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REZIME

Steroidna jedinjenja spadaju u grupu supstanci sa Sirokim spektrom bioloskog delovanja i predstavljaju
dobru polaznu osnovu za sintezu mnogih derivata sa Zeljenim bioloskim potencijalom. Organskim
sintezama se doslo do velikog broja steroidnih derivata, od kojih su neki pokazali znac¢ajnu biolosku
aktivnost, kao S$to je citotoksi¢nost prema razlic¢itim celijskim linijama kancera. Karakterizacija
novosintetisanih jedinjenja moze se izvesti eksperimentalnim i racunarskim (in silico) metodama. U ovoj
doktorskoj disertaciji predstavljeno je eksperimentalno odredivanje lipofilnosti 17a-pikolil i 17(E)-
pikoliniliden androstanskih derivata primenom visokopritisne te¢ne hromatografije na obrnutim fazama,
a potom hemometrijska analiza hromatografskog ponasanja (hromatografske lipofilnosti) QSRR
pristupom. Hemijska struktura analiziranih derivata opisana je numericki, pomocu izracunatih
molekulskih deskriptora. U drugom delu doktorske disertacija predstavljena je QSAR analiza citotoksi¢ne
aktivnosti 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata prema celijama androgen-receptor
negativnog kancera prostate (AR-neg. PC-3). Odabir najkvalitetnijih QSRR i QSAR modela obavljen je na
osnovu izraCunatih statistickih parametara, a njihovo rangiranje izvedeno je primenom metode sume
razlika rangova (SRD). Pored regresionih QSRR i QSAR hemometrijskih metoda, primenjene su klaster
analiza i analiza glavnih komponenata sa ciljem utvrdivanja slicnosti ili razlika izmedu analiziranih
derivata na osnovu izraCunatih molekulskih deskriptora.

Kljuéne reci: 17-Pikolil i 17-pikoliniliden androstanski derivati, Hemometrija, QSRR analiza, QSAR analiza,
Hromatografska analiza, Antikancerogena aktivnost.




Doktorska disertacija .

ABSTRACT

Steroidal compounds belong to the group of substances with wide spectrum of biological activity and
represent the basic material for synthesis of many derivatives with preferred biological potential. A grate
number of steroidal derivatives have been obtained through organic syntheses, many of which have
demonstrated significant biological activity, such as cytotoxicity toward various cancer cell lines.
Characterization of newly synthesized compounds can be achieved experimentally and by
computational approach (in silico). This doctoral dissertation describes experimental determination of
lipophilicity of 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene androstane derivatives applying reversed-phase high
pressure liquid chromatography followed by QSRR chemometric analysis of chromatographic behaviour
(chromatographic lipophilicity). Chemical structure of the analyzed derivatives was described
numerically by in silico molecular descriptors. The second part of this dissertation describes QSAR analysis
of cytotoxic activity of 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene androstane derivatives toward androgen-
receptor negative prostate cancer cell line (AR-neg. PC-3). Selection of the best QSRR and QSAR models
was carried out based on their statistical parameters, and their ranking was done by sum of ranking
differences (SRD) method. Besides the regression QSRR and QSAR chemometric methods, cluster analysis
and principal components analysis were conducted in order to reveal possible similarities and
dissimilarities among the studied derivatives on the basis of calculated molecular descriptors.

Keywords: 17-Picolyl and 17-picolinylidene androstane derivatives; Chemometrics; QSRR analysis; QSAR
analysis; Chromatographic analysis; Anticancer activity.
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SPISAK SKRACENICA

ADMET Apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija, toksi¢nost
ANN Vestacka neuronska mreza

CA Klaster analiza

CRRN Poredenje rangova sa nasumic¢nim brojevima

cv Unakrsna validacija

FF Polje sila

GSA Analiza globalne osetljivosti

HOMO Najvisa zauzeta (okupirana) molekulska orbitala

LR Linearna regresija

LSER Linearna korelacija slobodne energije solvatacije

LUMO Najniza slobodna (prazna) molekulska orbitala

LV Latentna varijabla

MLP Viseslojna neuronska mreza

MLR Multipla linearna regresija

MM Molekulska mehanika

PCA Analiza glavnih komponenata

PCR Regresija glavnih komponenata

PLS Regresija metodom parcijalnih najmanjih kvadrata

PR Polinomska regresija

QSAR Kvantitativna veza izmedu strukture i aktivnosti

QSPR Kvantitativna veza izmedu strukture i fizicko-hemijske osobine
QSRR Kvantitativna veza izmedu strukture i retencije

RP-HPLC Tec¢na hromatografija visokih performansi na obrnutim fazama
SRD Suma razlike rangova

SS Stepenasta selekcija (regresija)

TLC Hromatografija na tankom sloju

VIF Faktor inflacije varijanse

VIP Znacaj varijable u projekciji
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ALOGP Deskriptor lipofilnosti

ALOGPs Deskriptor lipofilnosti
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BI Balaban indeks

BP Temperatura klju¢anja

CAA Konolijeva (Connolly) dostupna oblast
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CMA Konolijeva (Connolly) molekulska oblast
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cT Kriti¢cna temperature
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Dipole Dipolni moment
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GFE Gibsova slobodna energija

GMTIV Gutmanov molekulski topoloski indeks (MTI by valence vertex degrees)
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HLC Henrijeva konstanta
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KOWWIN Deskriptor lipofilnosti

l0gPuiop Deskriptor lipofilnosti

10gPphys Deskriptor lipofilnosti

logPy Deskriptor lipofilnosti

logPygt Deskriptor lipofilnosti
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Razlika izmedu maksimalne i minimalne vrednosti elektrostatickog potencijala




Doktorska disertacija

1. Uvod

Steroidna jedinjenja spadaju u grupu veoma vaznih prirodnih proizvoda sa tetracikli¢cnim
jezgrom u strukturnoj osnovi. Steroidi (gr¢. stereos — Cvrsto i oeides — sli¢no), kao i veliki broj njihovih
derivata, ispoljavaju Sirok spektar bioloske aktivnosti, te su predmet ispitivanja mnogih istrazivackih
grupa u svetu i kod nas. Steroidi su dosta izu¢avani jo$ od izolacije holesterola u XIX veku, a od pocetka
XX veka dodeljen je znacajan broj Nobelovih nagrada za hemiju i medicinu za istrazivanja koja su se bavila
steroidnim jedinjenjima, ukljucujudi Zu¢ne kiseline, sterole i steroidne hormone. Buduc¢i da je bioloska
uloga velikog broja prirodnih steroida biljnog i Zivotinjskog porekla ve¢ ustanovljena (regulacija
biohemijskih procesa u organizmu, uticaj na rast i razvoj organizma, polni razvoj i plodnost), zapoceta je
laboratorijska sinteza razliCitih steroidnih derivata koji su u nekim slucajevima ispoljavali poja¢anu
biolosku aktivnost u odnosu na polazna jedinjenja. Potrebno je istaci da ¢ak i male strukturne modifikacije
mogu imati izrazit uticaj na promenu bioloskog potencijala steroidnog jedinjenja. Laboratorijskim in vitro
i in vivo ispitivanjima doslo se do saznanja o antikancerogenoj (citotoksi¢noj), antibakterijskoj,
antifungalnoj i antiviralnoj aktivnosti nekih steroidnih derivata. Nakon dugogodisnjih medicinskih
ispitivanja, zapoceta je njihova primena u terapiji razliCitih oboljenja, kao $to su alergije, artritis, kancer i
dr.

U grupu novosintetisanih steroidnih jedinjenja spadaju i 17-pikolil i 17-pikoliniliden androstanski
derivati, koji su predmet ispitivanja ove doktorske disertacije. U ranije objavljenim istrazivanjima
utvrdena je njihova znacajna antiproliferativna aktivnost prema nekoliko vrsta ¢elijskih linija kancera, $to
ih izdvaja kao potencijalne terapeutike za tretman ovih oboljenja. S obzirom na to da su u pitanju novi
androstanski derivati, svaki doprinos njihovoj karakterizaciji u pogledu fizi¢cko-hemijskih osobina i
predvidanju njihovog bioloskog potencijala je dragocen.

Hemometrija, kao multidisciplinarna nauc¢na oblast, postala je neizostavni deo analize podataka
iz oblasti hemije, tehnologije, medicine, farmacije, mikrobiologije i mnogih drugih oblasti. Jedan od
glavnih ¢inilaca ovog pristupa su statisticke metode primenjene sa ciljem klasifikacije i diskriminacije
objekata (u ovom slucaju hemijskih jedinjenja) ili utvrdivanja korelacije izmedu zadatih varijabli. Rezultati
koje hemometrija pruza mogu da eliminisu faktor ,probe i greske” i tako omoguce ustedu vremena i
smanjenje finansijskih troskova, pogotovo u slucaju dizajniranja novih lekova. Hemometrijskom analizom
i ra¢unarskim modelovanjem molekula moze se steci uvid u strukturne osobine jedinjenja koje mogu biti
presudne za njegov bioloski potencijal.
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S obzirom na to da je biolodki potencijal, u smislu antiproliferativne aktivnosti, 17-pikolil i 17-
pikoliniliden androstanskih derivata prema odredenim Celijskim linijjama kancera ve¢ ustanovljen, znacaj
ovog istrazivanja ogleda se u formiranju matematickih modela koji bi imali sposobnost predvidanja
antikancerogene aktivnosti novih, jos uvek nesintetisanih, androstanskih derivata sa izrazenijom
antiproliferativnom aktivno$¢u prema ¢elijama androgen-receptor negativnog kancera prostate (AR-neg.
PC-3). Budu¢i da je lipofilnost jedan od najbitnijih fizicko-hemijskih parametara bioloski aktivnih
jedinjenja, definisanje lipofilnosti 17-pikolil i 17-pikoliniliden androstanskih derivata hromatografskom
tehnikom, kao i predvidanje lipofilnosti novih androstanskih derivata sa potencijalnom bioloskom
aktivnoscu, svakako dobijaju na znacaju.

Stoga, ciljevi ove doktorske disertacije su: (1) ispitivanje ponasanja 17-pikolil i 17-pikoliniliden
androstanskih derivata u kolonskoj hromatografiji na obrnutim fazama sa ciliem procene njihove
hromatografske lipofilnosti, (2) utvrdivanje kvantitativhe veze izmedu hromatografske lipofilnosti
(retencije) i hemijske strukture hemometrijskim QSRR (engl. Quantitative Structure-Retention Relationship)
pristupom, (3) utvrdivanje kvantitativne veze izmedu njihove antikancerogene aktivnosti prema celijama
kancera prostate (AR-neg. PC-3) i hemijske strukture hemometrijskim QSAR (engl. Quantitative Structure-
Activity Relationship) pristupom, (4) utvrdivanje sli¢nosti izmedu jedinjenja na osnovu hemijske strukture
hemometrijskim klasifikacionim tehnikama i (5) odabir reprezentativnih matemati¢kih modela za
predvidanje hromatografske lipofilnosti (hromatografskog ponasanja) i antikancerogene aktivnosti
ispitivanih androstanskih derivata. Hemijska struktura jedinjenja opisana je numericki, molekulskim
deskriptorima, dobijenim pomocu sofisticiranih racunarskih programa za molekulski dizajn.

Ostvarivanje postavljenih ciljeva trebalo bi da dovede do znacajnih smernica koje bi imale
primenu kod buducih sinteza strukturno sli¢nih androstanskih derivata sa povecanom antikancero-
genom aktivno$¢u prema ¢elijama kancera prostate.
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2. Teorijski deo sa pregledom literature

2.1. Hemijska struktura steroidnih jedinjenja

Glavna strukturna karakteristika steroida je perhidrociklopentanofenantrenski sistem prstenova,
tzv. gonan. Ovaj sistem od Cetiri zasi¢ena prstena (A, B, Ci D) Cesto sadrzi i supstituente koji bitno uti¢u
na hemijsko i biolosko ponasanje molekula. S obzirom na tetraedarsku strukturu jednostrukih veza
izmedu atoma ugljenika, ovaj sistem prstenova nije u potpunosti planaran. Cikloheksanski prstenovi (A,
B i C) u steroidnom jezgru uglavnom zauzimaju konformaciju stolice, dok se ciklopentanski prsten (D)
nalazi u konformaciji koverte. Susedni prstenovi se mogu nalaziti priblizno u istoj ravni (trans pozicija) ili
pod odredenim uglom (cis pozicija) u odnosu jedan na drugi. Trans vezivanjem prstenova u konformaciji
stolice postize se najmaniji napon svih prstenova, pri ¢emu su supstituenti ili vodonikovi atomi na svim
¢vorovima u aksijalnom polozaju, kako je prikazano na slici 2.1. Atomi ili supstituenti koji se nalaze ispod
ravni steroidnog jezgra obelezavaju se slovom a, dok oni iznad ravni slovom f.

Trans vezivanje

Slika 2.1. Struktura steroidnog jezgra sa metil supstituentima u polozajima 3, 10i 13

PoloZaj i priroda supstituenata Cesto imaju presudan uticaj na ukupnu lipofilnost molekula, a
samim tim i na njegovo ponasanje u bioloskim i hromatografskim sistemima. Steroidi se smatraju
relativno nepolarnim (lipofilnim ili hidrofobnim) jedinjenjima, medutim prisustvo hidroksidnih i okso
grupa daje im amfifilni karakter, $to je posebno karakteristicno za zuc¢ne kiseline [1]. Steroidi se svrstavaju
u grupu nehidrolizujucih lipida koji ne sadrze glicerol i masne kiseline i, prema tome, ne podlezu
saponifikaciji pri zagrevanju sa alkalnim hidroksidima [2]. Cesto su pratioci masnih supstanci sa kojima se
izdvajaju prilikom ekstrakcije.
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Sistemska nomenklatura definiSe nazive steroidnih jedinjenja na osnovu prirode supstituenta
primarno u poziciji 17 steroidnog jezgra. Osnovna struktura androstana i nekih njegovih analoga
prikazana je u tabeli 2.1.

