napada. Najjednostavniji ovakvi
deskriptori su Exomoi Erumo, tj. energije najvise popunjene i najnize slobodne molekulske orbitale.
HOMO energija je povezana sa jonizacionim potencijalom molekula, dok LUMO energija
predstavlja elektronski afinitet. Vrednost ovih deskriptora je mera sposobnosti molekula da preda

elektronski par elektrofilu ili prihvati elektronski par od nukleofila.

e  Geometrijski deskriptori

Hromatografsko ponasanje povezano je sa oblikom i veli¢inom jedinjenja, kao i sa
stepenom komplementarnosti jedinjenja i stacionarne faze. Trodimenzionalni molekulski modeli
jedinjenja, dobijeni razliitim metodama, mogu se iskoristiti za izracunavanje geometrijskih

deskriptora. Najcesc¢e koris¢eni parametri su molekulska zapremina i specifi¢na povrSina [101].

2.5. Metode koje se koriste za povezivanje deskriptora sa retencionim parametrom

Hromatografsko ponaSanje jedinjenja nije uslovljeno sa samo jednom ili dvema hemijskim
osobinama, ve¢ je uglavnom slozena baza podataka kojoj je potrebna analiza. Radi izvodenja
pravilnih zakljucaka, krucijalno je odabrati odgovaraju¢u metodu obrade tih podataka koju treba

analizirati.
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QSRR metoda je razvijena u cilju prevazilazenja nedostataka koji se javljaju pri analizi
kvantitativnog odnosa strukture 1 bioloske aktivnosti (QSAR studije). Za mnoge deskriptore koji
su koriS¢eni pri QSAR metodi, utvrdeno je da su primenljivi i na druge vrste ispitivanja. 1z tog
razloga su metode koje povezuju hemijske parametre sa bioloSkom aktivno$cu iskoriS¢ene za
povezivanje deskriptora sa retencionim parametrom. Postoji znacajan broj metoda koji povezuje

hemijske parametre sa bioloskom aktivnos¢u. Medu najcesce koris¢enim je Hansch-ova metoda.

Hansch-ova analiza: Visestruka linearna regresiona analiza. C. Hansch je pokazao da postoje
najmanje dva faktora koji odreduju biolosku aktivnost, i to, lipofilnost (neophodna za putovanje
leka do mesta dejstva) i elektronski faktori (neophodni za interakciju leka sa mestom dejstva), kao
1 da je lipofilnost paraboli¢na funkcija. Na osnovu particionog koeficijenta izmedu 1-oktanol/voda
C. Hansch je odredio konstante hidrofobnosti za svaki supstituent (m,6). Ovaj parametar moze se

izra¢unati na osnovu sledece formule

IOQ‘P _ [dru.gX]octanoI
[dTng] voda
F.

m, = log P_H

gde Px predstavlja paticioni koeficijent supstituisanog jedinjenja, a Py particioni koeficijent
pocetnog jedinjenja. Sto je P-vrednost veéa jedinjenje ima izraZeniji lipofilni karakter, odnosno,
pozitivnije m 1 obrnuto. ve¢a Py vrednost uslovljava negativnije . Prednost Hansch-ove metode se
ogleda i u tome §to se moze primeniti za svaku kongenernu seriju. Pri izraCunavanju logP vrednosti
pored sabiranja m i ¢ proizvoda supstituenta, moraju se uzeti u obzir 1 intermolekulske,
elektronske, sterne interakcije kao i vodoni¢no vezivanje. C. Hansch i T. Fujita [102] su izveli tzv.

Hansch-ovu jednacinu:

23
logl/C =—kn* +k'm+ po + k" (23)

logl/C = —k(log P)’ + k'(log P)+ po + k"
C je molarna koncentracija (ili doza) koja izaziva standardni bioloSki odgovor (npr., EDso,
predstavlja dozu potrebnu za 50% maksimalnog efekta, ICso, koncentraciju koja daje 50%

inhibicije enzima receptora, LDso smrtonosnu dozu za 50% testirane populacije). k,k', p,k" su
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regresioni koeficijenti dobijeni statistiCkim linearnim podeSavanjem; 7, o su lipofilne i
elekronske konstante supstituenata. Recipro¢na vrednost koncentracije (1/C) odrazava ¢injenicu da

je veéa aktivnost povezana sa manjom dozom, i da negativan znak za 7 [ili (log P)*] pokazuje
oc¢ekivanja za optimumom lipofilnosti.
Uticaj sternih efekata 1 drugih faktora koji opisuju oblik molekula pri interakciji sa

receptorom, u Hansch-ovoj jednacCini prikazani su pomocu Es, ili topografski parametra, S:

logl/C=-ar’+br+ po+cE,+dS +e (24)

Parametri koji su odabrani, a predstavljaju nezavisne promenljive, se linearno koreliSu sa
bioloSkom aktivnos¢u (zavisna promenljiva). Ukoliko se u razmatranje uzme n nezavisnih
promenljivih, onda postoji 2n-1 kombinacija varijabli koje se mogu koristiti za objasnjavanje
trazenih podataka. Izuzetno je vazno podvuci da se varijable ne smeju preklapati u onome $to
opisuju, tj. one moraju biti normalne jedna na drugu. Promenljive koje su medusobno zavisne ne
smeju biti ukljucene u istu regresionu jednacinu. Razli¢itim kombinacijama parametara dolazi se
do jednacine koja najbolje opisuje zavisnost bioloske aktivnosti od odgovarajucih veli¢ina. Kada
se jednom ova jednacina odredi, ona se u daljem radu moze koristiti za predvidanje aktivnosti
netestiranih jedinjenja [103-107].

Kako je ranije ve¢ naglaseno, najceSce koris¢eni model za povezivanje je multilinearna
regresiona analiza (MLR), ali u poslednje vreme je u porastu koriS¢enje sofisticiranijih metoda,
npr. analiza glavnih komponenata (PCA), faktorska analiza (FA) i parcijalna regresija najmanjih
kvadrata (PLS). Predstavljanje viSedimenzionalne podatke u prostor manje dimenzionalnosti, uz

minimalan gubitak informacija je osnovni cilj ovih metoda.
2.5.1 ViSestruka linearna regresija (MLR)
VisSestruka linearna regresija (MLR) je tehnika koja se najceSce koristi za opisivanje

odnosa molekulskih deskriptora 1 svojstva molekula. Ova tehnika ukljucuje pronalazenje

odgovarajuce regresione jednacine tipa:
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v=a+bixi+brx>+...+ byxu (25)

gde je y zavisna promenljiva, a x; nezavisna promenljiva, a predstavlja odsecak b; nagib
kalibracione krive za x;. Da bi primenili MLR analizu broj uzoraka u kalibracionom setu mora biti
veci od broja izracunatih uzoraka. MLR moze da koristi veliki broj molekulskih deskriptora, mada
se, taj set mora redukovati zbog statistiCke ograni¢enosti. Prvi korak u multivarijantnoj analizi je
odabiranje odgovarajuéeg seta deskriptora [108-110].

Deskriptori sli¢cnih vrednosti (relativno standardana devijacija manja od 10%) kao i oni
kojima nedostaje neka vrednost su odbaceni. Slede¢i korak podrazumeva odredivanje visoko
korelisanih deskriptora primenom kros-korelacione matrice. Svi oni ¢iji su kros-korelacioni
koeficijenti ve¢i od 0,6% su odbaceni.

Vander Heyden 1 R. Put su u svom radu uporedili razli¢ite metodologije modelovanja i upotrebe

molekulskih deskriptora u QSRR studijama. Posebnu paznju su posvetili kros-validaciji kao
neophodnom koraku za utvrdivanje prediktivne sposobnosti dobijenih modela [111]. Sa druge
strane J.V. de Julian—Ortiz 1 E. Besalu su primenom MLR tehnike i statisticke validacije dobili
dobre prediktivne jednacine na osnovu topoloskih indeksa antimalarijskih lekova [112].

U radu J. Ghasemija 1 saradnika joS jednom je pokazan znacaj kros-validacije
kalibracionog seta molekulskih deskriptora baziranih na konstantama stabilnosti krunskih estara
[113].

Khadikar i saradnici su uporedivali modele dobijene MLR-om, ANN i SVM analizom.
Dobijeni rezultati su dokazali da je linearni model trening seta najbolji za SVM, dok je

prediktivnost najbolja za ANN[114].
2.5.2. Analiza glavnih komponenata (PCA)

PCA (Principal Component Analysis) ili analiza glavnih komponenata je veoma koristan
oblik racunarske analize za odnos bioloske aktivnosti, strukture 1 hromatografskih retencionih
parametara [108, 115]. PCA predstavlja metodu kojom se originalne promenljive transformisu u
nove, nekorelisane promenljive, koje se nazivaju glavne komponente, i koje zadrzavaju sto je
moguce vise informacija sadrzanih u originalnim podacima. Svaka glavna komponenta je linearna

kombinacija originalnih promenljivih. Prva glavna komponenta (PC1) definise $to je moguce vise
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odstupanja u retencionim podacima. Druga glavna komponenta (PC2) opisuje maksimalnu koli¢inu
preostalih odstupanja, posto je prva glavna komponenta (PC1) uzeta u obzir, itd. Koris¢enjem
ogranicenog broja glavnih komponenata, dimenzionalnost retencionih parametara se smanjuje,
¢ime se pojednostavljuje dalja analiza. U hromatografiji su dve ili tri glavne komponente uglavnom
dovoljne da opiSu vecinu odstupanja retencionih podataka. Dobijeni rezultati se zatim koriste kao
pocetni podaci za viSevarijantnu analizu [107]. Mada su glavne komponente apstraktne, jedna od
njih uglavnom pokazuje visoku korelaciju sa lipofilnosc¢u, veli¢inom molekula, ili sternim
faktorima, dok su druge glavne komponente korelisane sa dipol-dipol interakcijama i elektronskim
faktorima.

C. Sarbu 1 saradnici [116] su ispitivali lipofilni karakter serije derivata benzimidazola i
benztriazola RP- HPTLC metodom koriste¢i smeSu metanol - voda kao mobilnu fazu. Retencioni
podaci koji su dobijeni, analizirani su PCA metodom, pri ¢emu je utvrdeno da se 99,30% ukupne
varijanse retencionih podataka objasnjava pomocu dve glavne komponente. Utvrdena je znacajna
korelacija izmedu Ry/’-vrednosti i nagiba, b, tako da se ispitivana jedinjenja mogu smatrati
homologom serijom bez obzira na njihove znacajne strukturne razlike. Visoka korelacija dobijena
je i izmedu Ry” i PC1 vrednosti. Retencioni parametri su korelisani sa razli¢itim molekulskim
deskriptorima kao S§to su particioni koeficijent, molarna refraktivnost, specificna povrsina,
zapremina, dipolni momenat i totalna suma naelektrisanja. Na osnovu dobijenog korelacionog
matriksa je utvrdeno da su faktori koji najvi$e uti¢u na lipofilnost (odredenu Ry -vrednostima)
ispitivanih jedinjenja totalna suma naelektrisanja, specificna povrSina i zapremina molekula.
Takode, potvrdeno je i da vrednosti prve glavne komponente mogu efikasno da zamene Ry/’-
vrednosti u odredivanju lipofilnosti benzimidazola 1 benztriazola direktno iz RP-HPTLC podataka
ili preko molekulskih deskriptora. Grafik zavisnosti PC1 komponente od vrednosti PC2
komponente ukazuje na to da ispitivana jedinjenja formiraju heterogenu seriju, $to je u dobroj
saglasnosti sa njihovim hemijskim strukturama, ¢ime je ponovo potvrdeno da dobra linearna
zavisnost Ry -vrednosti od nagiba, b ne moze da bude racionalan i objektivan na¢in za utvrdivanje
homologih serija, jer izmedu ovih parametara uvek postoji dobra korelacija.

Grupa autora ispitivala je hromatografsko ponaSanje mono- i di-tetrazolijum-soli na tankom
sloju aluminijum-oksida primenom smese etanol - voda, kao mobilne faze [117]. Oni su imali za

cilj da pronadu korelacije izmedu retencionih podataka i fizicko-hemijskih parametara
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tetrazolijum-soli kao Sto su: molarna refraktivnost, polarizabilnost, specifi¢na povrsina, zapremina,
Enomoi Erumo, dipolni momenat. Za utvrdivanje korelacije izmedu ovih parametara primenjena je
PCA metoda. Pet glavnih komponenata objasnjavalo je preko 94% ukupne varijanse, $to ukazuje
na Cinjenicu da 19 fizicko-hemijskih i hromatografskih parametara moze biti zamenjeno sa pet
varijabli gubeci pri tome manje od 6% ukupnih informacija. U prvoj PC komponenti je sadrzan
najveci deo fizicko-hemijskih parametara molekula, ukazujuéi na izrazen uticaj ovih parametara
na retenciju ispitivanih jedinjenja. Lipofilno-hidrofilni deskriptor (log 7) je sadrzan u drugoj PC
komponenti zajedno sa maksimalnim i minimalnim naelektrisanjem atoma. Na osnovu dobijenih
rezultata dokazana je zavisnost oblika i polarnosti molekula (molarna refraktivnost, sterni i
elektronski efekti) i retencionog ponasanja ispitivanih jedinjenja na impregnisanoj stacionarnoj
fazi, dok lipofilno-hidrofilni karakter ima mali uticaj na retencione karakteristike.