Tabela 2.1. Osnovna struktura androstana i nekih njegovih analoga

R

CH
3 _,.\\\\\H

@ e

H
Supstituent (R) Naziv
H Androstan
H (i H atom u poloZaju 10) Estran
21
20
'/ Pregnan
21 22 24

20 23
Holan

Najvaznije grupe steroidnih jedinjenja su steroli, Zucne kiseline i steroidni hormoni [1]. Za sterole je
karakteristi¢no prisustvo hidroksidne grupe u C-3 polozaju i jedna ili vise dvostrukih veza u B prstenu
steroidnog skeleta. Najpoznatiji predstavnik ove grupe steroida je holesterol, koji je bitan prekursor
sinteze mnogih drugih biolo3ki vaznih steroida. Zucne kiseline su steroidna jedinjenja kod kojih su A i B
prstenovi povezani u cis konformaciji, dok se sve hidroksidne grupe nalaze u a-polozaju. Bo¢ni niz na C-
17 poloZaju, koji je najée$ce izgraden od pet ugljenikovih atoma, sadrzi karboksilnu grupu. Zué¢ne kiseline
su krajnji proizvodi metabolizma holesterola, a najvaznije su glicinski i taurinski derivati holne kiseline,
dezoksiholne i henodezoksiholne kiseline [3]. Steroidni hormoni su grupa lipofilnih signalnih molekula koji
imaju vaznu ulogu u rastu i razvoju organizma, polnom razvoju i regulaciji metabolizma. U organizmu se
formiraju iz holesterola. Za testosteron, kortizol, aldosteron i progesteron karakteristi¢na je okso grupa u
C-3 polozaju, konjugovana sa dvostrukom vezom izmedu C-4 i C-5 atoma prstena A. Znacajne razlike
izmedu ovih hormona uocavaju se na prstenu D. Struktura estradiola je karakteristi¢cna po prisustvu
hidroksidne grupe u C-3 polozaju, kao i aromati¢nom A prstenu.
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2.2. Hromatografija steroidnih jedinjenja

Steroidna jedinjenja su u vecini bioloskih uzoraka uglavnom zastupljena u veoma niskim
koncentracijama, Cesto zajedno sa strukturno slicnim supstancama, te su za njihovu detekciju i
kvantifikaciju neophodne analiticke tehnike visoke specifi¢nosti i osetljivosti. Hromatografske tehnike
ispunjavaju oba ova uslova i nalaze Siroku primenu ne samo u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi
steroida, veciu odredivanju njihove lipofilnosti. Hromatografsko odredivanje lipofilnosti bioloski aktivnih
jedinjenja je u odnosu na druge eksperimentalne metode (metoda muckanja, metoda sporog mesanja,
pH-metrijska metoda) reproduktivnije, jednostavnije, brze i koristi male koli¢ine uzorka [4].

Prisustvo raznolikih funkcionalnih grupa u molekulima steroida znacajno uti¢e na njihovo
hromatografsko ponasanje, te je odabir odgovarajuc¢ih hromatografskih uslova od velikog znacaja za
njihovo razdvajanje iz smese. Jedna od Cesto primenjivanih hromatografskih tehnika za detekciju i
separaciju steroida i analizu njihove lipofilnosti je tankoslojna hromatografija (TLC, engl. Thin-Layer
Chromatography), odnosno tankoslojna hromatografija visokih performansi (HPTLC, engl. High
Performance TLC). Petrovi¢ i saradnici [5] su ispitali retenciono ponasanje derivata estrana i sekoestrana u
HPTLC sistemu na C-18 stacionarnoj fazi i mobilnoj fazi metanol/voda pri razli¢itim udelima metanola.
Takode, ispitana je i lipofilnost derivata dehidroepiandrosterona pomoc¢u HPTLC sa C-18 stacionarnom
fazom i sistemima rastvaraca aceton/voda i dioksan/voda [6]. U novije vreme, izvedena je analiza
retencionog ponasanja razli¢itih Zu¢nih kiselina u TLC sistemu sa silika gelom kao stacionarnom fazom i
smesom dihlormetan/aceton kao mobilnom fazom, prilikom ¢ega je ispitan i uticaj temperature na
njihovu retenciju u primenjenom hromatografskom sistemu [7]. Takode, HPTLC je nasla primenu i kod
utvrdivanja lipofilnosti novosintetisanih sekoandrostenskih derivata na normalnim fazama (NP, engl.
Normal Phase) i obrnutim fazama (RP, engl. Reversed Phase) pomocu razli¢itih binarnih mobilnih faza [8].
Osim silika gela i C-18 faze, za razdvajanje steroida u TLC sistemu koriste se i celuloza, aluminijum(lll)-
oksid, magnezijum-oksid, kao i polarne faze koje sadrze diol, cijano (nitrilo) i amino funkcionalne grupe
koje su preko nepolarnog kratkog lanca vezane za silika gel [4,9]. Androstani se uspesno razdvajaju na
tankom sloju celuloze impregnirane sa 1,2-propandiol grupama, dok se odredene grupe sterola i acetata
sterola uspesno razdvajaju na sloju aluminijum(lil)-oksida i magnezijum-oksida [9].

Visokopritisna (visokoefikasna) te¢na hromatografija (HPLC, engl. High Pressure (Performance)
Liquid Chromatography) je pored TLC najprimenjenija hromatografska tehnika za razdvajanje steroidnih
jedinjenja iz smese i odredivanje njihove lipofilnosti. Kod analize lipofilnosti HPLC tehnikom najcesce se
primenjuju obrnute faze (RP-HPLC) [10]. Retenciono ponasanje estrogena i njegovih derivata ispitano je
primenom RP-HPLC sa C-18 stacionarnom fazom i mobilnom fazom heksan/tetrahidrofuran/izopropanol,
i NP-HPLC sa cijanopropil stacionarnom fazom i mobilnom fazom acetonitril/voda [11]. Ispitivanje
lipofilnosti kortikosterona, deksametazona, estrona, estradiola, hidrokortizona, hidrokortizon-21-acetata,
progesterona i testosterona obavljeno je pomocu RP-HPLC na amid C-16 stacionarnoj fazi sa
metanol/voda i metanol/voda/1-oktanol mobilnim fazama [12]. Sli¢no ispitivanje uticaja 1-oktanola na
hromatografsku lipofilnost nekoliko steroidnih hormona sproveli su Benhaim i Grushka [13] koristeci RP-
HPLC tehniku sa C-18 stacionarnom fazom. RP-HPLC sa C-18 stacionarnom fazom i mobilnom fazom
metanol/fosfatni pufer primenjena je kod definisanja hidrofobnosti i retencionog koeficijenta serije okso
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derivata zucnih kiselina [14]. Ista tehnika koris¢ena je i kod odredivanja uticaja temperature na retenciju
serije derivata zucnih kiselina [15].

Razdvajanje steroida iz smese moze se postici razli¢itim hromatografskim tehnikama. Na odabir
tehnike (metode) analize utie viSe faktora, kao $to su priroda analita, koncentracija, prisustvo
interferencija i dr. Na slici 2.2. prikazana je razlika u efikasnosti razdvajanja tri steroida primenom TLC i
HPLC sa istim stacionarnim fazama i pri koris¢enju iste mobilne faze. Kao $to se moZe uociti sa slike,
razdvajanje testosterona i hidrokortizona je izrazenije na TLC ploci, nego na HPLC hromatogramu, dok se
obrnut slucaj javlja kod razdvajanja progesterona i testosterona.

TLC, C-18 HPLC, C-18
Mobilna faza: METANOL/VODA (70 : 30) 3
0
CHs CHs cHy OH
H
CHj| CH; 2
-
: 1
(o} o]
1. Progesteron 2.Testosteron
o
2 9" CH,
CHs
HO OH
18 CH|
: L
3. Hidrokortizon r

Slika 2.2. Poredenje hromatografskog razdvajanja progesterona, testosterona i hidrokortizona na TLC
plociiu HPLC koloni [16]

Pored HPLC i TLC, za razdvajanje i identifikaciju steroida i njihovih derivata u razli¢itim bioloskim
uzorcima mogu da se koriste teCna hromatografija sa masenom spektrometrijom [17], micelarna
elektrokineticka hromatografija [18], hromatografija fluidima u subkriticnom stanju [19], te¢na
hromatografija ultravisokih performansi sa masenom spektrometrijom [20], gasna hromatografija sa
masenom spektrometrijom [21] i druge odgovarajuce analiti¢ke tehnike.
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2.3. Bioloska aktivnost steroidnih jedinjenja

Bioloska uloga mnogih steroidnih jedinjenja u Zivotinjskom i biljnom organizmu do sada je
obimno ispitivana. Ustanovljeno je da steroidi ucestvuju u izgradnji celijskih membrana (holesterol),
imaju hormonsku ulogu (testosteron, estrogen, progesteron), pospesuju varenje hrane (soli zuc¢nih
kiselina). Organskim sintezama novih steroidnih jedinjenja doslo se do derivata koji imaju Sirok spektar
bioloskog dejstva i koji su predmet sadasnjih i buducih ispitivanja. U tabeli 2.2. prikazani su odabrani

novosintetisani bioloski aktivni steroidi.

Tabela 2.2. Neka novosintetisana steroidna jedinjenja i njihova biolo$ka aktivnost

Jedinjenje ili serija jedinjenja (primeri)

Bioloska aktivnost Referenca

CHy M3
/ CH,
o—Si

N
CH; cH, CHs

CH,

HN NH

T

S
3-(terc-butil-dimetil-silaniloksil)-58,3a-dimetil-
oktahidroindeno[4,5-d]10,12-diaza-
triciklo[7.3.1.01,6]tridekan-9-tion

——
—N N
NN

CHj / \ /

HO
Dehidroepiandrosteron-hinolin-4-metanilidenhidrazon

HsC

N
“oH

Serija novih 6E-hidroksiminosteroida

Antibakterijska aktivnost in vitro prema

Escherichia colii Vibrio cholerae. [22]
Antiproliferativna aktivnost in vitro
prema Celijama kancera grli¢a materice 23]

(Hela), debelog creva (HT-29), jetre (Bel
7404) i zeluca (SGC 7901).

Antiproliferativna aktivnost in vitro
prema Celijskim linijama kancera [24]
prostate (AR-neg. PC-3 i AR+ LNCaP).
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Tabela 2.2. Novosintetisana steroidna jedinjenja i njihova bioloska aktivnost (nastavak)

Jedinjenje ili serija jedinjenja (primeri) Bioloska aktivnost Referenca

CH,

i Antiproliferativna aktivnost in vitro

9 0 prema celijama kancera prostate (AR- [25]
)L neg. PC-3), debelog creva (HT-29) i
HC 0 grlica materice (HeLa).
N
\‘OH
A,B-modifikovani D-homo lakton androstanski derivati
Znacajna in vitro antifungalna i 26]

umerena antibakterijska aktivnost.

N=\ N
NJ\IN'N N‘N : N

Jaka antiproliferativna aktivnost in vitro

prema Celijama kancera jednjaka (EC-

109), Zeluca (MGC-803), prostate (AR- [27]
neg. PC-3), dojke (MCF-7) i jetre

(SMMC-7721).

[1,2,4]triazolo[1,5-a]pirimidin-fenil povezani steroidni
dimer

Jaka in vivo antiprogestaciona
aktivnost, in vitro antitumorska

aktivnost prema celijama kancera [28]
dojke (T47D).

Baktericidno dejstvo prema Escherichia

colii Bacillus subtilis i fungicidno 9]

dejstvo prema Candida albicans i
Aspergillus niger (in vitro).

Serija novih steroidnih halkona
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Na osnovu primera navedenih u tabeli 2.2. moze se videti da su moguc¢nosti primene steroidnih
derivata u medicini i farmakologiji znacajne i da ove supstance predstavljaju veoma dobru osnovu i za
QSAR ispitivanja. Mnoga steroidna jedinjenja se u medicini primenjuju i kao antiinflamatorne supstance,
anabolici, antitumorski i kontraceptivni agensi [30]. Pored toga, anaboli¢ko-androgeni steroidi su nasli
primenu kod povecanja muskulatorne mase kod profesionalnih sportista, iako mogu da ispoljavaju
brojna nezeljena dejstva (infarkt miokarda, sr¢ana oboljenja, arterijska tromboembolija) [31]. Stoga je
Svetska antidoping agencija sportistima najstroze zabranila upotrebu steroidnih anabolika,
kortikosteroida i antiestrogena. Pored navedenih bioloskih efekata, pojedini steroidi, kao $to su derivati
5a-androst-16-ena i androstadiena, ponasaju se i kao aroma komponente mesa divljih svinja, dok
mosusni miris 5a-androst-16-en-3a-ola doprinosi tipi¢noj aromi tartufa [32].

Kancer je trenutno jedan od naj¢es¢ih uzroka smrti kod ljudi, sa skoro sedam miliona smrtnih
slu¢ajeva godisnje i prognozama da ¢e se do 2020. godine godidnji broj smrtnih sluc¢ajeva uzrokovanih
kancerom povecati na 10 miliona [33]. Kancer prostate se smatra jednim od ¢e$ée dijagnostikovanih
malignih oboljenja i kao drugi naj¢esci uzrok smrti od malignih oboljenja kod muskaraca [34]. Androgeni
hormoni i androgen receptori su esencijalni za razvoj prostate, medutim androgeni igraju i veoma vaznu
ulogu kod razvoja kancera prostate [35]. Pokazalo se da je za uznapredovali kancer prostate hemijska ili
hirurska kastracija, radi supresije delovanja androgena, vrlo efikasna terapija [36].

2 BENIGNO UVECANJE PROSTATE

Centralna ; 4

Tranziciona zona

Estrogen

\ t

' Aromataza

KANCER PROSTATE

Eksterni "

3 Periferna Y%
uretralni \
sfinkter ~ 2°M2 \

Estrogen

1 Inflamacija

\\ Aromataz‘a\/

Slika 2.3. Mogu¢i mehanizmi razvoja kancera i benignog uvecanja prostate kod ljudi [34]
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Pored utvrdenog uticaja androgena na razvoj kancera prostate, postoje pretpostavke o direktnoj
ili indirektnoj ulozi estrogena u pojavi ovog oboljenja i benignom uvecanju prostate (BPH) [34].
Mehanizmi uticaja estrogena na ove procese u ljudskom organizmu prikazani su na slici 2.3. Kancer
prostate se tipi¢no javlja u periferalnoj zoni, dok je BPH karakteristi¢na za tranzicionu zonu prostate.
Aktivacija lokalnog estrogen-receptora ERp, bilo sistemski ili preko lokalno aromatizovanih estrogena,
neophodna je da bi se sprecio pocetak BPH, dok ERa nema jasnu ulogu u razvoju ovog oboljenja. Kod
kancera prostate, aktivacija ERP receptora moze spreciti razvoj bolesti, dok se aktivacijom ERa postize
suprotan efekat [34]. Aktivacija ERa receptora mozZe izazvati inflamaciju koja stimulise aktivnost
aromataze dovodedi do dalje aktivacije ovog receptora, a samim tim i do razvoja kancera. lako su
neophodni ¢inioci razvoja kancera prostate, androgeni sami po sebi nisu dovoljni za njegovu pojavu. Ovo
maligno oboljenje i BPH su Cesti kod starijih muskaraca, kod kojih se nivo testosterona sa godinama
smanjuje, dok nivo estrogena ostaje nepromenijen ili raste. Stoga, promena odnosa koncentracije ova dva
steroidna hormona dovodi se u vezu sa po¢etkom razvoja kancera prostate i BPH [34].

Mnogim ispitivanjima zavisnosti strukture od aktivnosti steroidnih jedinjenja doslo se do
zakljucka da heterocikli¢ni sistem (piridin, pirimidin, imidazol, pirazol, tiazol i dr.) povezan sa steroidnim
jezgrom preko A ili D prstena moze da igra vaznu ulogu u bioloskoj aktivnosti i da predstavlja molekulski
okvir za razvoj farmaceutskih agenasa Siroke primene [37]. Mnoga od ovih jedinjenja su nasla primenu u
terapiji kancera, kao npr. abirateron u leCenju kancera prostate. Novijim sintezama [38] se doslo do
derivata androstendiona sa heterocikli¢cnim proSirenjem u vidu pirana, pirimidina i tiazola sa optimalnom
in vitro citotoksi¢nom aktivno3¢u prema kanceru Zeluca (NUGC), debelog creva (DLD1), jetre (HA22T i
HEPG2), dojke (MCF) i nazofarinksa (HONE1). Strukture pojedinih jedinjenja iz ove serije prikazane su na
slici 2.4.

(o)

Slika 2.4. Novosintetisani citotoksi¢ni steroidni derivati sa razli¢itim heterocikli¢cnim sistemima na D-
prstenu [38]

U grupu derivata sa heterocikli¢nim sistemom na D-prstenu steroidnog jezgra spadaju i 17-pikolil
i 17-pikoliniliden derivati androstana [37]. Njihov citotoksi¢ni potencijal je testiran na nekoliko vrsta
celijskih linija kancera, prema kojima su neki od derivata ove serije pokazali znac¢ajnu antiproliferativnu
aktivnost [37,39-44].
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2.4. 17-Pikolil i 17-pikoliniliden androstanski derivati

S obzirom na to da je utvrdeno da se uvodenjem heterociklicnih sistema u steroidno jezgro
poboljsava bioloski potencijal jedinjenja, sintetisana je nova serija androstanskih derivata koji sadrze 17-
pikolil i 17-pikoliniliden supstituente na prstenu D i piridinski sistem vezan za prsten A steroidnog jezgra
[37,39-44]. Osim ovih modifikacija, u steroidno jezgro su uvodene i acetoksi, hidroksi, keto,
hidroksimetilen, hidroksimino, dihidroksimino funkcionalne grupe, kao i A-homo laktamska funkcija, A-
seko sistem i 3-en, 3,5-dien i 4,6-dienska funkcija [37]. Strukture odabranih predstavnika 17-pikoli i 17-
pikoliniliden androstanskih derivata date su na slici 2.5.

Slika 2.5. Strukture odabranih novosintetisanih 17-pikolil i 17-pikoliniliden androstanskih derivata:
(1) 17a-pikolil-androst-5-en-33,17B-diol, (2) 4B,5B-epoksi-17(E)-pikoliniliden-androstan-3-on, (3) 17a-
pikolil-piridino[2’,3":3,4]-androst-5-en-173-ol, (4) 17(E)-pikoliniliden-piridino[2’,3":3,4]-androst-5-en

Antiproliferativna aktivnost 17-pikolil i 17-pikoliniliden androstanskih derivata testirana je in vitro
prema humanim ¢elijskim linijama kancera prostate (AR-neg. PC-3), grlica materice (HelLa), debelog creva
(HT-29), pluca (A549), dojke (ER+ MCF-7 i ER-neg. MDA-MB-231) i prema zdravoj ¢elijskoj liniji [37,39-44].
Rezultati ukazuju na njihov znacajan antikancerogeni potencijal. Takode, sprovedena je doking analiza
ovih derivata kojom se predvida njihov afinitet prema vezivanju za 17a-hidroksilazu (CYP17A1) i koja
istovremeno sugerise da 17(E)-pikoliniliden androstanski derivati mogu biti dobra polazna osnova za
razvoj novih supstanci za tretman kancera prostate [44]. Doking analiza Cesto se koristi za predvidanje
afiniteta i aktivnosti ispitivanog molekula (liganda). Racunarsko (in silico) molekulsko modelovanje moze
da pruzi znacajan uvid u razlicite fizicko-hemijske osobine jedinjenja, te nalazi Siroku primenu u QSAR
analizama.
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2.5. Racunarsko modelovanje molekula

Teorijska hemija je grana hemije koja primenjuje matematicke metode u kombinaciji sa osnovnim
zakonima fizike sa ciljem analize razli¢itih karakteristika molekula. Ona moze da pruzi informacije o
geometrijskom rasporedu atoma u molekulu koji odgovara stabilnosti i relativnoj energiji molekula,
stepenu konverzije jednog stabilnog oblika molekula u drugi, interakciji dva razli¢cita molekula i
pojedinim osobinama molekula (dipolni moment, polarizabilnost, elektronska gustina i dr.) [45].
Racunarska hemija (engl. Computational chemistry) predstavlja granu hemije koja koristi metode teorijske
hemije pri racunarskim simulacijama molekulske strukture i molekulskih interakcija. Jedan od glavnih
problema rac¢unarske hemije je odabir odgovarajuceg teorijskog pristupa re$avanju zadatog problema,
te je pri raCunarskom modelovanju molekula neophodno imati dovoljno teorijskog znanja kako bi se
izbegli pogresni rezultati, ili pak pogresna interpretacija dobrih rezultata [45].

Pri odredivanju karakteristika nekog molekula uglavhom se koriste dvodimenzionalne (2D) i
trodimenzionalne (3D) molekulske strukture. Formiranje 2D struktura je prilicno jednostavno i moze se
izvesti pomocu bilo kog softvera za crtanje molekulskih struktura. Medutim, kod formiranja 3D modela,
neophodno je pretpostaviti relativne pozicije atoma u prostoru koje su u skladu sa principom minimalne
energije [46]. Jedan od ¢esce koris¢enih pristupa za optimizaciju geometrije malih organskih molekula je
metod polja sila, tzv. FF metod (engl. Force Field), kao metod molekulske mehanike (MM, engl. Molecular
Mechanics). Molekulska mehanika je zasnovana na matemati¢ckom modelu koji posmatra molekul kao
skup kuglica (atomi) povezanih oprugama (hemijske veze), $sto podrazumeva da se energija celog
molekula menja sa promenom rastojanja izmedu atoma i uglova izmedu susednih hemijskih veza [47].
Alingerov MM metod (verzija 2 i verzija 3) je jedan od najCeSce koris¢enih FF metoda za minimizaciju
energije malih organskih molekula [45], dok se za minimizaciju energije proteina i drugih bioloskih
struktura uglavnom upotrebljava MMFF94 metod. Energija molekula je prema FF metodi (Ef) izrazena
kao funkcija torzione energije (E:), energije istezanja veza (E), energije promene ugla izmedu susednih
veza (E;) i energije interakcija izmedu atoma koji nisu povezani hemijskom vezom (Ei) (slika 2.6.).

Slika 2.6. Osnovne FF energije molekula
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Optimizacijom geometrije formira se stabilna 3D struktura molekula koja odgovara minimumu
potencijalne energije. Stabilna 3D konfiguracija se moze dobiti definisanjem minimalne Eg kao funkcije
koordinata atomskih nukleusa (FF metod zanemaruje elektrone u atomu). Optimizovana 3D struktura
mozZe biti prikazana na vise nacina, od kojih su neki dati na slici 2.7.

Slika 2.7. Zi¢ani model (1), model cilindri¢nih veza (2) model kuglica-cilindar (3) i kalotni model (4) 3D
strukture steroidnog jezgra optimizovane pomoc¢u MM2 metode

Eksperimentalno odredivanje 3D strukture molekula moze se obaviti primenom kristalografije
zasnovane na difrakciji X-zraka, nuklearne magnetne rezonance i mikrotalasne spektroskopije. Najveca
baza podataka eksperimentalno odredenih 3D struktura je Cambridge Crystallographic Database (CSD),
koja trenutno broji preko 750 000 struktura malih molekula [48], dok Brookhaven Protein Data Bank (PDB)
raspolaze sa preko 100 000 struktura proteina i drugih makromolekula [49]. Medutim, broj jedinjenja
kojima je do sada odredena 3D struktura je relativno mali u odnosu na broj poznatih hemijskih jedinjenja
(preko 90 miliona), te je doprinos racunarskog modelovanja odredivanju 3D struktura veoma znacajan.
Racunarske tehnike cesto sluze i za modelovanje jo$ uvek nesintetisanih ili nestabilnih jedinjenja
(prelazna stanja u hemijskim reakcijama), kojima struktura eksperimentalnim putem ne moze biti
odredena [50].

Nakon optimizacije strukutre, moze se pristupiti racunanju numerickih karakteristika molekula,
takozvanih molekulskih deskriptora. Molekulski deskriptori se definiSu kao konacni rezultat logicko-
matematicke procedure koja transformise hemijsku informaciju, kodiranu u simbolickom predstavljanju
molekula, u koristan broj ili rezultat nekog standardizovanog eksperimenta [51]. Molekulski deskriptor,
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kao brojna vrednost, moze biti upotrebljen u svrhu interpretacije neke karakteristike molekula ili sa ciljem
formiranja matematickog modela za predvidanje neke druge karakteristike molekula. Pri interpretaciji
nekog fizicko-hemijskog parametra molekula dobijenog racunskim putem (racunarskim modelovanjem),
neophodno je imati u vidu ¢injenicu da je modelovanje obavljeno na jednom izolovanom idealizovanom
molekulu. Ukoliko se isti fizicko-hemijski parametar odreduje eksperimentalno, radi se sa ravnoteZznom
smeSom veoma velikog broja molekula pri nekoj temperaturi razli¢itoj od nule. U tom slucaju izmerena
vrednost se odnosi na smeSu molekula u dinamickoj ravnotezi, odnosno na grupu mogucih
stereoizomera ili tautomera strukturno razli¢itih od idealizovane strukture [46]. Stoga, molekulski
deskriptori se viSe koriste u analizi kvantitativhe veze izmedu strukturnih karakteristika molekula i
njihovih fizicko-hemijskih osobina i bioloSkog ponasanja. Jedna od mogucih klasifikacija molekulskih
deskriptora data je u tabeli 2.3.

Tabela 2.3. Podela i tipovi molekulskih deskriptora

Klasifikacija molekulskih
deskriptora prema:

bezdimenzionalni (0D)
jednodimenzionalni (1D)
dvodimenzionalni (2D)
trodimenzionalni (3D)
Cetvorodimenzionalni (4D)

Dimenzionalnosti

AN

—_

Nacinu generisanja empirijski (eksperimentalni)

2. teorijski (racunski)

Delu molekula na koji se odnose 1. lokalni
2. globalni
Prirodi osobina koje opisuju fizicko-hemijski
topoloski
kvantno-mehanicki
bioloski (ADMET)

>N =

Podela deskriptora prema dimenzionalnosti zasnovana je na prikazu molekula iz koga se izvode
proracuni. Bezdimenzionalni prikaz podrazumeva molekulsku formulu, koja daje informacije o broju i
vrsti atoma, ali ne daje nikakve informacije o strukturi molekula. Informacije koje daje
jednodimenzionalni prikaz molekula odnose se na prisustvo odredenih molekulskih fragmenata,
funkcionalnih grupa, supstituenata i hemijskih veza, dok molekulska struktura nije u potpunosti poznata.
Dvodimenzionalna struktura sadrzi informacije o povezivanju atoma u molekulu, ne uzimajudi u obzir
dinamicku ravnotezu, rastojanje izmedu nukleusa atoma koji grade molekul, ugao veze itd. Na osnovu
2D strukture ra¢unaju se topoloski deskriptori. Trodimenzionalni (topografski) deskriptori zavise od
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geometrijskih koordinata u molekulu, koji se posmatra kao rigidni geometrijski objekat, i obuhvataju
elektronske i sterne deskriptore. Cetvorodimenzionalni molekulski deskriptori (energetski deskriptori)
zasnivaju se na interakcijama izmedu ispitivanog molekula sa atomima ili molekulima iz njegovog
okruzenja.

Teorijski (racunski) molekulski deskriptori imaju mnogobrojne prednosti u odnosu na deskriptore
dobijene eksperimentom. Teorijski deskriptori ne sadrze statisticku greSku merenja, ¢esto su u direktnoj
vezi sa fizicko-hemijskim svojstvima molekula i vecina njih je lako dostupna. Medutim, greske koje prate
raCunanije teorijskih deskriptora leZze u odredenim pretpostavkama i aproksimacijama prilikom izvodenja
proracuna. Prora¢un deskriptora moZe da obuhvati celokupnu strukturu molekula, kada se kao rezultat
dobijaju globalni deskriptori, dok se za dobijanje lokalnih (fragmentnih) deskriptora u obzir uzimaju
odredeni delovi strukture (supstituenti, funkcionalne grupe).