Kod odredivanja odnosa koji postoji izmedu fizicko-hemijskih parametara Sest
nederivatizovanih ehin-estrogena i njihovih HPTLC, RP-HPLC i GC retencionih podataka, kao
parametia koji u velikoj meri utiCu na razdvajanje, uzeti su: broj vodonikovih atoma, dipolni
momenat ispitivanih jedinjenja i Randi¢ev indeks konektivnosti. PCA analizom su odredene
razlike i sli¢nosti izmedu devet TLC i deset HPLC sistema. Utvrdeno je da proton-donor/proton-
akceptor interakcije imaju znacajnu ulogu u ovim razdvajanjima, a takode i da pomenute osobine
ispitivanih supstanci imaju znatno veci uticaj na retenciju u tankoslojnoj u odnosu na kolonsku
te¢nu hromatografiju. Potvrdeno je 1 da #- 7 interakcije koje poti¢u od 7 elektrona u prstenovima
estrogenske strukture nemaju znacajnu ulogu u razdvajanju, ali imaju uticaj na proton-donorsku
aktivnost hidroksilne grupe u polozaju 3. Retenciono ponaSanje estrogena u uslovima gasne
hromatografije povezano je sa njihovim dipolnim momentima i indeksom konektivnosti.

T. Cserhati i E. Forgacs [118] su ispitivali retenciono ponaSanje bioloski aktivnih steroida
na tankom sloju aluminijum-oksida u cilju pronalazenja fizicko-hemijskih parametara ispitivanih
supstanci koji odreduju njihovu retenciju. Parametri koji su bili uklju€eni u izra¢unavanja bili su:
konstanta lipofilnosti supstituenta, indikatorske varijable za proton-akceptorske i proton-donorske
osobine, molarna refraktivnost, elektronski parametri koji opisuju induktivni i rezonancioni efekat,
Hammett-ova konstanta, Taft-ova konstanta, Sterimol parametri. Da bi se shvatile sli¢nosti ili
razlike izmedu retencionih podataka i fizicko-hemijskih parametara steroida primenjena je PCA

analiza. Utvrdeno je da proton-donorske i proton-akceptorske osobine steroida imaju najveci uticaj
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na retenciju, kao i da se hromatografsko ponaSanje steroida sa slobodnim hidroksilnim grupama
razlikuje od ponaSanja njihovih derivata.

C. Sarbu 1 saradnici [116] su ispitivali korelaciju izmedu molekulskih deskriptora i RP-
HPTLC retencionih podataka, kao mere lipofilnosti, dve nove serije 1,3-oksazolidina. Jedinjenja
su bila prikazana pomocu slede¢ih parametara: particioni koeficijent, Randicev indeks
konektivnosti, Wiener-ov indeks, specificna povrsina, dipolni momenat, zapremina. Ispitivanjem
korelacionih podataka dosli su do zakljucka da particioni koeficijent najviSe uti¢e na lipofilnost
ispitivanih jedinjenja, pored dipolnog momenta i ukupne sume naelektrisanja, ¢iji je uticaj znacajno
manji. Utvrdeno je i1 da se veliki broj deskriptora nalazi u znacajnoj korelaciji. To je imalo za
posledicu da, uvrstavanjem drugih deskriptora, kao nezavisnih varijabli, u viSevarijantni regresioni
model ne dolazi do zna¢ajnog poboljsanja prvobitne jednoparametarske jednacine. PCA rezultati
koji su dobijeni iz hromatografskih podataka ukazuju na ¢injenicu da su najznacajniji deskriptori
u PC1 elektronski parametri i oblik molekula, a u PC2 veli¢ina i racvanje molekula. Na osnovu
svih ovih zaklju€aka utvrdeno je da se rezultati prve glavne komponente mogu uspesno koristiti,
pored Ry’-vrednosti, za odredivanje lipofilnosti.

E. Kepczynska 1 saradnici [108] su, takode, proveravali primenu reverzno-fazne
tankoslojne hromatografije kao alternativne metode za odredivanje lipofilnosti i vr$ili uporedivanje
retencionog parametra Ry’ sa odabranim topoloskim indeksima na primeru serije 5,5-
disupstituisanih derivata barbiturne kiseline, primenom PCA analize. Najpreciznije predvidanje
Ruy’-vrednosti barbiturata u svim primenjenim hromatografskim sistemima postignuto je
koriS¢enjem dvoparametarske jednacine koja ukljucuje dipolne momente mobilnih faza i jedan od
topoloskih indeksa, kao Sto su Randi¢ev indeks konektivnosti, Wiener-ov indeks, Pyka indeks, ili
troparametarske jednacine koja ukljucuje dipolne momente mobilnih faza i dva topoloska indeksa,

ili jedan elektrotopoloski deskriptor i particioni koeficijent.

2.5.3. Parcijalna regresija najmanjih kvadrata (Partial Least Squares, PLS)

PLS je metoda koja se cesto koristi u QSAR/QSRR analizama. Princip ove metode je da se

u pocetnom setu podataka pronadu komponente koje opisuju $to je moguce vise odstupanja od
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originalnih varijabli dok u isto vreme pokazuju maksimalnu korelaciju sa odgovarajuc¢im
vrednostima odgovora, iskljuujuci pri tome odstupanja koja nisu relevantna. Ovo je bilinarni
model gde se kalkulacija latentnih promenljivih vr$i na osnovu X matriksa (nezavisno promenljiva)
1Y matriksa (zavisno promenljiva) kao i interakcije. Na osnovu ove pretpostavke komponente u
matriksu X predvidaju odgovarajucu informaciju u Y. Ovom metodom moguce je analizirati
neogranicen broj varijabli, bez obzira na broj komponenata u referentnom setu, Sto je od veoma
znacajno, s obzirom da preciznost opisivanja odnosa strukture i aktivnost raste sa ve¢ima brojem
promenljivih koji je ukljucen u analizu [115,116]. Optimalni broj promenljivih u PLS modelu
odreden je na osnovu slucajne podele seta na Cetiri dela 1 jednog povezivanja.

S. Gaudet i saradnici su pokazali uspesnu primenu PLS metoda na predvidanje aptoptickog
odgovora proteina u ¢elijama sisara [120].

R. Kiralj i M. Ferreira su ispitivali derivate indola primenom PCA analize, klasterne
analize, PLS analize i MLR analize [121]. Dobijeni rezultati pokazali su da u MLR i PLS modelima
bez obzira na razlicite vrednosti koeficijenata molekulskih deskriptora isti deskriptori imaju isti
predznak.

S. Wold je pokazao da je PLS regresiona analiza zbog niskih zahteva u pogledu odabira
kalibracionog seta nezamenljiva i €ini jednu od osnovnih hemometrijskih metoda [125].

Veliki doprinos QSAR analizama dao je H. Kubinyi [77] kada je 1977. godine prvi predlozio
bilinearni model za opisivanje zavisnosti bioloSke aktivnosti od fizicko-hemijskih parametara. H.
Kubinyi je zakljucio da postoje velike razlike izmedu posmatrane i izracunate bioloske aktivnosti
kada se koristi paraboli¢ni model. U veéini slucajeva utvrdeno je da se bioloska aktivnost povecava
linearno sa hidrofobnos$¢u do izvesne tacke kada pocinje linearno da opada. Bilinearni model koji
opisuje ovakvo nelinearno ponasanje moze se izraziti slede¢om jednacinom:

(27)
log1/C=alogP- blog(BP+1]+c

a, b, ¢ su po prirodi linearni i mogu se izraCunati multilinearnom regresionom analizom, dok je S

nelinearan term 1 mora se uzra¢unati nekom iterativnhom metodom.

Free i Wilson analiza. Nedugo posto je C. Hansch predlozio svoj ekstratermodinamicki model,

Free 1 Wilson su izneli matematicku metodu za procenu aditivnog supstitucionog efekta i
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kvantitativno odredivanje njegove veli¢ine. Ta metoda za optimizaciju supstituenata u okviru
odredenog molekulskog modela, zasnovana je na pretpostavci da uvodenje odredenog supstituenta
u bilo koji polozaj u molekulu uvek dovodi do promene u aktivnosti molekula u istom iznosu, bez
obzira koji su drugi supstituenti prisutni u molekulu. Serija linearnih jednacina, dobijenih iz

jednacina zavisnosti:

BA=Y aX +u (28)

reSavaju se metodom najmanjih kvadrata za a;1 pn. B4 je veliCina bioloske aktivnosti, X; je i-ti
supstituent sa vrednos¢u 1 ako je prisutan i 0 ako nije prisutan, a; je doprinos i-tog supstituenta
bioloskoj aktivnosti, p je ukupna srednja vrednost aktiviteta osnovnog molekula. Ovaj matematicki

model takode ukljucuje 1 jednaCinu koja pretpostavlja da je zbir doprinosa svih supstituenata u
odredenom polozaju jednak nuli. Prema ovoj pretpostavci Za X, =0.

J. Justice Jr i saradnici [123] su predlozili dve modifikacije Free-Wilson-ovog [107]
pristupa zasnovanog na pretpostavci da je uticaj odredenog supstituenta u odredenom polozaju u
jedinjenju na aktivnost konstantan i aditivan:

a) oni su predlozili izrazavanje bioloSke aktivnosti kao logA/Ay, gde A 1 Ao predstavljaju veli¢inu
aktivnosti supstituisanog i nesupstituisanog jedinjenja, kao i da a; predstavlja logaritam doprinosa
aktivnosti i-tog supstituenta u odnosu na vodonik. Ovo omoguéava da dobijena konstanta
supstituenta bude uporediva sa drugim parametrima povezanim sa slobodnom energijom koja je
aditivna.

b) predlozeno je da p bude analogo teorijski predvidenoj (izraCunatoj) vrednosti aktivnosti
osnovnog molekula u seriji.

Obe modifikacije su kasnije Siroko prihvacene.

M.U. Cuardado 1 saradnici [124] su prikazali primenu PLS u QSAR studijama pri ¢emu
PLS regresiju upotrebljavaju kao metodu za smanjenje broja analiziranih podataka. Pokazali su da
je moguée proucavanje odnosa broja vrste i karakteristika PLS parametara i strukturnih svojstava
jedinjenja. PoSto PLS uzima u obzir i predvidena svojstva kao i molekulska svojstva smanjenjem
broja promenljivih dobija se bolja korelacija izmedu sli¢nosti proucavanih molekula i njihovih

svojstava.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. TANKOSLOJNA HROMATOGRAFIJA (TLC)

Hromatograsko ponasanje steroidnih jedinjenja (Tabela 1) proucavano je metodom
uzlazne tankoslojne hromatografije na silika-gelu (Art. 5548, Merck, germany) i C-18 silika-gelu
(Art. 5559, Merck, Germany). Vertikalna kada(Camag twin through chamber (Camag, Muttenz,

Switzerland)) kori$¢ena je u svim eksperimentima.

Mobilna faza se sastojala od dvokomponentnih smeSa organskih rastvaraca (normalno
fazna hromatografija) ili smesSe organskog rastvaraca i vode (reverzno fazna hromatografija). Svi
upotrebljeni rastvaraci bili su analitiCke Cisto¢e.Proucavani hromatografski sistemu navedeni su u

Tabeli 2.

Ispitivane supstance su rastvarane u metilenhloridu, koji je prethodno propusten kroz kolonu
baznog aluminijum-oksida. Na plo¢e dimenzija 10 x 10 cm je nanoSeno oko 2 pl sveze

pripremljenog rastvora koncentracije ~2mg ml-!.
Pre razvijanja kada je bila si¢ena parama rastvaraca tokom 30 minuta.
Predeni put rastvaraca bio je oko 8 cm.

Za detekciju hromatograf skih zona, koriS¢ena je smesa sumporne kiseline i metanola u

zapreminskom odnosu 1/9 uz zagrevanje dok zone ne postanu vidljive [125].

Na osnovu tri uzastopna merenja odredena je srednja Rrvrednost za svako ispitivano jedinjenje.

Sva razijanja su vrSena na sobnoj temperaturi (22 + 2°C).
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TABLICA 1: Strukture ispitivanih polioksigenovanih steroida.
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TABLICA 2 : Primenjeni hromatografski sistemi
Redni broj Stacionarna Mobilna Zapreminski odnos P’
rastvaraca faza Faza (v/v)
1-6 Aceton /n-heksan 0.25-0.50 (porast 5%)  0.12-0.25
Silika gel
7-11 Acetonitril/Metilenhlorid 0.10-0.30 (porast 5%)  0.34-0.38
12-16 Metanol/Voda 0.60-1.00 (porast 10%)  0.60-1.00
17-26 C18 Aceton/Voda 1.00-0.55 (porast 5%) 3.10-1.70
27-33 Acetonitril/Voda 0.85-0.55 (porast 5%) 8.80-4.84

3.2 GEOMETRIJSKA OPTIMIZACIJA

Strukture ispitivanih polioksigenovanih steroidnih jedinjenja nacrtane su u ChemDraw Ultra

11.0 programu (www.cambrigesoft.com). Geometrijska optimizacija uradena je pomocu

programa Hyperchem (verzija 7.0, Hypercub, Inc.). Prvi korak u optimizaciji ¢ini primena

molekulsko-mehanicke MM+ metode zasnovane na MM2 algoritmu. Zatim sledi optimizacija

pomocu Polak-Ribiere Conjugate gradient (PRCG) algoritma sve dok vrednost za RMS

gradient ne bude manja od 0.1 kcal A™l. Strukture optimizovane na prethodno opisan na¢in sluze

kao polazne za semi-empirijsku optimizaciju. Krajnja geometrijska optimizacija se zasniva na

Austin Model 1 (AM1 Hamiltonian), semi-empirijskoj molekulsko-orbitalnoj metodi(M. J. S.