Fizicko-hemijski deskriptori (lipofilnost, rastvorljivost, temperatura klju¢anja, temperatura
topljenja, zapremina molekula, kriti¢cna temperatura, kriticni pritisak, konstanta disocijacije i dr.) nasli su
veliku primenu u predvidanju fizicko-hemijskih osobina molekula [52], njihovog hromatografskog
ponasanja [53] i bioloskih karakteristika [54]. Jedan od najvise koris¢enih fizicko-hemijskih deskriptora je
deskriptor lipofilnosti neutralnog molekula predstavljen kao logaritam podeonog koeficijenta (P) za
sistem 1-oktanol/voda - logP [55]. Postoje brojni pristupi racunanju logP parametra, kao 3to su proracuni
zasnovani na molekulskoj dinamici, topologiji molekula, elektrotopoloskim stanjima, fragmentacionoj
metodi, te je razlika izmedu pojedinacnih logP vrednosti istog molekula, racunatih razli¢itim metodama
ili racunarskim programima, ocekivana. Neki od najc¢esce koris¢enih deskriptora lipofilnosti u QSAR
analizama su AlogP, ClogP, 10gPkow, XlogP, milogP, CSlogP, l0gPuyper i l0gPchoe [54]. Pored logP parametra,
neophodno je istadi i znacaj logaritma distribucionog koeficijenta (logD), koji je specifican po tome Sto u
obzir uzima raspodelu jonizovanih molekula izmedu vode i 1-oktanola. Stoga, prilikom prikazivanja logD
parametra neophodno je naglasiti pri kojoj vrednosti pH je racunat. Rastvorljivost (S) je jos jedan znacajan
fizicko-hemijski deskriptor. Izrazava se u logaritamskom obliku (logS) kao rastvorljivost molekula u vodi
ili nekom drugom rastvaracu.

Topoloski deskriptori proizilaze iz 2D strukture molekula. Formulisani su na osnovu teorije grafova
[56]. Opisivanje molekula teorijom grafova zanemaruje duZinu hemijskih veza, uglove izmedu veza,
torzione uglove i ostale informacije o konformaciji strukture, ali zato uzima u obzir grananje, susedstvo i
relativne distance izmedu odredenih komponenata molekula, daju¢i numeri¢ku vrednost koja odreduje
Siroki opseg fizicko-hemijskih i bioloskih karakteristika [57]. Neki od deskriptora koji pripadaju ovoj grupi
su WI (Wiener index), Bl (Balaban index), MTI (Molecular topological index), TC (Total connectivity), TVC (Total
valence connectivity) i mnogi drugi.

Kvantno-mehanicki ili kvantno-hemijski molekulski deskriptori izraZzavaju sve elektronske i
geometrijske osobine molekula i njihove medusobne interakcije [58]. U osnovi se razlikuju od
eksperimentalno izmerenih vrednosti, iako izmedu njih postoji prirodno poklapanje. U ovu grupu
deskriptora ubrajaju se deskriptori atomskih naelektrisanja, energije najvisih zauzetih molekulskih
orbitala (engl. Highest Occupied Molecular Orbitals - HOMO), energije najnizih slobodnih molekulskih
orbitala (engl. Lowest Unoccupied Molecular Orbitals - LUMO), deskriptori elektronske gustine, super-
delokalizabilnost, atom-atom polarizabilnost, molekulska polarizabilnost, dipolni moment, indeksi
polarnosti i mnogi drugi [51,59]. Neki od racunarskih programa za molekulsko modelovanje imaju
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mogucnost vizuelizacije HOMO i LUMO atomskih orbitala i elektrostatickog potencijala (slika 2.8.), $to
mozZe da pruzi bolji uvid u relativnu polarnost, kao i uticaj supstituenata i funkcionalnih grupa na ukupnu
polarnost molekula. Mora se imati u vidu da su kvantno-hemijske kalkulacije izvedene na jednom
molekulu na energetskom minimumu koji odgovara hipotetickom fizickom stanju gasa na 0 K pri
beskonac¢no niskom pritisku, te ovi deskriptori nisu pogodni za korelaciju sa osobinama zavisnim od
entropije i temperaturnih efekata [58].

EHOMO =-1 3,989 eV ELUMO = 24,043 eV

5.2821 25047

pb_potential_volume

Slika 2.8. HOMO (1) i LUMO (2) orbitale i Poason-Bolcmanova povrsina elektrostatickog potencijala (3)
steroidnog jezgra modelovane pomoc¢u programa ChemBio3D [60] i BioLuminate® [61]

Bioloski ili ADMET (engl. Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion and Toxicity) deskriptori
numericki opisuju bioloske osobine nekog jedinjenja u pogledu njegove apsorpcije, distribucije,
metabolizma, izlu¢ivanja (ekskrecije) i toksi¢nosti (farmakokineticki parametri). ADMET deskriptori se
naj¢e$ce primenjuju kao eliminacioni faktor pri dizajniranju novih farmakoloski aktivnih jedinjenja
doprinose¢i smanjenju polaznog skupa i odabiru supstanci koje ¢e biti predmet daljih in vitro i in vivo
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ispitivanja. Softveri koji omogucavaju predvidanje ADMET karakteristika, a samim tim i predvidanje
sudbine bioloski aktivne supstance u organizmu, zasnovani su na matemati¢kim modelima formiranim
na osnovu velike baze podataka. Slika 2.9. prikazuje neke od mogudih puteva distribucije supstanci u
organizmu, kao i neke naj¢eS¢e modelovane ADMET deskriptore.

Prolazak kroz
krvno-mozdanu barijeru
(logBB, BBB)

Caco-2

Gastrointestinalna

a (HIA%) F_
: -7 ~ _ Apsorpcija preko

Metabolizam oo
(predvidanje koze (SP)
vezivanja

za razlicite

enzime/receptore)

Renalna ekskrecija/ap Vezivanje za proteine

plazme (PPB%)

Slika 2.9. Neki od mogucdih puteva jedinjenja u organizmu nakon administracije sa naj¢esce koris¢enim
in silico ADMET deskriptorima u QSAR modelovanju

Pri dizajniranju novih terapeutika, mora se voditi racuna o mogucim metaboli¢kim putevima,
nacinima apsorpcije, dopremanju do mesta delovanja i drugim mnogobrojnim faktorima. In silico ADMET
pristup omogucava predvidanje ponasanja molekula u organizmu i time skrac¢uje vreme potrage za
terapeuticima sa najefikasnijim dejstvom. U ovu grupu deskriptora ubrajaju se :

o deskriptori oralne apsorpcije, koja je Cesto izrazena preko permeabilnosti Madin-Darby epitelnih
Celija pseceg bubrega (MDCK) i humanih epitelnih ¢elija kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2)

[62,63],
e deskriptor apsorpcije u gastrointestinalnom traktu (HIA%, engl. Human Intestinal Absorption) [64],
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o deskriptor prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru, izrazen kao odnos koncentracije jedinjenja u
krvnom sudu (ck) i mozdanom tkivu (cw), BBB (engl. Blood Brain Barrier permeability), ili u
logaritamskom obliku, logBB [65,66],

o deskriptor koZzne apsorpcije/propustljivosti (SP, engl. Skin Permeability) koja je izrazena kao logaritam
distribucionog koeficijenta supstance (logK,) izmedu stratum corneum-a i krvnog suda [67],

o deskriptori renalne apsorpcije (ROCT, engl. Renal Organic Cation Transporter) i ekskrecije [68],

e deskriptor vezivanja za proteine krvne plazme (PPB%, engl. Plasma Protein Binding) [69],

o deskriptori inhibicije, indukcije ili aktivacije odredenih enzima i vezivanja za odredene receptore (E/
- inhibicija enzima, KI - inhibicija kinaze, Pl - inhibicija proteaze, GPCR - vezivanje za G-protein
spregnuti receptor, NRL - vezivanje za nuklearni receptor, ICM - modulacija jonskih kanala i dr.) [70],

o deskriptori toksi¢nosti jedinjenja (akutna oralna toksi¢nost, kancerogenost, mutagenost i dr.) [71].

Generalno, apsorpcija jedinjenja u organizmu je manja ukoliko je molarna masa molekula veca
od 500 g/mol, ako molekul ima vise od 10 akceptora i vise od 5 donora za gradenje vodoni¢ne veze i ako
je izracunata logP vrednost veca od 5 (pravilo Lipinskog) [72].

Rac¢unanjem molekulskih deskriptora ¢esto se izbegavaju vrlo skupi laboratorijski eksperimenti.
In silico molekulski deskriptori su nasli Siroku primenu u definisanju osobina novih jedinjenja ili pri
definisanju osobina velikog skupa jedinjenja ¢ija su eksperimentalna odredivanja prilicno komplikovana
i dugotrajna. Savremeni softveri za modelovanje jednostavnih i slozenih molekulskih struktura
omogucavaju racunanje preko 5000 molekulskih deskriptora, Ciji broj kontinualno raste. Razvoj novih
molekulskih deskriptora prate i novi pristupi posmatranju i opisivanju molekulske strukture [73-75]. Da bi
novi molekulski deskriptor bio opsteprihvacen, on mora da nosi hemijsku informaciju, da se dobija tacno
definisanim procedurama koje omogucavaju njegovo racunanje za bilo koji set molekula i da se njegova
vrednost menja sa promenama u molekulskoj strukturi [51].

Molekulski deskriptori su neizostavni Cinilac osnovnih metoda hemometrijskog pristupa, kojima
se uspostavlja korelacija izmedu strukturnih karakteristika definisanih molekulskim deskriptorima
(teorijskim ili eksperimentalnim) i fizi¢cko-hemijskih ili bioloskih karakteristika molekula. U prvom slucaju
primenjuje se QSPR pristup (engl. Quantitative Structure—Property Relationship approach), dok je u drugom
slucaju u pitanju QSAR pristup.
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2.6. Osnovne hemometrijske metode

2.6.1. Hemometrija kao multidisciplinarni naucni pristup

Rezultati hemijske, fizicko-hemijske ili bioloSke analize ponekad ne otkrivaju mnogo o sistemu iz
kog su proistekli ukoliko se ne analiziraju na adekvatan nacin, statisti¢ki obrade i prezentuju. Razvojem
instrumentalnih metoda analize stvorile su se moguénosti dobijanja ogromnog broja rezultata, a klasi¢ni
statistiCki pristupi su bili Cesto nedovoljni da opisu sve moguce varijacije i uticaje razli¢itih promenljivih
na konacan ishod eksperimenta. Svante Vold (Svante Wold) je 1974. godine prvi put uveo pojam
+<hemometrija“, definiSudi ga kao ,umetnost ekstrahovanja hemijski relevantnih informacija iz podataka
dobijenih hemijskim eksperimentima” [76]. Osamdesetih godina XX veka hemometrija se izdvojila kao
posebna naucna disciplina [77]. Hemometrija se moze predstaviti kao multidisciplinarni pristup obradi
podataka u oblasti hemije, zasnovan na primeni matematickih i statistickih metoda, sa ciljem izdvajanja
korisnih informacija. Na samom pocetku razvoja bila je primenjivana uglavnom u oblasti analiticke hemije
[77], medutim hemometrijske metode su do danas nasle Siroku primenu i u mnogim drugim oblastima,
kao 3to su organska hemija [78], mikrobiologija [79-82], forenzi¢ka hemija [83], prehrambeno i
farmaceutsko inZenjerstvo [78,84-87], biotehnologija [88]. Hemometrija se takode oslanja i na razvoj
ra¢unarskih programa omogucavajuci brzo izvodenje kompleksnih izraCunavanja, ali i bolji vizuelni prikaz
rezultata. Dizajniranje eksperimenata, prepoznavanje oblika, predvidanje osobina i razliCite vrste
simulacija su zadaci pri ¢ijem reSavanju hemometrija daje izuzetno veliki doprinos.

Jedan od najznacajnijih domena primene hemometrije je predvidanje osobina molekula. Tu se
uocava tesna veza izmedu molekulskog modelovanja i hemometrije. U zavisnosti od prirode osobine koja
se predvida, hemometrija nudi dva glavna pristupa — QSAR i QSPR. Njihova pozicija u celokupnom toku
analize i predvidanja karakteristika novosintetisanih i jo$ uvek nesintetisanih jedinjenja prikazana je na
slici 2.10. Na datoj slici se moze uociti da je formiranje QSPR i QSAR modela povezano sa eksperimentalnim
radom, s obzirom na to da se eksperimentalni podaci koreliraju sa odredenom osobinom molekula radi
formiranja stabilnog matemati¢kog modela. Formirani model sluZi za predvidanje trazene varijable novih
jedinjenja koja nisu ucestvovala u formiranju modela. Time se izbegava eksperiment, Stede vreme i
finansijska sredstva. Obrada podataka nakon odabira hemometrijskog pristupa zavisi od Zeljenog cilja,
$to moze biti predvidanje osobina jedinjenja ili njihova diskriminacija. Hemometrija u tom pogledu
obuhvata regresione i klasifikacione tehnike.

Osnovna razlika izmedu QSPR i QSAR analize je u vrsti izlazne informacije, odnosno osobini
molekula koja se predvida. Kao zavisno promenljive varijable u QSPR analizi javljaju se fizicko-hemijske
karakteristike jedinjenja (tacka klju¢anja, tacka topljenja, polarizabilnost, hromatografska retencija itd.).
QSAR modelovanje ima za cilj predvidanje bioloskih karakteristika, uklju¢ujuc¢i antifungalnu,
antibakterijsku i antikancerogenu aktivnost, prolazak kroz krvno-mozdanu barijeru, stepen oralne
apsorpcije, sposobnost inhibicije razlicitih enzima i mnoge druge [78-83].
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Kao deo QSPR pristupa, razvila se QSRR metoda (engl. Quantitative Structure-Retention
Relationships), koja je nasla Siroku primenu u predvidanju retencionog ponasanja i lipofilnosti velikog
broja razlicitih jedinjenja [89-95]. QSRR metoda omogucava i karakterizaciju stacionarnih i mobilnih faza,
kao i analizu efikasnosti razdvajanja analita u razli¢itim hromatografskim sistemima [94].

" HEMOMETRIJA
? — QSPR pristup Obrada
podataka
Formiranje Predvidanje
REfnarska modela osobina

modelovanje

|- QSAR pristup

Karakterizacija
jedinjenja

[ LABORATORIJSKI EKSPERIMENT

Odabir metode Priprema uzorka Analiza (merenje)

Obrada eksperimentalnih podataka

Slika 2.10. Osnovni hemometrijski pristupi predvidanju molekulskih osobina i karakterizaciji jedinjenja i
njihova veza sa laboratorijskim eksperimentom

U nau¢nim publikacijama se javljaju i modifikacije QSAR akronima, kojima se u nazivu metode
nagladava specificna karakteristika koja se predvida, kao u slu¢aju QSTR modela (engl. Quantitative
Structure-Toxicity Relationships) za predvidanje toksi¢nosti jedinjenja [96], QSAAR modela (engl.
Quantitative Structure-Antioxidant Activity Relationships) za predvidanje antioksidativne aktivnosti [97], ali
i modela za predvidanje bioloske aktivnosti na osnovu retencionih parametara (QRAR, engl. Quantitative
Retention-Activity Relationships) [98]. Kao u slu¢aju QSRR analize koja sustinski spada u QSPR pristup, tako
i navedene metode koriste QSAR osnove, te se ne posmatraju kao posebni hemometrijski pristupi.
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2.6.2. Osnove QSRR analize i pojam hromatografske lipofilnosti

Krajem 70-ih godina XX veka objavljene su naulne studije koje su predstavljale zacetke
metodologije poznate kao QSRR [99]. Vremenom, QSRR postaje veoma popularna hemometrijska
metoda u analizi Sirokog spektra jedinjenja razli¢itim hromatografskim tehnikama. Osnovu QSRR metode
¢ini matematicki model koji povezuje nezavisno promenljive varijable koje kodiraju molekulsku strukturu
(molekulski deskriptori) sa retencionim parametrom, kao zavisno promenljivom varijablom. Glavna svrha
ovih matematickih modela je predvidanje retencionog ponasanja serije strukturno sli¢nih jedinjenja za
koju su definisani (ne postoji opsti QSRR model koji vazi za sva jedinjenja). Stoga, QSRR omogucava
predvidanje retencionog ponasanja novih, jos uvek nesintetisanih, jedinjenja na osnovu izra¢unatih
molekulskih deskriptora, kao i optimizaciju odvajanja komponenata iz kompleksnih smesa i dizajniranje
hromatografskih eksperimenata [100]. Fizicko-hemijski deskriptori pokazuju najznacajnije korelacije sa
retencionim parametrima i najées¢e sluze za njihovo predvidanje, dok kvantno-mehanicki deskriptori
omogucavaju uvid u mehanizam hromatografske retencije na molekularnom nivou [100]. Broj
molekulskih deskriptora koji mogu biti izracunati za svaki analit je izuzetno velik, medutim problem moze
nastati pri tumacenju fizickog smisla odredenih deskriptora, pogotovo u slu¢aju kada deskriptori sa
nejasnim znacenjem formiraju statisticki stabilan QSRR model [101]. QSRR, kao ekstratermodinamicki
pristup [101], moZe biti primenjen na retencione podatke dobijene pomocu razlic¢itih vidova
hromatografije (adsorpciona i podeona hromatografija) i razli¢itih hromatografskih tehnika (kolonska i
planarna).

U te¢noj podeonoj hromatografiji raspodelu analita izmedu mobilne i stacionarne faze mozemo
posmatrati kao termodinamicku ravnotezu, koja je detaljno opisana u revijalnom radu o QSRR analizi [99].
Ponasanje analita u te¢noj hromatografiji zavisi od njegove raspodele izmedu mobilne (m) i stacionarne
faze (s). Termodinamicki ravnotezni parametar koji definise retenciju analita u hromatografskom procesu
je koeficijent raspodele analita izmedu stacionarne i mobilne faze (K):

K= Cs/Cm (2.1.)
(cs — koncentracija analita u stacionarnoj fazi, ¢» — koncentracija analita u mobilnoj fazi)

Veza izmedu Gibsove slobodne energije (AG?) prelaza jednog mola analita iz standardnog stanja
pri beskonacnom razblazenju u nepokretnoj fazi u standardno stanje pri beskona¢nom razblaZenju u
pokretnoj fazi, pri temperaturi T i konstantnom pritisku, i koeficijenta raspodele analita (K) izmedu
stacionarne i mobilne faze data je relacijom:

-AG? =RT InK (2.2)
(R - univerzalna gasna konstanta)

Retencioni parametar analita koji se meri u te¢noj hromatografiji naziva se kapacitetni faktor
analita (rastvorka), k.. Kapacitetni faktor predstavlja odnos molova analita u stacionarnoj (n;) i mobilnoj
fazi (nm):

ka =ns/nm (2.3.)
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iz Cega sledi relacija:

ka=(cs/Cm) (Vs/ Vi) =K-(Vs/ V) (24.)
Dakle, direktna veza izmedu K i k, u podeonoj i adsorpcionoj hromatografiji [4] data je relacijom:
ka=K-¢ (25
(¢ — zapreminski odnos)

U podeonoj kolonskoj hromatografiji kapacitetni faktor se naj¢esce izrazava preko retencionog vremena
analita (t,) i mrtvog retencionog vremena (t,) koji se oitavaju sa hromatograma:

ka = (ta - tm) / tm (26')

Mrtvo retenciono vreme se definiSe kao vreme prolaska supstance kroz hromatografsku kolonu bez
zadrZavanja na stacionarnoj fazi. Ono se moze odrediti upotrebom tzv. ,markera mrtvog vremena“, kao
$to su izotopski ili radioaktivno obelezene komponente eluenta, jonske i nejonske komponente ili,
generalno, supstance Cije su interakcije sa stacionarnom fazom minimalne (zanemarljive) [99,102,103].
Jos jedan od nacina definisanja mrtvog vremena zasniva se na ocitavanju retencionog vremena prvog
signala (pika) na hromatogramu [104].

Kapacitetni faktor analita u HPLC ¢esto se izraZzava u logaritamskom obliku - logk.. Pored vrste
stacionarne i mobilne faze i prirode analita, na logk, uticu i razliCite interakcije izmedu analita i rastvaraca,
kao $to su dipol-dipol, dielektri¢ne i disperzione interakcije i formiranje vodonic¢nih veza [16]. Dipol-dipol
interakcije su zastupljene ukoliko analit i rastvara¢ imaju permanentne dipolne momente, dok se
disperzione sile javljaju u slu¢aju interakcija nepolarnih susednih molekula bez permanentnih dipolnih
momenata. Ukoliko izmedu molekula analita i rastvaraca postoji elektrostaticko privlaCenje tipa vodonik
- nukleofilni atom sa slobodnim elektronskim parom, dolazi do formiranja vodoni¢ne veze. Dielektri¢ne
interakcije stimuliSu rastvaranje jonskih jedinjenja u polarnom rastvaraCu. Generalno, u tecnoj
hromatografiji kapacitetni faktor analita zavisi od ravnoteznih interakcija [105]:

e analit - stacionarna faza,

e analit - mobilna faza,

e stacionarna faza — mobilna faza,

e solvent - solvent (modifikator — modifikator, voda - voda, modifikator - voda),

e stacionarna faza - stacionarna faza (u slu¢aju interakcije fleksibilnih fragmenata),
e analit - analit (u slu¢aju visokih koncentracija).

U hromatografiji na obrnutim fazama retencija rastvorka je dominantno uzrokovana
interakcijama nepolarnog dela molekula analita sa polarnim rastvara¢em (voda) u mobilnoj fazi. Ove
solvofobne (hidrofobne) interakcije zavise od povrsinskog napona i gustine rastvaraca i povrsine analita
[4]. Molekulski mehanizam retencionog ponasanja analita u RP-HPLC moze se predstaviti modelom
linearne korelacije slobodne energije solvatacije (LSER, engl. Linear Solvation Energy Relationship)
[106,107]. Solvatohromna LSER jednacina korelira retenciju analita u te¢noj hromatografiji (logk.) sa
molekulskom zapreminom, dipolarnosti/polarizabilnosti i sposobnosti donacije/primanja protona u
vodoni¢noj vezi [106]. Brojnim ispitivanjima je pokazano da na vrednost logk, parametra u RP-HPLC
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znacajan uticaj ima vrednost podeonog koeficijenta analita u dvofaznom sistemu 1-oktanol/voda, logP
[99,100,108,109]. Ovaj uticaj se moze predstaviti relacijom [4,12,105]:

logP=Alogk, + B (2.7.)
(A, B-nagib i odsecak linearne zavisnosti)

Izraz 2.7. je klju¢na spona izmedu podeonog koeficijenta logP, kao klasi¢nog merila lipofilnosti nekog
jedinjenja, i tzv. hromatografske lipofilnosti definisane RP-HPLC tehnikom [12,13,105]. lako su utvrdene
odli¢ne korelacije izmedu logP dobijenog metodom muckanja i logk,, razlika u njihovom nacinu dobijanja
je evidentna. Glavna prednost hromatografske lipofilnosti je mogucnost upotrebe organskih
modifikatora polarnosti vodene faze. Razliciti udeli organskog modifikatora u vodenoj fazi mogu dati
razli¢ite vrednosti parametra hromatografske lipofilnosti, odnosno mogu uticati na retenciju analita u
hromatografskom sistemu. Zato je neophodno naglasiti sastav mobilne faze, tj. udeo organskog
modifikatora u binarnoj mobilnoj fazi, pri kome je definisana hromatografska lipofilnost u slucaju
izokratskog postupka hromatografisanja [105]. Losa korelacija logP i retencije u RP-HPLC moze biti
posledica jonizacije (disocijacije) analita, koja se suzbija dodavanjem pufera u mobilnu fazu [4]. Uticaj
zapreminskog udela modifikatora (¢) na vrednosti logk, u RP-HPLC sistemu definisan je Soczewinski-
Snyder-ovom jednacinom [110,111]:

logks=logkw - S ¢ (2.8
(S - nagib, logk,, - odsecak linearne zavisnosti)

Odsecak, logk,, odgovara retenciji analita u mobilnoj fazi bez modifikatora, odnosno cistoj vodi. Nagib
prikazane zavisnosti (S) je konstanta za dati analit i HPLC sistem. Neophodno je naglasiti da se logky
vrednost razlikuje od eksperimentalno odredene retencije u ¢istoj vodi (kada ju je moguce odrediti) i da
zavisi od vrste primenjenog organskog modifikatora pri njenom odredivanju, $to moze da navede na
zakljucak da je odredivanje logk, manipulacija i da u nekim slu¢ajevima ovaj parametar nema fizicko
znacenje [105]. Njegova interpretacija kao retencionog faktora analita u sistemu bez organskog
modifikatora u mobilnoj fazi (¢istoj vodi) je pogresna, te se treba smatrati samo kao nacin standardizacije
retencionih podataka [105]. U nekim slucajevima zavisnost izmedu logk., i @ moZe se opisati i
polinomskom funkcijom drugog reda [4,105]:

logks=A @+ B ¢ + logku, (2.9.
(A, B - konstante)

Analizom korelacije je ustanovljeno da se hromatografska lipofilnost seta test analita, dobijena pomocu
RP-HPLC sistema sa mobilnom fazom metanol/voda, i logP parametar najbolje koreliraju po linearnom
modelu [112]. U poredenju sa mobilnom fazom acetonitril/voda, mobilna faza metanol/voda pokazuje
vide sli¢nosti sa sistemom 1-oktanol/voda [112], te se odredivanje hromatografske lipofilnosti jedinjenja
Cesto definise upravo koris¢enjem metanola kao modifikatora.

Kod primene hromatografije na obrnutim fazama za odredivanje hromatografske lipofilnosti
uglavnom se koristi modifikovani silika gel sa n-oktadecil (C-18) i n-oktil (C-8) ugljovodoni¢nim nizom.
Kod analize steroidnih jedinjenja najpopularniji je C-18 modifikovani silika gel [113]. Pri koris¢enju
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modifikovanog silika gela, na retenciju jedinjenja uti¢u i zaostale nemodifikovane silanolne grupe koje su
polarnije u odnosu na ugljovodoni¢ni lanac (silanofilne interakcije) [4]. Racunarskim modelovanjem
hidrofilnih i hidrofobnih povrsina segmenta C-18 modifikovanog silika gela programom BioLuminate®
[61] moze se uociti znacajan hidrofilni karakter na mestu nemodifikovanih silanolnih grupa izmedu C-18
ugljovodonic¢nih lanaca (slika 2.11.).

Hidrofobna povrsina
C-18lanaca

Hidrofilna povrsina
oko nemodifikovane
silanolne grupe

Slika 2.11. Hidrofilne i hidrofobne povrsine segmenta C-18 modifikovanog silika gela sa preostalim
nemodifikovanim silanolnim grupama

Znacajan broj QSRR modela definisan je na osnovu retencionih parametara dobijenih pomocu
HPLC tehnike [84,104,114-118], medutim potrebno je naglasiti i da je veoma veliki broj QSRR studija
zasnovan na primeni TLC tehnike sa ciljem analize retencionog ponasanja razlicitih jedinjenja, analize
karakteristika stacionarnih faza i ispitivanja uticaja pojedinih fizi¢cko-hemijskih parametara na retenciju
[53,54,90-95,118-120]. Retencija jedinjenja u TLC sistemu se naj¢e$ée izrazava u obliku Ry vrednosti,
raCunate na osnovu Rr parametra:

Rm=10og((1/R) -1) (2.10)
(Rs— odnos predenog puta supstance i fronta mobilne faze)

Ekstrapolacijom zavisnosti Ry — ¢ na 0% ¢, dobija se Ry’ retencioni parametar jedinjenja u ¢istoj vodi,
analogno logk,, parametru koji je definisan primenom HPLC tehnike.