Dewar, E. G. Zoebisch. E. F. Healy. J. J. P. Stewart, Development and use of quantum

mechanical molecular models. 76. AM1: a new general purpose quantum mechanical molecular

model, J. Am. Chem. Soc. 107 (1985) 3902-3909.), a dobijena je primenom Steepest Descent i

Conjugate Directions algoritma.
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3.3 IZRACUNAVANJE MOLEKULSKIH DESKRIPTORA

Molekulski deskriptori kori§¢eni u ovom radu odabrani su tako da §to bolje odrazavaju
elektronska, geometrijska i fizickohemijska svojstva ispitivanih jedinjenja. Kvatno hemijski
deskriptori kao §to su ukupna energija (eng. Total Energy TE), energija vezivanja (eng. Binding
Energy BE), dipolni momenat ( eng. dipole moment DM), energija najvise popunjene orbitale(
eng highest occupied molecular orbital energy HOMO), energija najnize nepopunjene orbitale (
eng lowest unoccupied molecular orbital energy (LUMO izracunati su pomocu programa
Hyperchem (verzija 7.0, Hypercub, Inc.). Isti kompijuterski program upotrebljen je za
izraCunavanje QSAR svojstava kao §to su : povrSina molekula (surface area (SA approx),
zapremina molekula ( Volume), energija hidratacije (hydration energy HE), refraktivnost (

refractivity Ref) i polarizabilnost (polarizability Pol).

Molecular Modeling Program Pro Plus (http://norgwyn.com/mmpplus.html) je kori§¢en za

racunanje konstitucionih deskriptora, : duzina molekula (molecular length ML), Sirina molekula
(molecular width MWd), dubina molekula (molecular depth MD); topoloskih parametara,
Randi¢, Hall 1 Kier indeksa konektivnosti 0—4 (connectivity indices CI 0-4), Randi¢, Hall i Kier
indeksa valentnosti 0—4( valence indices VI 0-4); parametara koji opisuju svojstva polimera i
surfaktanata (Van Krevelen-ovi i Hoftyzer-ovi parametri rastvorljivosti), molarna zapremina
(MV), kao i za racunanje fizicko hemijskih parametara: hidrofilno-lipofilni balans (hydrophilic
lipophilic balance HLB), Hansen-ova disperzija (eng. Hansen dispersion, HD), Hansen-ova
polarnost (eng. Hansen polarity HP), Hansen-ovo vodoni¢no vezivanje (engl. Hansen hydrogen
bonding, HHB), akceptor vodoni¢ne veze (eng. hydrogen bond acceptor, HBA), donor vodoni¢ne
veze (engl. hydrogen bond donor, HBD), rastvorljivost u vodi (eng. water solubility, SW),
povrsinski napon (eng. surface tension, ST), hidrofilna povrSina (eng. hydrophilic surface area,

HSA) 1 polarna povrsina (eng. polar surface area, PSA), gustina (density D).
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Vrednosti parametara lipofilnosti(AlogPs, AClogP, ABlogP, milogP, AlogP, MlogP, KOWWIN,
XlogP2, XlogP3, Cosmofrag) izracunata su koriS¢enjem programa ALOGPS 2.1-vcclab.

(http://www.vcclab.org/), dok su ClogP vrednosti dobijene pomo¢u ChemDraw Ultra 11.0 softvera.

Bioloska aktivnost i TRSA(topological surface area) izraCunate su pomocu Molinspiration

programa (http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties)

3.4 METODE STATISTICKE ANALIZE I MODELOVANJE.

Analiza linearne zavisnosti uradena je uz pomo¢ Origin Pro 8 softvera,(OriginLab Coorporation,

http:// www.origin lab.com)

Analiza glavne komponente(PCA), klasterska analiza( HCA), selekcija promenljivih 1 MLR
modelovanje su izvedeni uz pomo¢ demo verzije NCSS statistiCkog paketa (Hintze, J. (2001),

NCSS and PASS Number Cruncher Statistical Systems, Kaysville, Utah, USA.

Analiza glavne komponenete (PCA), je izvedena na neskaliranim podacima uz pomo¢
korelacionog matriksa. Na ovaj nacin smanjuje se broj promenljivih dalja analiza se

pojednostavljuje i jedinjenja se grupisu na osnovu neke karakteristike.

Klasterska analiza (HCA) je uradena uz koriS¢enje Ward-ovog modela za odredivanje rastojanja

izmedu dva klastera 1 Eucleidean-ove razdaljine za merenje udaljenosti izmedu uzoraka.

PLS analiza je izvrSena upotrebom PLS Toolbox v. 5.2.2. (Eigenvector Research, INC.)
statistickog paketa u okviru MATLAB version 7.4.0.287 (R2007a) programa (MathWorks
INC., Natick, MA). Pre analize podaci su autoskalirani da bi se sprecilo da promenljive sa ve¢im
vrednostima prevladavaju u konacnom modelu. Hromatografski podaci nisu autoskalirani, posto
su istog reda veli¢ine
PLS metoda je kori§éena primenom SIMPLS algoritma. On izracunava PLS faktore kao linearnu
kombinaciju originalnih varijabli, tako da se kriterijum kovarijantnosti ucini §to znacajnijim,

postujuci pri tome ogranic¢enja koja se odnose na ortogonalnost i normiranje
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3. NASI RADOVI

Steroidi predstavljaju veoma vaznu grupu bioloski aktivnih organskih jedinjenja. U ovom
radu proucavani su sinteticki polioksigenovani derivati estrogena [55-58]. Ova jedinjenja sadrze
steroidno jezgro koje je veliko i ogranicene konformacione pokretljivosti.

Prisustvo razli¢itih funkcionalnih grupa koje se mogu lako derivatizovati ¢ine da se ova
jedinjenja koriste kao polazna supstanca pri dobijanju novih supstanci razli¢itith namena.

Pretraga literature pokazala je da hromatografsko ponasanje polioksigenovanih steroida nije
sistematski proucavano. Zbog toga smo u ovoj disertaciji detaljno ispitali retenciono ponasanje
serije sintetickih steroida modifikovanih uglavnom u A-prstenu, u uslovima planarne
hromatografije. Posebna paznja posvecena je korelaciji strukture i retencije kao 1 strukture i
bioloske aktivnosti. Takode, napravljeni su modeli na osnovu hromatografskog ponasanja, koji se
mogu koristiti za sintezu jedinjenja slicne strukrure, a veée bioloSke aktivnosti, kao i predvidanje

iste.

3.1. HROMATOGRAFSKO PONASANJE

Retencija ispitivanih jedinjenja je prouc¢avana u zavisnosti od promene sastava
dvokomponentnih mobilnih faza. Uzimajué¢i u obzir svojstva sorbenta kao i koriS¢enih
hromatografskih rastvaraca, retenciono ponasanje je izuavano u uslovima normalno-fazne i
reversno-fazne hromatografije. Kao tipicni normalno-fazni sistemi upotrebljeni su polarni silika-
gel kao stacionarna faza i manje polarni rastvaraci (aceton, heksan, acetonitril, dihlormetan) kao
mobilna faza. Za razliku od normalno-faznih sistema reverzno-fazni sistemi sastojali su se od
smese voda-organski rastvarac¢ (metanol, aceton ili acetonitril) 1 oktadecil-modifikovanog silika-
gela kao stacionarne faze. Dobijene 4Rr vrednosti navedene su u Tablici 3 (za NP sisteme) i

Tablici 4 (za RP sisteme).
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Tablica 3: hRFr -vrednosti ispitivanih jedinjenja u uslovima normalno-fazne hromatografije

Jedinjenje! Mobilna faza?

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C1 19 29 39 48 57 66 20 32 39 47 55
C2 15 23 30 45 54 64 21 32 41 49 58
C3 19 30 40 48 58 68 36 51 59 68 72
C4 26 38 50 59 69 78 31 48 59 69 76
C5 19 29 40 50 59 68 45 65 73 79 84
Co 18 31 43 55 64 74 41 61 71 75 83
Cc7 27 38 46 56 67 72 35 51 62 74 77
C8 17 30 38 46 57 64 16 26 33 45 48
c9 32 45 52 62 73 77 55 73 81 88 90
C10 37 48 55 64 76 81 63 80 85 90 92
C11 22 35 42 54 65 73 23 38 51 62 65
C12 27 40 48 60 70 77 21 30 45 58 61
C13 21 36 43 55 65 76 32 47 61 66 71
Cl14 26 42 49 62 70 82 44 55 69 74 79
C15 33 47 53 65 73 83 60 77 87 89 92
C16 38 50 58 69 76 8 79 85 90 93 95
C17 33 47 54 67 72 81 86 91 94 97 98
C18 34 50 57 68 74 84 80 87 91 95 97
C19 8 11 16 20 28 40 9 10 12 15 21
C20 10 21 38 49 63 69 25 38 53 69 74
C21 10 20 35 48 60 67 29 42 58 72 76
C22 5 12 21 36 49 58 14 25 40 48 55
C23 14 25 43 54 66 71 57 69 81 87 &9
C24 12 23 41 53 63 69 54 66 78 82 &7
C25 12 20 30 40 52 62 42 64 78 90 95
C26 10 22 32 45 61 72 53 71 80 92 98
C27 10 15 24 38 51 62 32 54 62 76 80
C28 5 12 25 37 49 63 41 64 75 85 95
C29 7 20 31 44 58 67 70 83 92 95 98
C30 5 15 27 45 58 68 29 47 59 69 77
C31 12 20 30 40 52 62 42 64 78 90 95

1 2
Tablica 1; Tablica 2;
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Tablica 4: Dobijene hRF vrednosti u uslovima reverzno-fazne hromatografije

Jedinjenje! Mobilna faza?

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
C1 34 44 67 75 83 93 89 8 8 76 TI 62 59 50 40 71 68 65 62 58 54 49
C2 29 42 65 72 83 90 88 87 8 74 70 61 58 46 38 69 67 63 59 56 52 46
C3 29 44 65 76 82 94 89 8 &1 T6 70 60 53 42 37 67 64 60 56 51 47 43
C4 7 17 43 60 75 88 8 8 71 61 51 39 32 21 12 50 44 38 33 27 23 20
C5 5 16 43 62 78 89 88 8 76 66 53 43 38 24 14 54 48 41 37 33 29 24
Cé 4 15 38 60 79 88 87 8 74 62 51 39 34 22 13 46 42 38 33 29 24 20
C7 42 53 69 74 84 91 87 8 8 75 66 57 49 45 39 84 82 78 T3 68 64 58
C8 40 50 68 75 82 91 89 87 8 77 68 61 52 48 42 82 80 77 74 Tl 67 62
C9 16 33 55 69 79 90 83 & 74 63 50 36 28 20 12 75 71 66 59 52 44 36
C10 11 24 47 64 79 8 8 79 71 59 47 30 21 14 9 70 64 57 48 43 37 28
C11 9 22 45 67 80 89 8 8 75 72 51 36 24 17 12 74 69 63 55 46 40 32
C12 7 21 41 63 77 88 8 79 70 62 49 33 22 16 10 62 56 50 43 36 30 21
C13 50 64 78 8 8 94 92 B 8 82 79 T6 T2 69 64 8 82 79 T6 T1 68 64
C14 28 43 64 73 83 92 89 8 8 76 69 63 57 49 42 T3 68 64 57 50 43 38
C15 13 32 48 65 78 90 88 8 78 70 63 51 37 29 19 70 64 59 53 46 39 31
C16 18 38 52 64 78 90 88 82 73 68 59 49 37 31 22 65 60 54 49 41 34 27
C17 5 18 35 57 76 90 88 80 72 64 51 38 23 19 8 57 48 39 32 25 17 14
C18 5 16 32 55 73 90 88 79 72 64 49 37 23 17 14 52 39 34 28 22 14 11
C19 43 59 73 80 8 93 92 90 87 8 8 77 74 69 61 90 87 8 8 77 74 70
C20 19 30 54 71 78 90 88 8 79 69 63 57 47 38 26 75 70 66 61 53 44 35
C21 36 47 66 74 81 91 90 87 82 74 67 61 52 42 29 87 84 81 T5 69 61 53
C22 40 55 70 77 82 95 93 90 8 79 74 67 59 47 33 8 77 71 62 55 49 39
C23 25 47 61 70 79 94 92 8 78 68 58 47 38 28 20 76 70 63 55 45 33 24
C24 27 48 59 69 78 95 92 87 8 71 61 53 44 32 22 83 79 T4 65 53 46 37
C25 14 33 55 69 8 93 8 8 76 67 62 51 40 32 21 75 69 65 58 50 43 33
C26 51 68 77 82 88 93 91 8 84 76 68 59 52 43 34 90 84 76 67 59 51 42
C27 49 66 76 82 88 93 91 88 82 74 68 60 54 45 37 87 81 T4 62 54 46 34
C28 11 28 51 66 8 9 8 83 75 66 59 46 34 27 19 68 63 58 53 45 40 32
C29 29 50 65 76 84 91 90 8 76 68 61 49 37 32 22 74 68 63 56 49 41 34
C30 35 50 70 79 8 92 90 87 8 75 70 61 50 45 35 80 75 69 59 52 45 35
C31 9 23 49 65 79 90 89 82 74 64 57 46 32 26 16 70 65 58 51 45 37 29

ITablica 1; >Tablica 2
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Amfifilna struktura steroida sa supstituentima razli¢ite polarnosti omogucava dobro
razdvajanje polioksigenovanih derivata. Razlika u retenciji zasnovana je isklju¢ivo na polarnosti

supstituenta vezanog za steroidno jezgro.