Neophodno je naglasiti da se pojam hromatografske lipofilnosti moze podjednako odnositi na
parametre logk,, logkw, Ru i Ry’ u zavisnosti od primenjene hromatografske tehnike, ali i na alternativne
parametre lipofilnosti (hidrofobnosti), ¢, za HPLC [121] i Co za TLC tehniku [122]:
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@o = -logku/S (2.11))
Co=-Ru/S (2.12)
(S - nagib zavisnosti logk, — ¢, odnosno Ry - ¢)

Navedeni parametri takode mogu biti upotrebljeni kao zavisno promenljive u QSRR modelima.

Najjednostavniji primer QSRR modela mogao bi se predstaviti modifikovanom jednac¢inom 2.7.u
kojoj bi zavisno promenljiva bila retencija (logk.), a nezavisno promenljiva parametar lipofilnosti (logP),
dobijen eksperimentalno ili izraCunat pomocu racunarskog programa. Medutim, QSRR relacije mogu biti
kompleksne, uklju¢ujudi vise od jedne nezavisno promenljive veli¢ine. Cesto su zasnovane na primeni
multivarijantnih regresionih tehnika koje mogu da predvide retencioni faktor ispitivanih jedinjenja u
primenjenom hromatografskom sistemu na osnovu vise varijabli (faktora). Tako je u slucaju serije
estranskih derivata formiran QSRR model pomocu multiple linearne regresije, namenjen predvidanju
retencionog parametra (Ry°) strukturno sli¢nih jedinjenja u RP-TLC sistemu pomocu izracunatih
molekulskih deskriptora [53]:

Rv’ = 0,002038 GE + 0,146148 MR - 0,017372 MP + 1,571067 (2.13)

(R’ - retencioni parametar jedinjenja u RP-TLC pri 0% modifikatora (metanola) u mobilnoj fazi (voda); GE
- Gibsova slobodna energija, MR — molarna refraktivnost, MP — temperatura topljenja)

QSRR modeli koji definisu retenciju serije jedinjenja u odredenom hromatografskom sistemu neophodno
je da budu statisticki validni i definisani na osnovu velikog broja jedinjenja, kako bi se mogli pouzdano
koristiti za predvidanje retencionog ponasanja. QSRR relacije definisane na manjem broju jedinjenja
mogu biti pokazatelji uticaja odredenih varijabli (deskriptora) na retenciju jedinjenja upotrebljenih za
formiranje modela, ali je njihova sposobnost predvidanja ogranicena.

2.6.3. Osnove QSAR analize

Pre viSe od pet decenija, Korvin Hans (Corwin Hansch) i saradnici [123] postavili su temelje QSAR
analize ispitujuci korelaciju izmedu bioloske aktivnosti i fizickih osobina molekula primenom regresione
analize. Danas, QSAR modelovanje je jedan od glavnih racunskih pristupa koris¢enih u medicinskoj hemiji
hemijske strukture. QSAR pristup, pored definisanja matematickih relacija, obuhvata i racunarsko
modelovanje molekulske strukture kako jednostavnih organskih molekula, tako i slozenih molekulskih
celina (enzimi, celijski receptori, DNA itd.). QSAR metoda je u zacetku bila smatrana za oblast fizicke
organske hemije, medutim razvila se u zasebnu celinu, od primene jednostavnih regresionih modela na
manjim molekulskim serijama, pa sve do analize veoma velikih setova podataka sloZzenim statistickim i
regresionim tehnikama [124].
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Unosedi niz olakSica u analizu bioloski aktivnih jedinjenja i potragu za potencijalnim
terapeuticima u le€enju razlicitih vrsta oboljenja, QSAR analiza je postala neizostavni deo procesa
dizajniranja novih lekova. Njeno mesto u tzv. virtuelnom skriningu [125] bioloski aktivnih jedinjenja
prikazano je slikom 2.12. Virtuelnim skriningom se obavlja identifikacija hemijskih jedinjenja iz celokupne
baze jedinjenja za koja se pretpostavlja da ¢e pokazati zeljenu biolosku aktivnost. S obzirom na to da baza
sadrZi preko milion jedinjenja, doprinos QSAR pristupa njihovoj selekciji je od velikog znacaja.

Baza hemijskih jedinjenja
(~10°- 107 jedinjenja)

Empirijska pravila

Selekcija na osnovu
hemijske sli¢nosti

Selekcija na osnovu
QSAR modela

Izvodljivost/dostupnost

I VIRTUELNI SKRINING

~100-1000
odabranih jedinjenja

Slika 2.12. Mesto QSAR pristupa u virtuelnom skriningu baze hemijskih jedinjenja [124]

Procenjuje se da je broj komercijalno dostupnih hemijskih jedinjenja oko 22 miliona, dok se broj
prirodnih jedinjenja kre¢e oko 160 000 [126]. Medutim, primena prirodnih jedinjenja u dizajniranju
farmakoloski aktivnih supstanci je ogranicena, delom zbog tehnickih prepreka koje onemogucavaju
kompletan skrining njihovog delovanja prema datim metama [126]. Medutim, mogucnosti organske
sinteze novih bioloski aktivnih jedinjenja su skoro neograni¢ene. S obzirom na sloZzenost organskih
sinteza i finansijske troSkove koji ih prate, QSAR modelovanje moZe da pruZi znacajne smernice pri
organskim sintezama i skrati vreme potrage za jedinjenjima sa Zeljenom bioloskom aktivnoscu [78].

QSAR metodologija se bazira na cinjenici da razlike u bioloskoj aktivnosti jedinjenja iste
molekulske serije mogu biti kvantitativno korelirane sa razlikama u njihovoj strukturi. Ove razlike se mogu
odnositi na:
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e veli¢inu i oblik ugljeni¢nog skeleta;
e prirodu i stepen supstituisanja;
e stereohemiju.

U klasi¢nom QSAR pristupu razmatraju se samo 2D strukture molekula (2D-QSAR), pri ¢emu se
uglavnom analiziraju varijacije supstituenata na delu molekula identi¢cnom za sve ¢lanove iste molekulske
serije, dok savremeni 3D-QSAR pristup povezuje biolosku aktivnost sa 3D molekulskom strukturom [54].
Stoga, kada je analiza 3D molekulske strukture postala rutina sa paralelnim razvojem nekoliko racunarskih
tehnika molekulskog modelovanja u 80-im godinama proslog veka, zapocet je novi pristup dizajniranju
novih bioloski aktivnih supstanci, potencijalnih terapeutika, poznat kao kompjuterski asistirano
molekulsko modelovanje (CAMD, engl. Computer-Aided/Assisted Molecular Design), odnosno
kompjuterski asistirano dizajniranje lekova (CADD, engl. Computer-Aided/Assisted Drug Design) [127]. U
zavisnosti od nacina racunanja i odabira molekulskih deskriptora i specifi¢nih statistickih algoritama za
konstuisanje QSAR modela, predloZeno je nekoliko QSAR metodologija [127]:

e 0D-QSAR (zasnovana na broju i vrsti atoma u molekulskoj strukturi);

¢ 1D-QSAR (zasnovana na broju molekulskih fragmenata, funkcionalnih grupa, supstituenata);

e 2D-QSAR (zasnovana na topologiji molekula);

¢ 3D-QSAR (zasnovana na geometriji molekula, odnosno koordinatama atoma u prostoru);

e 4D-QSAR (zasnovana na ispitivanju visestrukih geometrijskih orijentacija atoma u molekulima
liganada);

e 5D-QSAR (zasnovana na analizi prilagodavanja aktivnog mesta receptora topologiji
pojedina¢nog liganda);

e 6D-QSAR (uzima u obzir razlicite solvatacione modele)[128].

Savremeni racunarski programi za molekulski dizajn omogucavaju formiranje 3D modela sternih
interakcija razli¢itih jedinjenja (liganada) sa aktivnim mestima odgovarajucih proteina (enzima). Ovaj
pristup je poznat kao molekulski doking (engl. Molecular Docking) [44,129]. Na slici 2.13. prikazana je
simulacija vezivanja androstanskog derivata za aktivno mesto enzima CYP17A1 [44].

Slika 2.13. QSAR doking studija koja predvida prostornu orijentaciju 17(E)-pikoliniliden androstanskog
derivata (zelena struktura) pri vezivanju za aktivno mesto CYP17A1 enzima [44]
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Jedan od najpopularnijih metoda 3D-QSAR analize je komparativna analiza molekulskog polja
(CoMFA, engl. Comparative Molecular Field Analysis) [130], zasnovana na primeni 3D molekulskog
modelovanja i metodi parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS). Cilj COMFA je analiza korelacije izmedu
bioloske aktivnosti serije jedinjenja i njihove 3D konformacije, uzimajudi u obzir elektrostaticke i sterne
osobine i moguc¢nost formiranja vodonicne veze.

Analizom povezanosti strukture i bioloske aktivnosti brojnih jedinjenja, utvrdeno je da na
biolosku aktivnost najznacajniji uticaj imaju elektronski, sterni i lipofilni (hidrofobni) efekti [54]. Prva
ispitivanja uticaja ovih efekata na reaktivnost jedinjenja sproveli su Luis Hamet (Louis Plack Hammett) i
Robert Taft (Robert W. Taft). Hamet je diskutovao uticaje elektronskih efekata supstituenata na reaktivnost
benzoevih kiselina, dok je Taft kvantifikovao uticaj sternih efekata koristeci reakciju hidrolize estara
[54,131]. Raspodela elektrona u molekulu ispoljava znacajan efekat na biolosku aktivnost, s obzirom na
to da uti¢e na formiranje veze izmedu jedinjenja i mesta delovanja (npr. aktivnog mesta enzima) [132].
Elektronski uticaji su u QSAR analizi definisani Hametovom konstantom (o), dok je Taftov sterni parametar
(Es) prvi parametar kojim je definisan uticaj oblika i veli¢ine molekula na njegovu aktivnost [132]. Jo$ jedan
vazan parametar bioloski aktivhog jedinjenja je molarna refraktivnost (MR), koja obuhvata zapreminu
molekula i njegovu sposobnost polarizacije. Lipofilnost (P ili logP) je vazno merilo sposobnosti molekula
da savlada prolazak kroz lipidne membrane kako bi dostigao mesto delovanja. Uticaj pojedinih
supstituenata na ukupnu lipofilnost molekula definisan je Han3ovom konstantom lipofilnosti
supstituenta (1m). Prema HanSovoj pretpostavci, bioloska aktivnost jedinjenja odvija se u dve faze:

1. transport jedinjenja do mesta delovanja;
2. vezivanje jedinjenja za mesto delovanja.

Svaka od navedenih faza zavisi od fizicko-hemijskih osobina jedinjenja i njegovog mesta delovanja.
Uzimajudi u obzir prethodno navedene parametre, Hans je definisao jednostavan matematicki model koji
predvida biolo3ku aktivnost jedinjenja (log1/C) [132]:

|Og(1/C):k1P—k2P2+k30+k4Es+k5 (214)

(C - minimalna koncentracija jedinjenja neophodna da izazove specifi¢ni bioloski odgovor, ki-ks -
regresione konstante)

Savremena QSAR ispitivanja uklju¢uju primenu in silico molekulskih deskriptora u predvidanju
bioloske aktivnosti, koji u nekim slucajevima predstavljaju efekte koje su definisali Hamet i Taft. Tako je,
na primer, u slu¢aju QSAR modelovanja antifungale aktivnosti serije derivata benzimidazola prema
Saccharomyces cerevisiae utvrden znacajan uticaj lipofilnosti jedinjenja (logP), dipolnog momenta (DM) i
povrsine molekula (SAG, engl. Surface Area Grid) na vrednost minimalne inhibitorne koncentracije (Cuic)
prema relacijama [133]:

log(1/cwic) = 0,9134 logP + 0,0289 DM + 0,6758 (2.15)
log(1/cmic) = 0,8491 logP + 0,0022 SAG + 0,0174 (2.16.)
R —
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Odabir prediktorskih varijabli za formiranje QSAR modela zavisi od veli¢ine koja se modeluje.
Odredeni deskriptori su pogodni za predvidanje prolaska molekula kroz lipidne membrane (logP, pK.,
logD, MW, SAG i dr.), dok neki mogu da budu dobri pokazatelji ponasanja molekula u farmakokinetickim
fazama (BBB, SP, PPB%, HIA% i dr.). Bez obzira na veli¢inu koja se predvida, bitno je obezbediti dovoljan
broj validnih eksperimentalnih podataka visokog kvaliteta, kako bi se dobio ispravan QSAR model visoke
prediktivnosti. Eksperimentalni rezultati ispitivanja bioloske aktivnosti velikog broja jedinjenja dostupni
su u internet bazama podataka, od kojih je najpoznatija ChEMBL internet baza [134].

Naucna literatura obiluje radovima baziranim na primeni QSAR analize u sferama medicinske
hemije, mikrobiologije, toksikologije i hemije Zivotne sredine. U tabeli 2.4. dat je kratak pregled literature
sa primerima primene QSAR analize razlicitih jedinjenja. lako je QSAR metoda ve¢ decenijama bitan faktor
u analizi i predvidanju bioloske aktivnosti molekula, primenom novih statistickih i matematickih pristupa
i racunarskih programa, olak3ava se formiranje novih QSAR modela, kao i interpretacija dobijenih
rezultata.

Tabela 2.4. Kratak pregled primene QSAR analize u savremenoj naucnoj literaturi

Serija jedinjenja Aktivnost / osobina koja se predvida Referenca

Derivati benzimidazola Antifungalna aktivnost in vitro prema [133,135,136]
Saccharomyces cerevisiae;
Antibakterijska aktivnost in vitro prema
Pseudomonas aeruginosa.

Serija benzoksazola i Antifungalna aktivnost in vitro prema [79,137]
oksazolo[4,5-b]piridina Candida albicans

Serija alkantiola Prag mirisa [138]
Serija derivata maleimida Inhibicija humane monoglicerid lipaze; [139]

molekulski doking

Set od 850 strukturno razlic¢itih Biokoncentracioni faktor (BCF) [140]
jedinjenja
Serija 1-[2-hidroksietoksi-metil]-6- Anti-HIV-1 aktivnost [141]

(feniltio)timin (HEPT) derivata

Serija derivata ksantenona Antikancerogena aktivnost in vitro prema [142]
malignom gliomu (U251) i kanceru bubrega
(NCI-H460)
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2.7. Hemometrijska statistika

Budu¢i da je zasnovana na statistickim i matematickim metodama, pravilna primena
hemometrijske analize zahteva poznavanje osnova ovih oblasti. Hemometrijske tehnike se nacelno dele
na klasifikacione i regresione [143]. Klasifikacione tehnike se primenjuju za utvrdivanje sli¢nosti ili razlika
izmedu jedinjenja ili uzoraka, kao i u otkrivanju odredenih 3ablona medu podacima (tehnike
raspoznavanja oblika/$ablona, engl. Pattern Recognition Techniques), dok se regresione tehnike koriste za
analizu povezanosti izmedu zavisnih i nezavisnih promenljivih. Neke od ¢e$¢e koris¢enih klasifikacionih i
regresionih hemometrijskih tehnika prikazane su u tabeli 2.5.

Tabela 2.5. Klasifikacione i regresione hemometrijske tehnike.

Klasifikacione tehnike

(Tehnike raspoznavanja oblika) EgesEhettinle

Klaster analiza Linearna regresija

Analiza glavnih komponenata Multipla linearna regresija

Vestacke neuronske mreze Regresija glavnih komponenata

Faktorska analiza Regresija metodom parcijalnih najmanjih kvadrata
Diskriminaciona analiza Stepenasta regresija

Analiza sume razlika rangova (SRD) Vestacke neuronske mreze

U QSRR i QSAR analizi jednostavni regresioni modeli koji predvidaju bioloSku aktivnost ili
retenciju na osnovu jedne varijable zanemaruju sloZzenost ovih procesa. BioloSka aktivnost i
hromatografska retencija nekog jedinjenja posledica su uticaja vide od jednog faktora, te se za njihovo
modelovanje najteS¢e primenjuju multivarijantne hemometrijske tehnike. Osnovni preduslov za
primenu multivarijantnih tehnika je da raspoloZivi podaci nose korisne informacije o veli¢ini koja je cilj
modelovanja. Pri QSRR i QSAR modelovanju mnogo je vaznije obaviti pravilnu selekciju korisnih varijabli,
nego fokusirati se na ukupan broj raspolozivih varijabli. U suprotnom, bez obzira na mogucnosti koje
pruza primenjena hemometrijska tehnika, rezultati koji se dobiju neée sadrzati trazenu informaciju ili
mogu da navedu na pogresne zakljucke.

Za analizu podataka u ovoj doktorskoj disertaciji od posebnog znacaja su klaster analiza (CA, engl.
Cluster Analysis), analiza glavnih komponenata (PCA, engl. Principal Components Analysis), analiza sume
razlika rangova (SRD, engl. Sum of Ranking Differences), linearna i polinomska regresija, multipla linearna
regresija (MLR, engl. Multiple-Linear Regression), regresija glavnih komponenata (PCR, engl. Principal
Components Regression), regresija metodom parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS, engl. Partial Least
Squares), stepenasta regresija (SR) i regresija pomocu vestackih neuronskih mreza (ANN, engl. Artificial
Neural Networks).
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2.7.1. Klasifikacione hemometrijske tehnike

Klaster analiza (CA) je metoda multivarijantne hemometrijske analize koja sluZi za grupisanje
slicnih objekata u klastere. Grupisanje objekata se ostvaruje na osnovu njihovih karakteristika (varijabli).
Klasifikacioni pristup je numericki, a broj klastera unapred nije poznat. Rastojanje (d) izmedu dva objekta
u n-dimenzionalnom prostoru varijabli sa koordinatama xi, X,...X» i y1, ¥2....y» Naziva se Euklidova distanca
i definisana je jednacinom [144]:

d=Vx =y + (2= ¥2)* + oo + (X = Yi)? (2.17)

Klasterovanje moze da se obavi aglomerativnim i divizionim pristupima. Aglomerativni hijerarhijski
pristup polazi od toga da svaki objekat pripada zasebnom klasteru. Pri svakom narednom koraku analize,
klasteri koji pokazuju najvecu sli¢nost udruzuju se u zajednicki klaster. Klasterovanje se zaustavlja kada
svi objekti budu svrstani u jedan klaster. Divizionim pristupom ostvaruje se razdvajanje jedne grupe od n
objekata na manje grupe. Postupak se ponavlja dok svaki od objekata ne formira zaseban klaster
(suprotan smer u odnosu na aglomerativni pristup). Postoje brojni nacini racunanja distanci izmedu dva
klastera koja sadrze viSe od jednog ¢lana. Najjednostavniji pristup je racunanje rastojanja izmedu dva
najbliza objekta koja pripadaju razli¢itim klasterima (pristup pojedinacnog povezivanja, engl. single
linkage) [144]. Takode, postoje i metode potpunog povezivanja (engl. complete linkage), prosecnog
povezivanja (engl. average linkage), metoda centroida (engl. centroid method) i Vardova (Ward) metoda.

Rezultati klaster analize se naj¢e$c¢e prikazuju u vidu dendrograma, prikazanog na slici 2.14.
Dendrogram ilustruje spajanje ili deljenje izvedeno u svakom koraku analize i na taj nacin uspe$no
organizuje skup podataka. Cvorovi dendrograma predstavljaju klastere, dok je rastojanje na kojima se
klasteri udruzuju oznaceno duZinom grane. Kompletan raspored ¢vorova i grana cini topologiju
dendrograma. Na y-osi dendrograma moze da se predstavi stepen sli¢nosti ili razli¢itosti objekata.

Klaster analiza je nasla primenu u QSRR i QSAR metodama pri analizi slicnosti jedinjenja na osnovu
njihovog retencionog ponasanja ili bioloske aktivnosti [89,90,94].
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Slika 2.14. Dendrogram kao vizuelni prikaz rezultata klaster analize (formirani klasteri jedinjenja ili
uzoraka obelezeni su sa AiB)
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Analiza glavnih komponenata (PCA) jedna je od najCeS¢e primenjivanih multivarijantnih
tehnika za smanjenje dimenzionalnosti skupa podataka sastavljenog od velikog broja medusobno
koreliranih varijabli [144,145]. PCA omogucava ekstrakciju najbitnijih informacija iz skupa podataka,
olaksava opisivanje skupa podataka i pruza uvid u sli¢nosti i razlike izmedu analiziranih objekata. PCA nije
korisna tehnika ukoliko ne postoji korelacija izmedu varijabli [144].

Glavni cilj PCA je definisanje glavnih komponenata (PC7, PC2,...PCn), kao kombinacije originalnih
varijabli (X3, Xz,...X»), koje opisuju svaki od objekata (hemijska jedinjenja, uzorci):

PCl1=auX;+aiXo+ ...+ amXs (218.)
PC2 = a1 Xi+ aX> + ... + anXn (2.1 9.)

Kada se u koordinatnom sistemu, sa¢injenom od onoliko osa koliko ima varijabli, rasporede objekti, PCA
omogucava definisanje pravca koji na optimalan nacin odrazava relativno rastojanje izmedu objekata i
ujedno prezentuje maksimalnu varijansu projekcije podataka na dati pravac (skorovi). Ovaj pravac se
definiSe kao prva glavna komponenta (PC1). Druga glavha komponenta (PC2) predstavlja pravac
normalan na PC1, koji opisuje maksimum preostalog varijabiliteta. Dakle, PCA je ekvivalentna rotaciji
originalnih osa tako da je PC1 postavljena u pravcu maksimalne varijabilnosti (slika 2.15.). Ukupan broj
glavnih komponenata jednak je broju analiziranih varijabli. Kako broj glavnih komponenata raste, tako
opada znacaj informacija koje nose u datoj analizi. Glavne komponente koje se uzimaju za dalju analizu
treba da objasnjavaju najmanje 80% ukupne varijanse podataka [146].

1
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Slika 2.15. Grafik koji ilustruje dve glavne komponente (PC1 i PC2) za dve varijable (X; i Xz) i raspodelu
objekata u prostoru ® (1) i njihovu projekciju © na PC1iPC2 (2) [144]

Rezultati PCA se prikazuju pomocu grafika skorova (scores plot) i grafika koeficijenata latentnih
varijabli (loadings plot). Grafik koeficijenata latentnih varijabli pokazuje koliko svaka varijabla doprinosi
rasporedu (projekciji) objekata duz PC ose.

PCA nalazi Siroku primenu u analizi retencionih parametara i retencionih mehanizama na
razli¢itim stacionarnim fazama, kao i u analizi bioloski aktivnih jedinjenja [79,90].
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Analiza sume razlika rangova (SRD analiza) predstavlja relativno novu hemometrijsku tehniku.
Zasnovana je na rangiranju matematickih modela, analitickih tehnika ili razli¢itih uzoraka u odnosu na
neki unapred postavljeni idealni referentni rang, tzv. ,zlatni standard” [147-149]. Podatke je neophodno
sloZiti tako da se objekti (npr. jedinjenja) na osnovu kojih se izvodi rangiranje nalaze u redovima, dok
kolone predstavljaju varijable (npr. matematicke modele) koje se porede. Suma razlika izmedu idealnog
referentnog ranga i ranga datog objekta racuna se za svaki objekat koji se poredi i predstavlja se graficki
(slika 2.16.) i tabelarno. U idealnom sluc¢aju, odnosno u slucaju da objekat koji se poredi ima isti rang kao
referentni rang, suma razlike rangova (SRD) jedanaka je nuli. Ostali objekti se rangiraju na osnovu porasta
SRD vrednosti. Sto je veca SRD vrednost, veca je udaljenost od idealnog ranga [148]. Kao idealni rang
mogu biti zadate prosecne vrednosti (engl. average), minimalne ili maksimalne vrednosti varijabli za svaki
objekat, eksperimentalne vrednosti ili neka drugi referentni niz.
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Slika 2.16. Graficki prikaz rezultata SRD analize (1-9 - objekti (matematic¢ki modeli), XX1 - prvi ikosail
(5%), Med - medijana, XX19 - posledniji ikosail)

Validacija SRD analize moze se izvesti metodom poredenja rangova sa nasumicnim brojevima
(CRRN, engl. Comparison of Ranks by Random Numbers), kao i unakrsnom validacijom [148,149]. Unakrsna
validacija (CV, engl. Cross-Validation) se sprovodi deljenjem seta podataka na sedam celina, prilikom ¢ega
se analiza obavlja u sedam ponavljanja izostavljajuci po jednu sedminu podataka pri svakom ponavljanju.
Ovaj nacin validacije je poznat kao 7-fold unakrsna validacija. CRRN validacija se u slu¢aju manjeg broja
objekata (n < 14) izvodi primenom teorijske diskretne raspodele [148]. Normalna raspodela se koristi pri
aproksimaciji teorijske (nasumicne) funkcije SRD raspodele za set koji sadrZi vedi broj objekata (n > 13)
[148].

SRD metoda je nasla primenu kod poredenja QSRR i QSAR modela, analizi hromatografskih
retencionih podataka i parametara lipofilnosti [150-153]. SRD analiza moZe biti primenjena i kod
rangiranja molekulskih deskriptora, hemijskih jedinjenja ili razli¢itih tipova uzoraka. Poredenjem SRD
vrednosti mozZe se obaviti i grupisanje i utvrdivanje sli¢nosti i razlika izmedu rangiranih varijabli (slicne
varijable imaju bliske SRD vrednosti) [148].
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2.7.2. Regresione hemometrijske tehnike

Cilj regresione hemometrijske analize je pronalazenje zavisnosti izmedu zavisno i nezavisno
promenljivih varijabli. Kada se ustanovi odredena zavisnost, jaCina te veze utvrduje se korelacionom
analizom.

Linearna regresija (LR), odnosno regresija metodom najmanjih kvadrata, jedan je od
najjednostavnijih regresionih pristupa u hemometriji. Opsti oblik linearne zavisnosti moZe se predstaviti
jednacinom:

y=PotPrx (2.20)
(Bo - odsecak, B;- nagib)

lako je y linearna funkcija x, u vecini slu¢ajeva stvarna posmatrana vrednost y se ne nalazi tacno na pravoj
liniji koja predstavlja ovu zavisnost [154]. Stoga, generalizovan linearni model ukljucuje i slu¢ajnu gresku

(e):
y=BotBix+e (2.21)

Vrednosti regresionih koeficijenata u linearnom modelu (o i 81) definisu se tako da greSka modela bude
svedena na minimum, $to se postize metodom najmanjih kvadrata. Ovom metodom se definise prava sa
nagibom i pravcem pomocu kojih se postize najmanja vrednost sume kvadrata ostataka, odnosno razlika
izmedu x i y vrednosti [154].

Multipla linearna regresija (MLR) ukljuCuje viSe od jedne nezavisno promenljive veli¢ine. Opsti
MLR model moze se prikazati jednacinom:

y:Bo+lel+ﬁ2X2+...+Ban+€ (222)

Koeficijenti B8;, B: se nazivaju parcijalni regresioni koeficijenti, s obzirom na to da npr. koeficijent ; meri
ocekivane promene y-vrednosti po jedinici promene x;—vrednosti dok se x, drzi konstantnom, odnosno
B2 meri ocekivane promene y-vrednosti po jedinici promene x>-vrednosti dok se x; drzi konstantnom
[154]. Generalno, koeficijent B, predstavlja olekivanu promenu y-vrednosti po jedinici promene x,-
vrednosti dok se ostali regresori x drze konstantnim. 3D prikaz MLR modela sa dve prediktorske varijable
predstavljen je naslici 2.17.