Kao sto smo ve¢ spomenuli stacionarnu fazu ¢ini nemodifikovani silika-gel koji je koris¢en
kao polarni adsorbens, dok su dvokomponentne smese aceton/heksan ili acetonitril/dihlormetan
upotrebljene kao nepolarne mobilne faze. Polarnost mobilne fazi (P’) se kretala od 0,12-0,251 0,34-
0,38. Kako je polarnost smese acetonitril/dihlormetan veca ispitivana jedinjenja su pokazala vecu
retenciju sistemu aceton/heksan. Primeceno je karakteristicno ponasanje u uslovima normalno-

fazne hromatografije, tj. retencija je rasla sa porastom udela manje polarne komponenete.

Ukoliko uporedimo vrednosti u NP uslovima, bez obzira na sastav upotrebljene mobilne
faze, jedinjenje 19, ima najjacu retenciju, zbog prisustva hidroksilnih grupa u polozajima C3, C10
i C17. Ovakvo ponasanje moze se objasniti solvatacijom ispitivanih jedinjenja nepolarnim
molekulima mobilne faze, odnosno slabljenjem interakcije sa stacionarnom fazom. Naime, kao $to
je vec¢ reCeno, razdvajanje u uslovima adsorpcione normalno-fazne hromatografije zasniva se na
specificnim interakcijama izmedu polarnih grupa analita i polarnih silanolnih grupa sorbenta. Na
osnovu toga moze se zakljuciti da polarne funkcionalne grupe ispitivanih jedinjenja imaju znacajan
uticaj na njihovu jacu retenciju dok nepolarni fragmenti ispitivanih jedinjenja su bolje okruzeni
molekulima nepolarnih rastvaraca (pozitivni solvatacioni efekat) [82] Sto uslovljava slabije
interakcije sa stacionarnom fazom, a samim tim 1 slabiju retenciju. Jedinjenja 17 1 18 imaju
najslabiju retenciju. U sistemu aceton/heksan jedinjenje 17 koje sadrzi acetoksi-grupu na C1 i C3
i1 brom na C4 pokazuje jacu retenciju nego jedinjenje 18 sa acetoksi-grupama na C3 i C4 i bromom
na C2. Medutim, kada se upotrebi polarnija mobilna faza acetonitril/dihlormetan retencija slabi 1

retencioni redosled je suprotan, Sto pokazuje uticaj mobilne faze na retenciju.

Ukoliko uporedimo derivate hinola jedinjenja 1 — 6, 20, 21 1 29 moZze se videti uticaj
supstituenta u polozaju C17 na retenciju. Smanjenjem polarnosti hidroksilne grupe uvodenjem
acetoksi- ili butoksi-grupe slabi interakcija izmedu analita i stacionarne faze, tj. dolazi do porasta
Rr vrednosti. Takode, komformacija benzil-grupe (jedinjenje S) uslovljava slabiju retenciju u

odnosu na (jedinjenje 6) koje ima butil-grupu u istom poloZzaju.
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Uvodenje hlora ili broma u polozaj C4 i keto-grupe u polozaj C17 uslovljava jacu retenciju
ovih jedinjenja. Iako bi se moglo ocekivati da manje voluminozni supstituent (hlor) omogucava
laksi prilaz aktivnim centrima na povrSini stacionarne faze, eksperimentalni rezultati pokazuju
suprotno. Moguce objasnjenje se moze naci u vrednostima Hametove konstante ¢ za hlor i brom u
para-polozaju gde je vrednost za hlor (0,227) niza od vrednosti za brom (0,232) [128].

Prisustvo acetoksi-grupe u polozaju C10 uslovljava jacu retenciju jedinjenja 29 u odnosu
na ostale derivate hinola.

Oksidacijom hinola u epoksihinol slabi interakcija sa stacionarnom fazom, $to uzrokuje
porast Re-vrednosti.

U svim proucavanim sluc¢ajevima smesa rastvaraca acetonitril/dihlormetan je pokazala
bolju selektivnost za razdvajanje strukturno sli¢nih jedinjenja u odnosu na aceton/heksan mobilnu
fazu. Veca polarnost mobilne faze acetonitril/dihlormetan (P'= 0,34-0,38) poboljSava selektivnost
za razdvajanje strukturno sli¢nih jedinjenja u odnosu na aceton/heksan mobilnu fazu (P'= 0,12-
0,25).

Rezultati dobijeni primenom PCA prikazani su na Slici 7 PC1 opisuje 76,18% promenljivih
pri ¢emu se vidi velika razlika izmedu jedinjenja 19 1 jedinjenja 17, 18 1 30. PC2 prevashodno zavisi
od razli¢itog ponaSanja jedinjenja 17 i 18 (najveca negativna vrednost) i 19 (najveéa pozitivna
vrednost). PC3 dodatno potencira razli¢itu retenciju jedinjenja 26, 27, 29, 30 u odnosu na ostala
ispitivana jedinjenja. Ovi rezultati u potpunosti odgovaraju strukturnim karakteristikama
jedinjenja, tj. pokazuju uticaj strukture i1 prirode supstituenata na hromatografsko ponaSanje
ispitivanih jedinjenja [127].

Na osnovu Tablica 2 i 4 moZe se zakljuciti da polarnost organskog modifikatora znacajno
uti¢e na retenciju ispitivanih jedinjenja. Promenom organskog modifikatora u mobilnoj fazi menja
se selektivnost razdvajanja. Naime, sa porastom polarnosti mobilne faze retencija opada, odnosno
polarniji analit viSe vremena provodi u mobilnoj fazi, tj. slabije ose¢a uticaj stacionarne faze.
Ovakvo ponasSanje se moZe objasniti promenom jacine medumolekulskih interakcija analita i
rastvaraCa na povrsini stacionarne faze, §to je u saglasnosti sa eksperimentalnim rezultatima drugih
autora [130, 129]. Rezultati dobijeni PC analizom retencionih parametara dobijenih u reverzno-

faznim sistemima (Tablica 4) prikazani su na Slici 8.
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Dobijene zavisnosti su linearne, a paralelne prave za sisteme aceton/voda i acetonitril/voda
ukazuju na sli¢nosti u jacini interakcija kao i u retencionom ponaSanju u ovim hromatografskim
sistemima. Takode, vidi se 1 specificno ponaSanje u sistemu metanol/voda u odnosu na druge
reverzno-fazne sisteme. Primecene sli¢nosti 1 razlike u hromatografskom ponasanju posledica su
elucione mo¢i mobilne faze. Naime, $to je mobilna faza ,,slabija“ u sistemu se duze uspostavlja
ravnoteza tako da analit jace interaguje sa stacionarnom fazom. Bolja rastvorljivost analita u
acetonu 1 acetonitrilu moze biti osnovni razlog za slabiju retenciju i drugacije ponasanje u mobilnim

fazama koje sadrze visok udeo (preko 80%) organskog modifikatora [129].
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Slika 7. Grafici zavisnosti vrednosti glavnih komponenti (PC1; PC2; PC3) ispitivanih

steroida dobijenih primenom PCA na Rr vrednosti
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Slika 8. Zavisnost retencionog ponasanja od hromatografskog sistema u uslovima reverzno-fazne

hromatografije dobijena primenom PCA

3.2. ODREDIVANJE PARAMETARA LIPOFILNOSTI

Lipofilnost ispitivanih jedinjenja proucavana je u uslovima NP hromatografije, kao i u
uslovima RP hromatografije. Proucavana je zavisnost Ru-vrednosti u funkciji od loge, gde je ¢
zapreminski udeo acetona, acetonitrila ili metanola u mobilnoj fazi.

Na Slici 9 prikazani su grafici zavisnosti Rm-vrednosti u funkciji od udela acetona (polarnija
komponenta) u aceton/n-heksan mobilnoj fazi. Odgovarajuci regeresioni parametri navedeni su u
Tablici 5.

Na Slici 10 prikazana je zavisnost Rwm-vrednosti od wudela acetonitrila u
acetonitril/dihlormetan mobilnoj fazi, a odgovaraju¢e vrednosti (Tablica 6) dobijene su
ekstrapolacijom na 0% acetonitrila.

Podaci dobijeni primenom regresione analize (Tablica 5) pokazuju da postoji
zadovoljavajuca linearna zavisnost izmedu udela acetona u aceton/n-heksan mobilnoj fazi i

odgovarajucih Ry-vrednosti. Zavisnost udela acetonitrila u acetonitril/dihlormetan mobilnoj fazi i
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odgovarajucih Ry-vrednosti je takode linearna (Tablica 6), ali loSija u odnosu na aceton/n-heksan
mobilnu fazu.

Bez obzira na visoke vrednosti korelacionih koeficijenata (r > 0,95) sa Slika 9 1 10 vidi se
da raspored tacaka na graficima ukazuje na krivolinijsku zavisnost. Ova pretpostavka se moze
potvrditi odgovaraju¢om regresionom analizom pri ¢emu se dobijaju znacajno bolji korelacioni
parametri. Ovakvi rezultati se podudaraju sa adsorpcionim retencionim mehanizmom koji
preovladuje u uslovima normalno-fazne tankoslojne hromatografije.

Takode, razliciti izgledi grafika za aceton/n-heksan i acetonitril/dihlormetan mobilnu fazu
(Slike 9 i1 10) pokazuju porast selektivnosti usled interakcija analit/mobilna faza kao 1
analit/stacionarna faza. Eluciona mo¢ mobilne faze moze biti uzrok za ovakvo ponasanje. Naime,
acetonitril/dihlormetan mobilna faza ima vecu elucionu mo¢ u odnosu na aceton/n-heksan, zbog
toga analit slabije ,,0se¢a‘“ uticaj stacionarne faze; tj. raste uticaj rastvorljivosti uzorka u mobilnoj

fazi na razdvajanje u ispitivanim hromatografskim sistemima [101].
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Slika 9. Zavisnost Rm-vrednosti od udela acetona u sistemu silika gel - aceton/n-heksan.
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Slika 10. Zavisnosti Rm-vrednosti od udela acetonitrila u sistemu silika-gel - acetonitril/dihlormetan
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Tablica S. Statisticki podaci za hromatografski sistem silika gel — aceton/n-heksan

Jedinjenje! -m Ry’ -Cy r SD n P
C1 3,590+0,152 1,486+0,059 0414 0,991 0,004 6 <0,0001
C2 4,046+0,150 1,752+0,058 0433 0,993 0,004 6 <0,0001
C3 3,686+0,168 1,506+0,064 (0409 0,990 0,005 6 <0,0001
C4 3,919+0,117 1,405+0,045 0,358 0,995 0,002 6 <0,0001
C5 3,773+0,158 1,533+0,061 0406 0,993 0,004 6 <0,0001
Cé 4,323+0,229 1,677+0,088 0,388 0,995 0,009 6 <0,0001
C7 3,397+0,141 1,256+0,054 (0,370 0,991 0,004 6 <0,0001
C8 3,604+0,274 1,513+0,106 (0420 0,972 0,013 6 <0,0001
C9 3,426+0,180 1,153+0,069 0,337 0,986 0,006 6 <0,0001

C10 3,470+0,158 1,101+0,061 (0,317 0,990 0,004 6 <0,0001
C11 3,846+0,163 1,474+0,103 (383 0,991 0,005 6 <0,0001
C12 3,787+0,131 1,349+0,050 0356 0,994 0,003 6 <0,0001
C13 4,083+0,216 1,546+0,054 0,379 0,986 0,008 6 <0,0001
C14 4,182+0,237 1,463+0,106 0,350 0,984 0,010 6 <0,0001
C15 3,800+0,190 1,244+0,069 (328 0,988 0,006 6 <0,0001
C16 3,837+0,186 1,178+0,061 0,307 0,981 0,006 6 <0,0001
C17 3,607+0,188 1,176+0,063 0,326 0,987 0,006 6 <0,0001
C18 3,776+£0,222  1,194+0,050 0316 0,983 0,008 6 <0,0001
C19 3,448+0,156 1,939+0,068 (562 0,990 0,004 6 <0,0001
C20 5,213+0,477 2,152+0,183 0413 0,960 0,040 6 0,0004
C21 5,073+0,418 2,132+0,164 0420 0,967 0,031 6 0,0003

C22 5,694+0,405 2,610+0,156 (458 0,975 0,029 6 0,0001

C23 4,785+0,434 1,901+0,167 0,397 0,960 0,033 6 0,0004
C24 4,881+0,498 1,983+0,190 0,406 0,950 0,043 6 0,0006
C25 5,185+0,452 2,155+0,174 (0416 0,963 0,036 6 <0,0001
C26 4,281+0,143 1,899+0,055 0,444 0,994 0,004 6 0,0002
C27 5,311£0,259  2,211+0,099 (0416 0,988 0,012 6 0,0008

C28 4,820+0,135 2,172+0,052 0,451 0,996 0,003 6 0,0006

C29 5,908+0,423 2,655+0,163 (0449 0,975 0,031 6 <0,0001
C30 5,500+0,526 2,351+0,202 (0427 0,956 0,048 6 <0,0001
C31 6,318+0,555 2,716+0,214 0430 0,963 0,054 6 <0,0001

'Tablica 1
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Tablica 6. Statisticki podaci za hromatografski sistem silikagel—acetonitril/dihlormetan

Jedinjenje! -m Ry’ -Cy R SD n P
C1 3,740+0,322  0,980+0,063 0,262 0,964 0,018 6 0,0003
C2 3,706+0,200  0,936+0,039 0,253 0,986 0,007 6 <0,0001
C3 3,605+0,306  0,600+0,060 0,166 0,965 0,016 6 0,0003
C4 4,699+0,383  0,833+0,075 0,177 0,968 0,026 6 0,0003
C5 4,585+0,536  0,560+0,104 0,122 0,935 0,050 6 0,0010
Coé 4,531+£0,470  0,607+0,091 0,134 0,948 0,039 6 0,0006
Cc7 4,908+0,567 0,822+0,110 0,168 0,937 0,056 6 0,0010
C8 4,100+0,444  1,162+0,087 0,283 0,944 0,035 6 0,0008
c9 5,284+0,635 0,495+0,124 0,094 0932 0,071 6 0,0011
C10 4912+0,616 0,292+0,120 0,059 0,926 0,067 6 0,0014
C11 4,52240,456  0,969+0,089 0,214 0,951 0,036 6 0,0006
C12 4,537+0,391 1,061+0,076 0,234 0,964 0,027 6 0,0003
C13 4,027+0,433  0,723+£0,084 0,180 0,945 0,033 6 0,0007
C14 3,923+0,350  0,528+0,068 0,135 0,961 0,021 6 0,0004
C15 4,457+0,430 0,197+0,084 0,044 0,955 0,032 6 0,0005
C1e6 3,940+0,231 -0,134+0,045 -0,035 0,983 0,009 6 <0,0001
C17 4,530+0,155 -0,334+0,030 -0,074 0,994 0,004 6 <0,0001
C18 4,524+0,106 -0,140+0,021 -0,031 0,997 0,002 6 <0,0001
C19 2,119+£0,274  1,254+0,058 0,592 0,936 0,006 S5 0,0045
C20 5,335+0,372  1,050+0,072 0,197 0,976 0,024 6 0,0001
C21 5,555+0,581 1,036+0,113 0,187 0,948 0,059 6 0,0007
C22 5,127+0,555 1,328+0,108 0,259 0,944 0,054 6 0,0008
C23 5,133+0,656  0,494+0,128 0,096 0,923 0,075 6 0,0014
C24 4,690+0,571  0,490+0,111 0,105 0,930 0,057 6 0,0012
C25 7,421+0,223  0,853+0,105 0,200 0,995 0,009 6 <0,0001
C26 7,852+0,590 0,917+0,044 0,124 0,972 0,061 6 0,0002
C27 5,374+0,384  0,810+0,114 0,103 0,944 0,059 6 0,0008
C28 6,916+0,203  0,890+0,113 0,166 0,985 0,026 6 0,0006
C29 6,354+0,570  0,868+0,075 0,126 0,995 0,007 6 <0,0001
C30 5,354+0,541  0,250+0,040 0,039 0,946 0,057 6 0,0007
C31 4,258+0,555 0,983+0,111 0,184 0,924 0,051 6 0,0014

I'Tablica 1

Regresioni parametri grafika zavisnosti odsecka (Ry”) i nagiba (m) ispitivanih jedinjenja

(Tablice 5 1 6) u pomenutim hromatografskim sistemima prikazani su jedna¢inama 28 i 29.
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RY = —0,530(+0,041)m — 0,563(+0,180); R = 0,849 SD = 0,991 n =31 P < 0,0001 28

RY = —0,026(40,066)m — 0,536(£0,329); R = 0,029 SD =5,05 n=31P =0,696 29

Visok korelacioni koeficijent izmedu odnosa odsecka 1 nagiba za sistem silika-gel-
aceton/n-heksan pokazuje da su ispitivana jedinjenja ¢lanovi kongenerne serije. Na osnovu toga

ovi parametri mogu se koristiti za proucavanje lipofilnosti ispitivanih supstanci [101].

Medutim, u slucaju sistema silika gel-acetonitril/dihlormetan dobijeni faktor korelacije
iznosi 0,029 i pokazuje da nema linearne zavisnosti odsecka i nagiba odredenih metodom najmanjih
kvadrata u sistemu silika gel-acetonitril/dihlormetan. Nizak sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi
moze biti razlog za ovakvo ponaSanje. Naime, pri linearnoj regresionoj analizi sadrzaj acetonitrila
se ekstrapoliSe na 0%. Na osnovu velike vrednosti standardne devijacije moZemo zakljuciti da su

dobijene vrednosti nesigurne tj. sistem je opterec¢en velikom greskom [129, 130].

Posto su Ru-vrednosti korelisane sa udelom polarnije komponente jedinjenja sa izrazenijim
lipofilnim karakterom imaju nize Rp’-vrednosti u odnosu na reverzno-fazne sisteme.
Zadovoljavajuéa korelacija izmedu Ry i m pokazuje da se Ru’-vrednost za sistem silika-gel-

aceton/n-heksan moze koristiti kao lipofilni parametar.

Takode na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su hromatografski odredeni
parametri lipofilnosti u sistemu aceton/n-heksan pogodniji za proucavanje odnosa hromatografskog

ponasanja i parametara lipofilnosti u normalno-faznim uslovima.

Kao S$to je ve¢ reCeno, retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja proucavano je i u
uslovima reverezno-fazne hromatografije na tankom sloju C-18 silika gela. Kao mobilna faza

koris¢ene su smese vode i organskog modifikatora (aceton, acetonitril ili metanol).

Grafici zavisnosti retencionog ponaSanja u funkciji od udela organskog modifikatora
prikazani su na Slikama 11-13, a odgovaraju¢i parametri dobijeni regersionom analizom u

Tablicama7-9.
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Slika 11. Zavisnosti Rm-vrednosti u funkciji od udela acetona u hromatografskom sistemu C-18 silika-gel-aceton/voda
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Slika 12. Zavisnosti Rm- vrednosti u funkciji od udela acetonitrila u hromatografskom sistemu C-18 silika-gel-acetonitril/voda.
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Slika 13. Zavisnosti Rm -vrednosti u funkciji od udela metanola u hromatografskom sistemu C-18 silika-gel-metanol/voda.
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Tablica 7. Statisticki podaci za hromatografski sistem C-18 silika-gel-aceton/voda

Jedinjenje! -m Ry’ -Cy R SD n P
C1 2.809+0,090 1,711+0,063 0,610 0,992 0,008 9 <0,0001
C2 2.804+0,099 1.746+0,070 0,622 0,990 0,010 9 <0,0001
C3 2.991+0,054 1.901+0,038 0,636 0,997 0,003 9 <0,0001
C4 4.063+0.129 3,037+0,095 0,752 0,993 0,011 8 <0,0001
C5 4,105+0,165 2,984+0,121 0,730 0,989 0,017 8 <0,0001
Co 4,127+0,143 3,053+0,105 0,744 0,992 0,013 8 <0,0001
Cc7 2.685+0,091 1,683+0,064 0.627 0,991 0,009 9 <0,0001
C8 2,728+0,088 1,658+0,063 0,608 0,992 0,008 9 <0,0001
C9 4,191+0,077 3,136+0,055 0,748 0,997 0,006 9 <0,0001

C10 4,634+0,094 3,568+0,069 0,770 0,997 0,006 8§ <0,0001
C11 4,512+0,116 3,366+0,083 (0,746 0,995 0,014 9 <0,0001
C12 4,419+0,089 3,385+0,065 0,766 0,997 0,005 8 <0,0001
C13 1,825+0,059 0,769+0,042 0,442 0,992 0,004 9 <0,0001
C14 2,52540,029 1,531+0,020 0,608 0,999 0,001 9 <0,0001
C15 4,115+0,144 2,912+0,103 0,713 0,990 0,022 9 <0,0001
C16 3540+0,113  2,522+0,080 0,713 0,992 0,013 9 <0,0001
C17 4,785+0,161 3,626+0,115 0,762 0,991 0,027 9 <0,0001
C18 4,471+0,151 3,258+0,108 (0,760 0,991 0,024 9 <0,0001
C19 2,084+0,059 0,930+0,042 (0444 0,994 0,004 9 <0,0001
C20 3,305+0,100 2,235+0,071 0,678 0,993 0,011 9 <0,0001
C21 3,335+£0,090 2,177+0,064 0,653 0,994 0,009 9 <0,0001
C22 3,397+0,106  2,108+0,075 0,620 0,992 0,012 9 <0,0001
C23 3.866+0,047 2,743+0,033 0,707 0,999 0,002 9 <0,0001
C24 3.708+0,086 2,548+0,061 0,685 0,996 0,008 9 <0,0001
C25 3.385+0,090 2,374+0,064 0,699 0,994 0,008 9 <0,0001
C26 3.239+0,111 2,056+0,080 0,634 0,991 0,013 9 <0,0001
C27 2.981+0,092  1,879+0,066 0,631 0,992 0,009 9 <0,0001
C28 3.864+0,089 2,784+0,063 0,722 0,996 0,008 9 <0,0001
C29 3.593+0,084 2,523+0,060 0,702 0,996 0,007 9 <0,0001
C30 3.104+0,066 1,974+0,047 0,635 0,996 0,005 9 <0,0001
C31 4,012+0,131 2,929+0,093 0,733 0,992 0,018 9 <0,0001
"Tablica 1
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Tablica 8. Statisticki podaci za hromatografski sistem C-18 silika-gel-acetonitril/voda

Jedinjenje! -m Ry’ -Cy R SD n P
C1 1,397+0,038 0,782+0,027 0,556 0,994 0,001 9 <0,0001
C2 1,375+0,046 0,809+0,033 0,588 0,991 0,002 9 <0,0001
C3 1,434+0,023 0,909+0,017 0,632 0,998 0,001 9 <0,0001
C4 2,076+0,038 1,770+0,027 0,856 0,997 0,002 9 <0,0001
Cs 1,883+0,050 1,545+0,035 0,824 0,994 0,003 9 <0,0001
Cé 1,815+0,056 1,595+0,040 0,876 0,992 0,003 9 <0,0001
C7 1,978+0,064 0,955+0,046 0,471 0,992 0,004 9 <0,0001
C8 1,461+0,035 0,577+0,025 0,353 0,996 0,001 9 <0,0001
c9 2,51940,090 1,634+0,064 0,637 0,990 0,008 9 <0,0001
C10 2,589+0,095 1,835+0,068 0,709 0,989 0,009 9 <0,0001
C11 2,666+0,062 1,797+0,044 0,671 0,996 0,004 9 <0,0001
C12 2,501+0,077 1,898+0,055 0,759 0,992 0,006 9 <0,0001
C13 1,716+£0,058 0,696+0,041 0,420 0,991 0,004 9 <0,0001
C14 2,132+0,054 1,384+0,038 0,648 0,995 0,003 9 <0,0001
C15 2,300+0,080 1,591+0,057 0,689 0,991 0,007 9 <0,0001
C16 2,344+0,081 1,706+0,058 0,726 0,991 0,007 9 <0,0001
C17 3,114+0,065 2,529+0,047 0,813 0,996 0,004 9 <0,0001
C18 3,100+0,119 2,611+0,087 0,842 0,990 0,009 & <0,0001
C19 1,958+0,071 0,737+0,048 0,370 0,991 0,003 & <0,0001
C20 2,398+0,099 1,543+0,071 0,641 0,986 0,010 9 <0,0001
C21 2,522+0,082 1,311£0,059 0,516 0,992 0,007 9 <0,0001
C22 2,992+0,084 1,842+0,060 0,620 0,994 0,007 9 <0,0001
C23 -3,200+0,10 2,205+0,074 0,689 0,992 0,011 9 <0,0001
C24 2,971+0,105 1,836+0,075 0,620 0,990 0,012 9 <0,0001
C25 2,53140,083 1,666+0,059 0,655 0,991 0,007 9 <0,0001
C26 3,559+0,120 2,119+0,085 0,604 0,991 0,015 9 <0,0001
C27 3,783+0,129 2,405+0,092 0,609 0,991 0,017 9 <0,0001
C28 2,244+0,072 1,555+0,051 0,687 0,992 0,005 9 <0,0001
C29 2,583+0,086 1,727+0,061 0,660 0,991 0,008 9 <0,0001
C30 3,120+0,093 2,007+0,066 0,634 0,993 0,009 9 <0,0001
C31 2,566+0,066 1,792+0,047 0,689 0,995 0,005 9 <0,0001

I Tablica 1
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Tablica 9. Statisticki podaci za hromatografski sistem C-18 silika-gel-metanol/voda

Jedinjenje! -m Ry’ -Cy R SD n P
C1 2,500+0,128 1,785+0,104 0,714 0,990 0,005 5 <0,0001
C2 2,670+0,104 1,972+0,084 0,738 0,994 0,003 5 <0,0001
C3 2,806+0,112 2,049+0,091 0,730 0,994 0,004 5 <0,0001
C4 4,113+0,212 3,55240,172 0,862 0,989 0,013 5 <0,0001
Cs 4,474+0,233 3,836+0,189 0,859 0,989 0,016 5 <0,0001
Cé 4,638+0,163 4,016+0,132 0,865 0,995 0,008 5 <0,0001
Cc7 2,146+0,094 1,429+0,076 0,665 0,992 0,003 5 <0,0001
C8 2,146+0,105 1,468+0,085 0,681 0,991 0,003 5 <0,0001
c9 3,299+0,169 2,648+0,138 0,801 0,990 0,009 5 <0,0001
C10 3,717+0,171 3,101+0,139 0,834 0,992 0,009 5 <0,0001
Cc1 4,071+£0,200 3,403+0,162 0,836 0,990 0,012 5 <0,0001
C12 4,027+0,164 3,428+0,133 0,854 0,993 0,008 5 <0,0001
C13 2,320+0,104 1,374+0,084 0,588 0,992 0,003 5 <0,0001
C14 2,750+0,106 2,040+0,086 0,739 0,994 0,003 5 <0,0001
C15 3,400+0,179 2,810+0,145 0,822 0,989 0,010 5 <0,0001
C16 2,940+0,139 2,378+0,113 0,803 0,991 0,006 5 <0,0001
C17 3,990+0,085 3,492+0,069 0,873 0,998 0,002 5 <0,0001
C18 4230+0,217 3,746+0,177 0,886 0,990 0,014 5 <0,0001
C19 2,260+0,099 1,444+0,081 0,633 0,992 0,003 5 <0,0001
C20 3,120+0,140 2,508+0,113 0,799 0,992 0,006 5 <0,0001
C21 2,260+0,115 1,602+0,093 0,705 0,990 0,004 5 <0,0001
C22 2,230+0,097 1,488+0,079 0,662 0,992 0,003 5 <0,0001
C23 2,480+0,119 1,858+0,097 0,752 0,991 0,004 5 <0,0001
C24 2,360+0,111 1,770+£0,090 0,749 0,991 0,004 5 <0,0001
C25 3,420+0,133 2,730+0,108 0,803 0,994 0,005 5 <0,0001
C26 2,070+0,090 1,192+0,073 0,564 0,992 0,002 5 <0,0001
C27 2,190+0,070 1,310+0,057 0,586 0,996 0,001 5 <0,0001
C28 3,560+0,150 2,922+0,122 0,822 0,993 0,007 5 <0,0001
C29 2,700+0,131 1,926+0,106 0,719 0,991 0,005 5 <0,0001
C30 2,700+0,120 1,874+0,097 0,691 0,992 0,004 5 <0,0001
C31 3,950+0,164 3,284+0,133 0,835 0,993 0,008 5 <0,0001

I Tablica 1
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Posto se odnos nagiba i odsecka koristi kao alternativa lipofilnim parametrima uporedili
smo dobijene vrednosti ovih parametara. Ova zavisnost je znacajna samo u kongenernim serijama
[131].

Odgovarajuce zavisnosti prikazane su jednacinama: 30 (aceton/voda),

31(acetonitril/voda) i 32 (metanol/ voda).

RY = —0,982(+0,016)m — 1,035(+0,059); R = 0,992 SD = 0,136 n =31 P < 0,0001 30

RY = —0,749(40,077)m — 0,215(+0,191); R = 0,759 SD = 2,020 n=31P < 0,0001 31

RY = —1,086(+0,020)m — 0,946(+0,062); R = 0,990 SD = 0,213 n=31P < 0,001 32

JednacCine zavisnosti navode na zakljucak da ispitivana jedinjenja pripadaju kongenernoj
seriji. Vrednosti odsecka i nagiba su bliske nuli, odnosno jedinici $to pokazuje da odsecak zavisi

samo od nespesifi¢nih interakcija analita sa povrSinom sorbenta [132].

Vrednosti nagiba dobijene linearnom regresijom opadaju od acetonitrila ka metanolu, $to
navodi na zakljuCak da je migracija analita najosetljivija na promenu sadrzaja acetonitrila u

mobilnoj fazi [136].

Da bismo §to bolje razumeli hromatografsko ponaSanje u uslovima normalno- i reverzno-
fazne hromatografije uporedili smo dobijene Ry’ i C, vrednosti u mobilnim fazama koje sadrze

aceton i acetonitrile; grafici zavisnosti prikazani su na Slikama 14 i 15.

Nizak koeficijent korelacije i velika vrednost standardne devijacije zavisnosti prikazanih
na Slikama 14 i 15 navodi na zaklju¢ak da vrednosti Ry’, dobijene u uslovima normalno- i
reverzno-fazne hromatografije nisu medusobno zavisne, tj. supstituenti vezani za steroidno jezgro

znacajno uti¢u na hromatografsko ponasanje.
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Ukoliko uporedimo Ry vrednosti strukturno sli¢nih jedinjenja, vidi se da dolazi do
znacajnog poboljSanja korelacionih koeficijenata pri upotrebi rastvarata koji sadrze aceton.
Medutim, korelacioni faktori i dalje nisu dovoljno dobri za relevantne zakljucke. Odgovarajuci
grafici dati su na Slikama 161 17.

Niski korelacioni koeficijenti za hromatografske sisteme koji sadrze acetonitril mogu se
objasniti svojstvom acetonitrila da daje asimetricne pikove koji onemogucavaju formiranje
vodoni¢nih veza sa slobodnim (nemodifikovanim) silanolnim grupama reverzno-faznih
stacionaranih faza [135, 136].

Pri poredenju hidrofobnog parametra C, u uslovima normalno-fazne i reverzno-fazne
hromatografije koeficijent korelacije je poboljSan, ali ne u dovoljnoj meri. Uzimanje u obzir i
interakcija analit/mobilna faza pri odredivanju hidrofobnog parametra C, mozZe biti razlog za ovo

poboljsanje.
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Takode pri odredivanju zavisnosti C, u sistemu silika-gel-aceton/n-heksan i C-18 silikagel-
aceton/voda dolazi do grupisanja jedinjenja sa slicnom strukturom dok se u svim ostalim
slucajevima ovakvo grupisanje ne uocava. Uzimanje u obzir uticaja stacionarne i mobilne faze
moze biti razlog za ovakvo ponasanje.

Validacija hromatografski dobijenih parametara lipofilnosti Cesto se vrsi uporedivanjem
sa 1-oktanol/voda particionim koeficijentom. Dobijeni Rm%-parametri korelisani su sa izraGunatim
logP vrednostima (Tablica 10). Teorijske vrednosti particionog koeficijenta izraCunate su na
osnovu strukuture ispitivanih steroida koriS¢enjem ALOGPs 2.1-vcclab modula [136]. Korelacija
izmedu eksperimentalno odredene lipofilnosti logPexp 1 teorijske vrednosti logP moZze se izraziti
preko Kolanderove (Collander) jednacCine (33):

logPexp = ag + a;logP 33

pri Cemu su ap 1 a; konstante.

Korelacioni matriks izmedu razli€itih izracunatih logP vrednosti i retencionih konstanti m,
Ry" i C, dobijen uz pomo¢ linearne regresione analize prikazan je u Tablici 11.

Na osnovu dobijenih rezultata vidi se da je korelacija najslabija u sistemima koji sadrze
acetonitril u mobilnoj fazi. Ovo se u potpunosti slaze sa ¢injenicom da mobilne faze koje sadrze
acetonitril nisu pogodne za odredivanje lipofilnosti. U mobilnim fazama koje sadrze aceton
najbolju korelaciju pokazuje KOWWIN logP, dok malo nizu pokazuju XlogP, ABlogP i ClogP. U
sistemu metanol/voda najbolju korelaciju pokazuje XlogP. Razlike u korelacionim faktorima mogu
se objasniti na osnovu nacina na koji se racunaju logP vrednosti. Izracunavanje KOWWIN
vrednosti bazira se na atom/fragment doprinosu, ClogP se zasniva na doprinosu fragmenata,
IAlogP se zasniva na doprinosu elektrotopoloskih vrednosti atoma, dok se XlogP bazira na
doprinosu atoma u molekulu.

Kao §to je veé receno, lipofilni parametar Ry’ predstavlja ekstrapolisanu vrednost na 0%
organskog modifikatora (odsecak), pa razlog za ovakve rezultate moze biti osetljivost odsecka na
promene sastava mobilne faze pri niskim koncentracijama polarnije komponenete [136, 137].

Parametar lipofilnosti C, uzima u obzir i uticaj mobilne faze na hromatografsko ponasanje

tako da se, najverovatnije zbog toga, dobijaju vise vrednosti korelacionih koeficijenata.
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Slika 14. Grafici zavisnosti hromatografski odredenih parametara lipofilnosti Ry’ (a) i Co(b) dobijenih u uslovima normalno-

fazne i reverzno-fazne hromatografije: sistem silikagel-aceton/n-heksan i C18 silika-gel aceton/voda
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Slika 15. Grafici zavisnosti hromatografski odredenih parametara lipofilnosti Ry (a) i Co(b) dobijenih u uslovima normalno-

fazne i reverzno-fazne hromatografije: sisteme silikagel-acetonitril/dihlormetan i C18 silika-gel acetonitril/voda
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Tablica 10. Teorijski izracunate logP vrednosti za ispitivana jedinjenja

Nasi radovi

;i :1 AlogP”* IAlogR* AB/logP" QlogP" Cosmofrag® milogP! KOWWIN" XlogP* SlogP" logP”
1 2,22 1,71 0,99 2,28 2,29 1,85 0,45 0,83 0.95 2,08
2 1,90 1,32 1,29 2,03 2,91 2,03 1,37 1,44 0,83 1,60
3 2,52 2,22 2,10 2,80 3,24 2,74 1,97 2,18 1,42 1,82
4 2,90 1,98 2,59 3,14 4,05 3,1 2,46 2,43 1,95 248
5 3,48 3,50 3,33 4,21 5,48 3,91 3,53 330 3,49 3,44
6 3,57 3,04 3,09 3,61 5,12 4,05 3,29 3,35 346 3,13
7 1,81 1,17 0,39 1,49 1,24 1,28 3,25 0,26 0,41 1,24
8 1,25 0,81 0,69 1,24 1,91 1,47 3,83 0,87 081 0,75
9 2,02 0,79 1,51 2,02 2,01 2,17 4,43 1,61 0,98 1,76
10 2,64 1,23 1,99 2,36 3,12 2,53 4,92 1,86 2,29 1,64
11 3,11 2,99 2,74 3,43 4,33 3,34 5,99 2,73 2,90 2,64
12 3,00 2,60 2,49 2,83 4,27 3,48 5,76 2,78 292 2,29
13 1,15 1,07 -0,34 0,64 0,16 0,58 1,70 -0,32 1,09 0,29
14 1,67 0,62 0,78 1,17 1,39 1,47 3,22 1,02 1,56 0,03
15 2,48 1,40 2,12 2,82 3,22 2,27 1,93 1,20 1,98 2,07
16 1,23 0,40 1,03 0,83 1,17 1,62 1,08 1,70 0,47 1,12
17 4,46 5,86 4,48 4,86 5,16 3,83 3,68 3,84 2,97 4,31
18 4,83 5,95 4,37 5,08 4,82 3,84 3,76 4,00 332 4,31
19 1,26 0,55 0,97 0,99 2,34 1,65 2,03 0,91 0,43 0,94
20 2,68 2,70 2,06 2,84 2,99 2,18 1,37 1,37 1,72 2,12
21 2,83 2,65 1,70 1,93 2,19 2,31 1,46 1,54 1,81 2,39
22 1,96 1,10 0,82 2,00 1,68 1,41 -0,24 0,71 0,82 1,83
23 2,10 1,70 1,46 1,55 2,06 0,56 2,31 0,58 1,43 1,57
24 2,89 2,27 0,78 1,14 3,03 1,75 1,94 0,98 1,28 1,55
25 1,89 1,59 1,68 2,69 4,28 2,65 1,79 2,54 2,14 0,99
26 0,89 -0,13 -0,23 0,88 1,08 0,17 0,75 0,10 -1,07 0,61
27 1,27 1,33 0,79 1,00 -0,75 -0,28 0,91 0,24 -1,24 0,48
28 3,71 3,45 3,80 4,84 3,69 2,76 3,79 3,18 2,92 3,96
29 2,03 1,92 1,80 3,05 2,87 2,55 1,45 1,57 1,87 2,31
30 2,77 1,45 1,41 2,27 2,53 1,99 1,70 1,00 1,32 1,47
31 3,64 3,24 3,56 4,62 3,08 2,55 3,70 2,75 2,26 341

* Pogledati referencu 139:
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Tablica 11. Korelacioni matriks izmedu Rm%, m i Co

Nasi radovi

1 odgovarajucih izracunatih /ogP vrednosti

Aceton/heksan Acetonitril/dihlormetan

m Ry Co m Ry’ Co
AlogP -0,033 -0,026 0,055 0,032 0,115 0,113
IAlogP -0,033 -0,029 0,027 0,030 0,103 0,097
ABlogP 0,034 -0,024 0,035 0,031 0,095 0,071
QlogP -0,025 -0,034 0,003 0,006 0,025 0,047
cosmofrag -0,013 -0,002 0,005 0,031 0,020 0,017
milogP 0,001 0,029 0,045 0,030 0,034 0,006
KOWWIN 0,126 0,184 0,132 0,008 0,009 0,024
XlogP 0,025 0,003 0,053 0,030 0,084 0,045
ClogP 0,031 -0,003 0,067 0,034 0,038 0,015
logP 0,033 -0,033 0,004 0,027 0,410 0,054
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Tablica 11: nastavak
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Aceton/voda Acetonitril/voda Metanol/voda

m Ry’ Co m Ry’ Cy m RV’ Cy
AlogP 0,504 0,487 0,41 0,020 0,187 0,450 0,572 0,626 0,588
TIAlogP 0,337 0,319 0,25 0,013 0,173 0,308 0,412 0,471 0,400
ABlogP 0,548 0,547 0,473 0,030 0,150 0,506 0,714 0,756 0,694
QlogP 0,445 0,440 0,398 0,034 0,097 0428 0,641 0,665 0,565
cosmofrag 0444 0,446 0,374 0,015 0,050 0,420 0,683 0,723 0,683
milogP 0,417 0,431 0,371 0,019 0,004 0,404 0,736 0,762 0,719
KOWWIN 0,287 0,325 0,232 0,030 0,019 0,055 0,382 0,386 0,332
XlogP 0,511 0,527 0,481 0,033 0,107 0,528 0,783 0,819 0,741
ClogP 0,401 0,414 0,331 0,006 0,025 0,372 0,699 0,736 0,710
logP 0,497 0,473 0,392 0,032 0,120 0,394 0,518 0,573 0,520
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Slika 16. Zavisnost hromatografski odredenog lipofilnog parametra Ry’ dobijenog u uslovima normalno-fazne i reverzno-fazne

hromatografije: sistemi silika-gel-aceton/n-heksan i C18 silika-gel aceton/voda
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Slika 17. Zavisnost hromatografski odredenih lipofilnih parametara Cy

0 aceton heksan

dobijenih u uslovima normalno-fazne i reverzno-fazne

hromatografije: sistemi silika-gel-aceton/n-heksan i C18 silika-gel aceton/voda
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U cilju sto boljeg razumevanja odnosa strukture i1 bioloSke aktivnosti proucavana je
zavisnost hromatografski odredenih parametara lipofilnosti sa eksperimentalno odredenim

vrednostima bioloSke aktivnosti.

Eksperimentalno odredena bioloSka aktivnost izrazena je preko dve vrednosti ICsoi pG(%). ICso
predstavlja koncentraciju supstance potrebnu da bi se koli¢ina preZivelih ¢elija smanjila na 50% u
odnosu na Ceilje zasejane na podlozi, dok pG(%) predstavlja koncentraciju jedinjenja koja uzrokuje

inhibiciju rasta 50% od ukupnog broja Celija.

Bioloska aktivnost je ispitivana prema razli¢itim ¢elijama tumora, a dobijeni rezultati su

navedeni u Tablicama 12 1 13.

Iz dobijenih rezultata jasno se vidi da jedninjenja 1, 2, 3 1 19 nisu bioloski aktivna dok

jedinjenja 10,13 i 14 imaju izrazitu biolosku aktivnost.

Proucavana je i zavisnost hromatografski odredenih parametara lipofilnosti Ry’ i Cy sa
logaritmom reciprocne vrednosti bioloske aktivnosti. Medutim, niske vrednosti korelacionih
koeficijenata pokazuju da nema linearne zavisnosti. Na osnovu toga mozemo zakljuciti da nije
moguce doneti uniformni zaklju¢ak o odnosu hromatografski odredenih parametara lipofilnost Ry’
1 C, 1 eksperimentalno odredene bioloske aktivnosti. Visoke vrednosti odsecka i nagiba, a niski
korelacioni koeficijenti navode na zakljuak da ne bi trebalo ispitivati sva jedinjenja istovremeno

ve¢ samo strukturno sli¢na jedinjenja.

Vise vrednosti korelacionih koeficijenata dobijene su pri proucavanju zavisnosti parametra
C, 1 bioloske aktivnosti. Budu¢i da se pri izraCunavanju ovog parametra uzima u obzir i uticaj

mobilne faze, rastvorljivost analita u mobilnoj fazi mogu biti razlog za ovakvo ponaSanje.

Uporedivanjem rezultata dobijenih pri normalno-faznim i reverzno-faznim uslovima vidi
se da je zavisnost bolja u slucaju reverzno-fazne hromatografije. S obzirom da se smatra da iste
osnovne medumolekulske interakcije odreduju ponasanje supstance u hromatografskom i
bioloSkom okruzenju, alkil-modifikovani silika-gel sadrzi hidrofilni i hidrofobni deo tako da se
dobijaja realnija slika o transport molekula kroz ¢elijske membrane u odnosu na polaran

nemodifikovani silika-gel.
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Tablica 12. Eksperimentalno odredena bioloska aktivnost prema razli¢itim vrstama tumora

izrazena preko ICsgo

ICso
Jedinjenje HeLa Fem-x K562
(cerviks) (melanoma) (leukemija)
1 >100 >100 >100
2 >100 >100 >100
3 >100 >100 >100
4 24,00 62,00 34,5
5 49,6 70,6 36,1
6 35,1 41,7 26,7
7 5,73 7,10 6,22
8 8,36 8,18 5,67
9 2,23 1,58 3,50
10 1,48 1,16 1,30
11 5,50 5,05 3,72
12 3,95 4,65 1,00
13 1,35 1,55 1,50
14 1,11 0,51 0,66
15 13,70 11,97 3,12
16 2,75 3,70 3,30
17 40,70 13,00 12,50
18 75,00 53,60 44,30
19 >270 >270 >270
20 47,70 81,40 42,60
21 14,50 6,20 13,70
22 6,67 3,22 3,88
23 30,10 9,15 7,88
24 2,50 6,00 1,20
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Tablica 13. Eksperimentalno odredjena bioloSka aktivnost izrazena u pG(%) pri koncetraciji od
100 uM

pG(%) 100uM
o NCI-
Jedinjenje MCEF7 SF-268
H460
(dojka) (CNS)
(pluca)
25 92 101 90
26 90 98 96
27 108 104 116
28 34 54 37
29 99 96 82
30 82 53 58
31 6 -58 13

4.3.MOLEKULSKO MODELOVANJE

U cilju Sto boljeg razumevanja odnosa strukture i hromatografskog ponasanja, retencioni
parametri su korelisani sa molekulskim svojstvima analita primenom visSestruke linearne regresije
(MLR) i parcijalne regresije najmanjih kvadrata (PLS).

Kvantitativni odnos strukture i retencije (QSRR) predstavlja matematicku formulu koja
najreprezentativnije opisuje zavisnost molekulskih desktiptora (opisuju strukturu jedinjenja) i
hromatografskog ponasanja [138].

U ovim formulama hromatografsko ponasenje analita se povezuje sa njegovim fizicko-
hemijskim i/ili strukturnim, elektrostatickim, sternim i topoloskim deskriptorima [124, 139]. MLR
1 PLS se Cesto koriste u ovim istrazivanjima jer se dobro predvidanje ne moze dobiti pomocu samo
jednog deskriptora [140].

Glavna razlika izmedu ove dve tehnike je u ispitivanom setu podataka. Naime, MLR uzima
u obzir ogranican broj promenljivih, dok PLS koristi linearne kombinacije originalnih podataka.
Prednosti MLR su jednostavnost interpretacije i direktna veza izmedu dobijenih koeficijenata i
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pocetnih podataka. Sa druge strane, loSa prediktivnost i nemogu¢nost analize medusobno zavisnih
varijabli su osnovne mane ove metode. PLS se moZe primeniti za analizu visokozavisnih podataka
i takode tolerantan je na nedostatak podataka u XY matrici. Za mali set podataka 10-20%
nedostajucih vrednosti ne opterecuje rezultate analize, u sluaju da nisu posledica sistemske greske

[140].

4.3.1. ViSestruka linearna regresija (MLR)

Prvi korak u svakoj MLR analizi je smanjenje seta podataka [109]. Deskriptori sa nedostaju¢im
vrednostima kao 1 oni ¢ija je relativna standardna devijacija manja od 10% su odbaceni, a u sluc¢aju
visoko-korelisanih deskriptora (korelacija r > 0,6) uzima se samo jedan od njih. Ovaj korak je
klju€an za dobijanje odgovarajuc¢ih modela [141], jer nedostatak ¢ak i jedne varijable moZze da da
nezadovoljavajuce rezultate. Najuticajniji model je biran na osnovu sledecih kriterijuma: najveca
vrednost F-testa, najniza vrednost za srednju gresku kvadrata, znacajnost cleog modela (P) i
predvideni ostatak sume kvadrata greSaka (PSS). Mo¢ predvidanja je potvrdena upotrebom
slu¢ajnih uzoraka. Unakrsna potvrda modela R%., reflektuje sposobnost predvidanja modela i
definisana je kao (SSY-PRESS)/SSY, gde SSY predstavlja sumu kvadrata devijacije zavisne
varijable od srednje vrednosti. Ispitivani steroidi su podeljeni na dve grupe kalibracionu i1
kontrolnu. Jedinjenja 1, 2, 11, 12, 16, 19, 22, 24, 27, 30 i 31 se nalaze u kontrolnoj grupi dok

preostala jedinjenja ¢ine kalibracioni set.

MLR modeli su ispitivani za tri Ry” vrednosti, tj. tri razli¢ite mobilne faze (metanol/voda,
aceton/voda i acetonitril/voda) na C18 silika-gelu. Deskriptori dobijeni metodom postepene
regresije koriS¢eni su kao polazni podaci u MLR analizi. Zbog velike preciznosti (linearna
ekstrapolacija) 1 sposobnosti da smanji interakcije izmedu silanolnih grupa i1 analita, metanol je
organski rastvara¢ koji se najcesce koristi za odredivanje logP vrednosti [143] . Takode, tokom
uspostavljanja ravnoteze molekuli metanola formiraju monosloj na povrsini stacionarne faze koji
omogucava bolju saglasnost vodoni¢nog vezivanja sa n-oktanol/voda particionim koeficijentom.
Ocigledno je da su najveée vrednosti za R’y kao i F-vrednost i najniZze za P i PRESS u sistemu

metanol/voda.
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Modeli sa razli¢itim brojem promenljivih za sistem metanol/voda prikazani su u Tablici 14.

U Tablici 15 nalaze se vrednosti korelacionih koeficijenati za varijable uklju¢ene u opisane
modele.

U sistemu sa jednom promenljivom odnos strukture i retencije zavisi samo od XlogP vrednosti.
Sistem sa dve promenljive sastoji se od povrSinskog napona (surface tension, ST) i XlogP
vrednosti. PovrSinski napon je fizicko-hemijska veli¢ina koja je povezana sa parahorom i obrnuto
proporcionalna molarnoj zapremini. Zbog toga se ST moze posmatrati kao sterni deskriptor [143,
114]. Na osnovu podataka iz Tablice 14 mozemo zakljuciti da ST ima negativan uticaj na retenciju,
odnosno, Ry’ opada sa porastom sternog uticaja.

Vodoni¢no vezivanje po Hansenu (Hansen Hudrogen Bonding, HHB) ulazi u model sa tri
promenljive, sa ve¢ pomenutim ST i XlogP. Ova vrednost predstavlja jedan od 3-D parametara
rastvorljivosti u vodi i zasniva se na Hildebrandovim parametrima rastvorljivosti. Po Hansenovom
pristupu Hildebrandov parametar je podeljen na tri komponente: disperzna sila, polarna sila i sila
vodoni¢nog vezivanja. Ovakav pristup znacajno povecava preciznost predvidanja nepolarnih
molekulskih interakcija. [144, 145]. Negativna vrednosti koeficijenta HHB u jednacine sa tri
varijable ukazuje da lipofilnost opada sa porastom HHB-a.

U cilju provere prediktivne sposobnosti dobijene jednaCine su primenjene na jedinjenja iz
kontrolnog seta. Odgovarajuci rezultati su prikazani na Slici 18. Prediktivna sposobnost zasnovana
na jednacinama sa Cetiri i viSe varijabli prikazana je na Slici 19. Kao $to se vidi sa odgovarajuc¢ih
grafika, ovi modeli imaju loSu prediktivnu sposobnost i zbog toga ih nismo detaljnije opisivali. Kao
Sto je receno, hromatografsko ponaSenje analita proucavano je u sistemima aceton/voda i
acetonitril/voda. Niske vrednosti korelacija izra¢unatih i eksperimentalno odredenjih Ry vrednosti
pokazuju da se ovi sistemi ne mogu koristiti za kvantitativno opisivanje odnosa strukture i retencije

veé samo na kvalitativnom nivou.

4.3.2. Parcijana regresija najmanjih kvadrata
U cilju dobijanja $to boljeg modela pored MLR-a na ispitivani skup podataka primenjena je i
PLS analiza. U prethodnom tekstu ve¢ smo rekli da PLS regresiona analiza umanjuje uticaj
kolinearnosti izmedu varijabli i zbog toga precizan odabir varijabli viSe nije odlucujuci korak pri

dobijanju odgovaraju¢ih QSRR modela [146]. Prvi korak u PLS regresionoj analizi predstavlja

Doktorska disertacija Tomislav Tosti
84



Nasi radovi

skaliranje 1 centriranje dobijenih rezultata [147]. Posle toga ide slucajni odabir varijabli iz
kontrolnog seta koji se zasniva na Cetiri deljenja 1 jednom ponavljanju. Najbolji PLS model je onaj
koji ima najvecée vrednosti R?q1 i R%y i najnize vrednosti za RMSEC i RMSECV. Kao i kod MLR
analize, statisticki znacajni PLS modeli su dobijeni za metanol/voda mobilnu fazu. Najniza
vrednost RMSECYV je bila kriterijum za odabir latentne varijable. Najniza RMSECV vrednost je
dobijena za sistem sa tri varijable i iznosi R%a1 = 0,872, R%,= 0,750; RMSEC = 0,316, RMSECV
= 0,508 i R%prea = 0,883.

Pri PLS modelovanju varijabla X moZe biti vazna za dobijanje Y i, bez obzira na to uticaj X
raste sa porastom apsolutne vrednosti koeficijenta. To znac¢i da varijable sa malim vrednostima
koeficijenta nisu ukljuc¢ene u predvidanja Y. Uopsteno, uticaj varijabli se odreduje na osnovu VIP
faktora (variable inportance in projection), Sto predstavlja normiranu vrednost regresionih
koeficijenata za svaku varijablu [122]. Promenljiva se moze smatrati relevantnom za proucavanje

zavisno-promenljivih X 1Y ako je VIP > 1, dok one kod kojih je vrednost bliska 0 nemaju uticaj.

Tablica 14. MLR modeli za sistem metanol voda

Broi PRESS
! Jednacina n  R%  MSE F
promenljivih / SSY
1
Rv®=1316(+0,183)+0,672( £ 0,083)XlogP 20 0,723 0,209 65,082 0,277
2 Ruv® = 1,993( £ 0,518) — 3,104*102 ( + 0,022)ST
20 0,759 0,198 35,217 0,241
+0,710( + 0,086)Xlog P
Ry = 2,702( £ 0,776) — 4,824*102 ( +
3 0,040)HHB -3,769*107 ( + 0,023)ST + 0,689( +
20 0.783 0.193 24.624 0.217
0.086)Xlog P
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Tablica 15. Korelacioni matriks promenljivih uklju¢enih u MLR modele za sistem C18
silika-gel-metanol/voda

RM° HHB ST Xlog P
Rm° 1
HHB -0,329 1
ST 0,138 -0,308 1
XlogP 0,885 0,276 0,316 1
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Slika 20. Regresioni koeficijenti odnosa Rm” i molekulskih deskriptora odredenih u sistemu

metanol/voda

Regresioni koeficijenti odnosa Ry’ i molekulskih deskriptora su prikazani na Slici 20. Na
osnovu izgleda grafika moze se videti da energija hidratacije povrSina, disperzija po Hansenu,
XlogP vrednost povecavaju Ry, dok povrsinski napon i HHB imaju najveéi negativni uticaj na
Ry". Da bi se proverila validnost modela dobijena jednacina je iskoriS¢ena za izraGunavanje R/’
jedinjenja iz kontrolnog seta. Regresioni koeficijent izmedu eksperimentalno odredene 1 izracunate
Ry" iznosi 0,883. Statisti¢ki parametri pokazuju da analizirani modeli imaju zna¢ajnu prediktivnu
sposobnost u obe multivarijantne metode (MLR i PLS). Takode u oba slucaja sistem metanol/voda
ima najbolju prediktivhu mo¢ u odnosu na aceton/voda i acetonitril/voda. XlogP ST i HHB su

najvaznije varijable u ovim modelima.
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata prikazanih u okviru ovog rada mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Polioksigenovana steroidna jedinjenja moguce je proucavati i razdvajati u uslovima
normalno-fazne kao i u uslovima reverzno-fazne tankoslojne hromatografije.

e U svim ispitivanim slucajevima utvrdena je linearna zavisnost izmedu retencionih konstanti
(Rm%-vrednosti) i sastava mobilne faze.

e U skladu sa retencionim mehanizmima koji preovladavaju u uslovima normalno-fazne
hromatografije, retencija raste sa porastom broja polarnih supstituenata u ispitivanom
molekulu. Takode do porasta Rr-vrednosti dolazi sa porastom elucione mo¢i mobilne faze.
U uslovima normalno-fazne hromatografije sistem aceton/n-heksan se pokazao kao
pogodniji za ispitivanje uticaja sastava mobilne faze na hromatografsko ponasanje
polioksigenovanih steroidnih jedinjenja.

e U uslovima reverzno-fazne hromatografije sistem metanol/voda se pokazao kao
najpogodniji za proucavanje odnosa strukture i retencije ispitivanih jedinjenja.

e Primenom statistickih metoda analize, odnosno analize glavnih komponenata uocava se
jasna razlika izmedu hromatografskog ponaSanja izmedu reverzno-faznih i normalno-
faznih sistema.

e Zavisnost dobijena uporedivanjem hromatografskih parametra dobijenih u uslovima
reverzno-fazne i normalno-fazne hromatografije u sistemu aceton/voda i aceton/n-heksan
pokazuje da postoji slicnost u ponasanju ispitivanih jedinjenja u ova dva sistema.

e Dobijene zavisnosti hromatografskih parametara m i R)” u uslovima reverzno-fazne
hromatografije pokazuju da su u pitanju ¢lanovi kongenerne serije i da se mogu ispitivati
zajedno.

e Svi ispitivani reverzno-fazni hromatografski sistemi su upotrebljeni za procenu lipofilnosti

proucavanih jedinjenja.
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e Hromatografski odredeni parametri lipofilnosti u sistemu metanol/voda na C-18 silika-gelu
pokazuju dobre korelacije sa teorijski izracunatim logP vrednostima, dok je u ostalim
proucavanim sistemima korelacija loSija.

e Vrednost korelacionih koeficijenata eksperimentalno odredene bioloske aktivnosti i
retencionih konstanti Ry’ i Cp pokazuje da ovi odnosi imaju mali statisti¢ki znacaj.

e Primena multivarijatnih statistickih metoda mogla bi da pomogne §to boljem razumevanju
uticaja strukture ispitivanih jedinjenja na biolosku aktivnost proucavanu u uslovima
planarne hromatografije.

e Hromatografski odredeni parametri lipofilnosti Ry’ mogu se koristiti za razvijanje
odgovaraju¢ih modela, odnosno proucavanje zavisnosti izmedu strukture i retencije
primenom visestruke linearne regresije i parcijalne regresije najmanjih kvadrata.

¢ Sistem metanol/voda na C18 silika-gelu pokazao je najbolju zavisnost izmedu molekulskih
deskriptora i Rm’-vrednosti na osnovu ¢ega mozemo zakljuéiti da je ovaj hromatografski
sistem najpogodniji za odredivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja.

e Zavisnost retencionih parametara u sistemu C18 silika-gel -metanol/voda i molekulskih
deskriptora proucavana je primenom MLR i PLS metoda, dobijeni su statisticki znacajni
odnosi izmedu molekulskih deskriptora i Rm%-vrednosti.

e Lipofilnost izrazena kao XlogP, povrsinski napon (ST), Hansenovo vodoni¢no vezivanje
(HHB) su svojstva molekula koji najbolje opisuju kvantitativni odnos strukture i retencije

(QSRR) i u visestrukoj linearnoj regresiji i u parcijalnoj regresiji najmanjih kvadrata.
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e a JucepTandja y HEJWHU HU y JEJIOBUMa HHUje Onila MpeiokeHa 3a CTUIAmE Jpyre

JUIIOME TpeMa CTYANjCKUM MporpaMumMa JIpYyruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA;
® J1a Cy pe3yATaTH KOPEKTHO HAaBEJEHU U

® J1a HMCaM KPIIKO/JIa ayTOPCKa MIPaBa U KOPUCTUO/JIa UHTENEKTYAIHy CBOJUHY IPYTHX JIHIIA.

IHoTnuc ayropa

V¥ beorpany, 15.07.2016




nPunor 2.
O6pas3au 6.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paaa

Mwme n npesnme aytopa __Tomucnas TocTtu

Bpoj nHaekca

Crtyamjckn nporpam

Hacnos paga __Kopenaumja cTpykType n xpomartorpadcKkor noHalwiaka
NOJIMOKCUreHOBaHUX CTepouaa y yCroBMMa niaHapHe xpomarorpadmuje

MeHTOpP npod ap >Kueocnae Tewunh

M3jaBrbyjem aa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr pafa MCTOBETHA eSIeKTPOHCKOj BEP3ujn KOjy
cam npegao/na pagu noxpaweHa y lurmtanHom peno3utopujymy YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOju NNYHK NO4aUM Be3aHM 3a Aobunjart-e akageMcKor HasuBa 4OKTopa
HayKa, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nMe, rogmMHa n MecTo poferwa n gatym oabpaHe paaa.

OBKM nnYHKM nogaun mory ce o06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe oumbnuorteke, y
eIeKTPOHCKOM KaTanory v 'y nybnukauuvjama YHusepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y beorpagay, 15.07.2016




nPunor 3.
O6pasau 7.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CBetoszap Mapkosuh® pa y [OdurutanHu
penosutopnjym YHmsep3anteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy nog HacrioBOM:

Kopeaanuja crpykrype u XpoMaTorpag)ckor NoHAamwa MOJHOKCUT€eHOBAHUX

CTepOM/a y YCJ0BHMA INIAHAPHe XpomaTtorpaduje

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OucepTauujy ca cBUM npunosvmMa npegao/na cam y enekTpoHCKOM chopmaTy norogHOM 3a TpajHoO
apxvBupatse.

Mojy OOKTOpCKy AucepTauujy noxpaweHy y [urutanHom penosutopujymy YHuBep3uteTta y
Beorpagy n focTynHy y OTBOpEHOM MpUCTYNny MOry Aa KopucTe CBW KOju MowTyjy ogpenbe
cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam
ce oanyyumo/na.

1. Aytopctso (CC BY)

2. AyTtopcTBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

@AyTOpCTBO — HekoMepuumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTopCTBO — HEKomepuwujanHo — genutu nog uctum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — genutu nog nctum ycrosuma (CC BY-SA)

(Monumo fa 3aoKpyXute camo jegHy of LWecCT NoHYHeHUX nuueHuu.
KpaTtak onuc nuueHum je cactaBHM 4e0 OBE M3jaBe).

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy, 15.07.2016




1. AyTopctBO. [l03BO/baBaTe yMHOXaBawe, AUCTpMOYUMjy W jaBHO caomnwiTaBakwe gena, u
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe ayTtopa wunv gasaoua
nuueHue, 4Yak n 'y komepumjanHe capxe. OBo je HajcnobogHuja o4 CBUX NULEHLN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BosbaBate yMHOXaBakwe, AUCTpubyunjy u jaBHO
caonwitaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayduH oapeneH of cTpaHe
ayTopa nnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoMepuumjanHdy ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO — HeKOMepLMjanHo — 6e3 npepaaa. [Jo3sorbaBarte yMHOXaBake, ANCTPUbyLnjy
M jaBHO caonwiTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobrnvkoBarwa unm ynotpebe gena y cBomMm geny,
ako ce HaBe[e VMMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa vnu gasaoua nuueHue. Oea
nvueHua He [03BOSbaBa KoMepuumjanHy ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne nuueHue, 0BOM
NMLUEHLOM ce orpaHnyaBa Hajsehu obmm npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HeKOMepuujanHo — [enuTM noa MUCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBaTe
yMHOXaBak€e, ANCTPUOYLMjy 1 jaBHO caoniuTaBawe Aena, U Npepaze, ako ce HaBefe MMe aytopa
Ha HauuH oapeheH oa cTpaHe ayTopa MUnu faBaola N1MLUEHLE U ako ce npepaga AMcTpubyupa noa
MUCTOM UNK cn4YHOoM nuueHuoM. OBa nuueHua He 03BorbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena m
npepaga.

5. AyrtopcTtBO — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUOYUMjy U jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe aena y cCBoOM Aerny, ako ce
HaBefe vMe ayTopa Ha HauMH ogpefneH of cTpaHe ayTopa unm gasaoua nuueHue. Oea nuueHua
[03BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopCcTBO — AenuTu noa UCTUM ycnoBuma. [1o3BosbaBate yMHOXaBawe, ANCTpnbyunjy un
jaBHO caonwTaBawe gena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha Ha4uuH ogpeheH of cTpaHe
aytTopa vnu gaBaoua nuvueHue M ako ce npepaga Auctpubyvpa nog UCTOM WUAWU CIIMYHOM
nuueHuyoMm. OBa nuueHua gOo3BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena m npepaga. CnvyHa je
COPTBEPCKMM NULLEHLL@Ma, OAHOCHO NMLEeHLaMa OTBOPEHOT KOAa.