Modeli koji su kompleksniji u strukturi od modela 2.21. ¢esto mogu biti razmatrani kao oblik
multiple linearne regresije. Ukoliko je u pitanju polinomski model drugog stepena:

y=Bo+Bixi+Bx’+¢€ (2.23)
i ako se u njega uvrsti smena: x;? = x;, sledi oblik:

y=Bo+Bixi+B2x2+¢€ (2.24)
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koji predstavlja klasi¢an oblik MLR jednacine sa dve nezavisno promenljive veli¢ine. Stoga, polinomski
model se moze smatrati oblikom MLR jednacine [154].
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Slika 2.17. Graficka interpretacija MLR modela sa dve nezavisno promenljive varijable (x; i x2)

Prilikom formiranja QSRR i QSAR modela primenom MLR, neophodno je voditi raCuna o odnosu
broja prediktorskih varijabli i broju podataka (broj jedinjenja, broj uzoraka, broj objekata) na osnovu kojih
se formira model. Ovaj odnos je definisan pravilom Toplis-Kostelo (Topliss-Costello) [155]:

N/n=5 (2.25)
(N - broj podataka, n - broj prediktorskih varijabli)

Velik broj prediktorskih varijabli moze da destabilizuje model i da umanji njegovu sposobnost
predvidanja povecavajuci gresku predvidanja.

Glavno ograni¢enje primene MLR u definisanju QSAR i QSRR modela je multikolinearnost,
odnosno visoka korelacija izmedu prediktorskih varijabli. Multikolinearnost ima znacajan uticaj na
definisanje regresionih koeficijenata MLR modela i na njegovu potencijalnu primenu. Kod medusobno
koreliranih prediktorskih varijabli veoma je tesko ustanoviti koja od njih zapravo ispoljava najjaci efekat
na zavisno promenljivu. Multikolinearnost se moze detektovati na osnovu faktora inflacije varijanse (VIF,
engl. Variance Inflation Factor), koji je definisan jednacinom:

VIFx)=1/(1-RA j=1,2,3,..k (2.26.)
(R? - koeficijent determinacije izmedu x; i ostalih prediktorskih varijabli)

Ukoliko je VIF > 1, multikolinearnost je prisutna u modelu u odredenom stepenu. U literaturi se tolerancija
multikolinearnosti razlikuje, te pojedini autori smatraju da problem multikolinearnosti postaje ozbiljan
ukoliko je VIF > 5, dok neki tolerisu VIF vrednosti koje ne prelaze vrednost 10 [154].

Postoje odredene multivarijacione regresione tehnike kod kojih je multikolinearnost osnovni
uslov za njihovu primenu. U ovu grupu spadaju regresija glavnih komponenata i regresija pomocu
metode parcijalnih najmanjih kvadrata.
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Regresija glavnih komponenata (PCR) predstavlja tehniku pogodnu za regresiono modelovanje
podataka koji su korelirani u velikom stepenu. Ukoliko je prisutna multikolinearnost kod MLR modela,
veoma je verovatno da ¢e procenjene vrednosti regresionih koeficijenata biti pogresne. Medutim, u
slu¢aju PCR multikolinearnost je preduslov za dobijanje ispravnog modela [144].

PCR je zasnovana na primeni skorova glavnih komponenata nezavisno promenljivih varijabli i
predstavlja kombinaciju MLR i PCA [156]. Sustinski, PCR predstavlja nacin odredivanja koeficijenata u MLR
jednadini. Nezavisno promenljive su u slu¢aju PCR linearna kombinacija originalnih (x) varijabli. PCR ima
dve glavne prednosti [156]:

1. skorovi su ortogonalni, tako da se problem koreliranih varijabli anulira;
2. broj relevantnih glavnih komponenata je uglavnom manji od broja originalnih varijabli, te se
na taj nacin postize redukcija broja nezavisno promenljivih.

Prvi korak PCR analize ¢ini PCA, koja transformise originalnu matricu podataka X u matricu T. U
drugom koraku, matrica T se koristi u MLR modelu [145]:

MLR model izrazen preko originalne matrice X:

y=PBX+¢ (2.27))
PCR model izraZzen preko matrice T:

y=BT+e (2.28.)

Broj glavnih komponenata koje se primenjuju u PCR modelu bira se tako da one na najbolji
mogudi nacin predvidaju zavisno promenljivu veli¢inu. Pri odabiru njihovog broja procenat objasnjene
varijanse u nezavisno promenljivim varijablama nije presudan, te se kao znacajne glavne komponente
mogu odabrati i one koje ne doprinose varijabilnosti u zna¢ajnom procentu [145].

Regresija metodom parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS) je vrlo slicna PCR metodi. PLS regresija
takode primenjuje linearnu kombinaciju prediktorskih varijabli koje se koriste za MLR regresiju sa
nezavisno promenljivom, medutim PCR i PLS se razlikuju po nacinu odabira varijabli koje figurisu u
modelu. U PCR analizi glavhe komponente su odabrane tako da opisuju $to je vise moguce varijacija
izmedu nezavisno promenljivih varijabli, bez obzira na jacinu njihove korelacije sa zavisno promenljivom,
dok u slucaju PLS analize varijable koje su visoko korelirane sa zavisno promenljivom dodatno dobijaju
na znacaju [144,157]. Na ovaj nacin linearne kombinacije prediktorskih varijabli su kod PLS regresije
odabrane tako da su visoko korelirane sa zavisno promenljivom i da istovremeno objasnjavaju $to vise
varijacija izmedu nezavisno promenljivih [144]. Dok se u PCR primenjuju skorovi glavnih komponenata
dobijenih na osnovu matrice X, u PLS regresiji se koriste glavne komponente visoko korelirane sa y. Kod
oba pristupa, PCR i PLS, oCekuje se da ¢e svega nekoliko linearnih kombinacija nezavisno promenljivih
varijabli biti dovoljno da se opise $to vise varijacija. Jedan od najcesce koris¢enih algoritama za formiranje
PLS regresionog modela je NIPALS (engl. Non-linear iterative partial least squares), ukljuCujudi i neke
njegove modifikacije i prosirenja.

PLS regresiona metoda na neki nacin predstavlja kompromis izmedu MLR i PCR, s obzirom na to
da obuhvata vedci deo varijanse matrice X i znacajne vrednosti koeficijenta korelacije sa y. MLR, PCR i PLS
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su linearne regresione tehnike koje se medusobno razlikuju u regresionim koeficijentima i u sposobnosti
predvidanja zavisno promenljive. MLR, PCR i PLS su multivarijantne tehnike koje se naj¢esc¢e primenjuju
pri formiranju QSRR i QSAR modela [79-81,158,159].

Regresija pomocu vestackih neuronskih mreza (ANN) je hemometrijska tehnika pogodna za
modelovanje kompleksnih veza izmedu varijabli. VeStacka neuronska mreza se sastoji od vestackih
neurona sa implementiranom sustinom bioloskog neurona. Ona mozZe biti sastavljena iz nekoliko slojeva
(slika 2.18.(1)). Ulazni sloj ¢ine nezavisno promenljive varijable, koje su povezane sa neuronima u
skrivenom sloju. Mreza se moze sastojati iz jednog ili vise skrivenih slojeva. Izlazni sloj Cini jedna ili vise
izlaznih varijabli (zavisno promenljivih). Svaki neuron, koji se jo$ naziva i skrivena jedinica, kao Cinilac
mreze prima signal od prethodnog neurona, transformise ga datom aktivacionom (transfer) funkcijom i
prenosi na slededi neuron, analogno putu elektri¢cnog signala kroz bioloski neuron, od dendrita (ulaza)
preko aksona do izlaza, odnosno sinapsi, $to je Sematski prikazano na slici 2.18.(2). Aktivaciona funkcija
kontrolise propagaciju neuronskog signala do sledeéeg sloja, tako da pozitivhe teZine simuliraju
ekscitatorni stimulus, a negativne teZine inhibitorni stimulus [160]. Vestacki neuron sadrzi regresionu
jednacinu koja procesuira ulaznu informaciju u nelinearni izlazni podatak. Stoga, neuronske mreze se
smatraju nelinearnom regresionom metodom [78,160]. Aktivaciona funkcija je za skrivene slojeve
uglavnom nelinearna (sinusoidna, hiperboli¢na, prag funkcija i dr.), dok je za izlazni sloj karakteristi¢na
linearna funkcija [83]. Sli¢nost vestackih neurona sa bioloskim ogleda se u njihovoj sposobnosti da uce
na osnovu iskustva, zaklju¢uju i izdvajaju bitne informacije.

Ulazni Skriveni Izlazni
sloj sloj sloj

Slika 2.18. Jednostavni model vestacke neuronske mreze sastavljene od ulaznog sloja sa dve ulazne
varijable (i xz), skrivenog sloja sa tri neurona (N4, N2 i Ns) i izlaznog sloja sa jednom izlaznom varijablom
(y) (1) i struktura bioloskog neurona kao jedinice grade nervnog sistema (strelice pokazuju smer kretanja
elektricnog impulsa kroz neuron) (2)
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Postoji nekoliko tipova neuronskih mreza. Na osnovu arhitekture dele se na jednoslojne (SLP,
engl. Single Layer Perceptron) i viSeslojne (MLP, engl. Multi-Layer Perceptron). Postoje modeli ANN
arhitekture sa propagacijom signala unapred (nerekurentne neuronske mreze, engl. feedforward) ili sa
povratnom spregom (rekurentne neuronske mreze, engl. feedback).

Neophodno je istaci da je ponekad pre primene ANN metode potrebno obaviti normalizaciju
(skaliranje) podataka [161]. Normalizacija se naj¢e$ce primenjuje na ulazne podatke, ukoliko se sastoje od
nekoliko razli¢itih varijabli Cije se vrednosti razlikuju u opsegu koji obuhvataju. Normalizacijom se
izbegava slucaj da jedna varijabla, koja ima Sirok opseg vrednosti, potpuno zamaskira varijacije u drugoj
varijabli sa mnogo manjim opsegom vrednosti. Takode, u nekim slu¢ajevima pogodno je normalizovati i
izlazne podatke kojima se obavlja treniranje mreze [162-164]. Jedan od nacina normalizacije podataka je
tzv. min-max normalizacija, koja se izvodi primenom relacije:

Ynorm = (1 -AY - AL) . ((y - Ymin)/()/max - )/min)) + A (229)

gde su AVi A*vrednosti margina koje ogranicavaju ekstrapolacionu sposobnost mreze, ynorm, Ymax | Ymin
normalizovana, maksimalna i minimalna vrednost (ne)zavisno promenljive. Ukoliko podaci nisu
normalizovani, proces treniranja (u¢enja) mreze moze biti veoma spor. Treniranje mreze moze se izvesti
primenom razlicitih algoritama, kao $to su Brojden-Flecer-Goldfarb-Shanno (Broyden-Fletcher-Goldfarb-
Shanno) algoritam, algoritam opadanja gradijenta (engl. Gradient Descent Algorithm), Levenberg-
Markvard (Levenberg-Marquardt) algoritam i dr. Prilikom ANN modelovanja pomocu programa Statistica,
podaci se dele na tri seta - kalibracioni, validacioni i test set. Kalibracioni set podataka se koristi za
formiranje modela. Test set se koristi za definisanje opste greSke modela, dok validacioni set sluzi za
pronalaZenje najbolje konfiguracije mreZe poredenjem greske validacije i greske treniranja mreze [162].

Uprkos Sirokoj primeni u mnogim oblastima, ANN regresiona metoda se i dalje smatra ,crnom
kutijom”, s obzirom na to da je prili¢no teSko razumeti tacnu matematicku vezu izmedu ulaznih i izlaznih
podataka [160]. Kako bi se prevazisao ovaj problem, primenjivane su razliCite numericke metode za
analizu medusobnog odnosa varijabli. Analiza globalne osetljivosti (GSA, engl. Global Sensitivity Analysis)
je jedna od najcesce primenjivanih metoda u tu svrhu [165,166]. Ovom metodom se analizira uticaj svake
ulazne varijable na varijacije vrednosti parametara ANN modela, koje imaju uticaj na vrednosti izlazne
varijable. Visoka vrednost GSA koeficijenta ulazne varijable ukazuje na to da se u¢inak ANN modela moze
znacajno promeniti sa malim varijacijama njenih vrednosti. Ukoliko je vrednost GSA koeficijenta
odredene varijable manja od 1, varijabla treba da bude izuzeta iz modela [78].

Bududi da je ANN regresija specijalni sluCaj neparametarske regresije, ne postoji mogucnost
definisanja parametarske jednacine, te se u QSRR i QSAR analizama ANN model prikazuje u vidu
arhitekture mreze sa osnovnim statistiCckim podacima. Kao metoda hemometrijskog pristupa, neuronske
mreZe su nasle primenu u predvidanju antifungalne aktivnosti [137], antikancerogene aktivnosti [78] i
retencionog ponasanja razlicitih jedinjenja [167,168].
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2.7.3. Formiranje i validacija QSRR i QSAR modela

Tok hemometrijske regresione analize se sastoji od nekoliko vaznih koraka prikazanih Sematski
na slici 2.19. Prvi korak podrazumeva prikupljanje i pripremu eksperimentalnih podataka, dok se u
drugom koraku izvodi modelovanje molekula i racunanje molekulskih deskriptora. Savremeni racunarski
programi omogucavaju racunanje izuzetno velikog broja molekulskih deskriptora, koji se koriste kao
prediktorske varijable u QSRR i QSAR modelima. Najces¢i problem u ovom koraku je odabir adekvatnih
molekulskih deskriptora, koji se prevazilazi matematic¢kim i statistickim metodama.

4 N
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Slika 2.19. Glavni tok QSRR i QSAR modelovanja [169]
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Neke od najcesce koris¢enih metoda sa selekciju nezavisno promenljivih varijabli (molekulskih

deskriptora) u QSRR i QSAR modelovanju su [170-172]:

regresija svih promenljivih (engl. all possible regression) - metoda zasnovana na proveravanju
korelacije izmedu zavisno promenljive i jedne ili vise nezavisno promenljivih, a odabir varijabli se
obavlja na osnovu vrednosti koeficijenta korelacije i standardne greske;

selekcija unapred (engl. forward selection) - prvi model se formira sa varijablom koja je najvise
korelirana sa zavisno promenljivom (najvisi koeficijent korelacije), dok svaka naredna dodata
varijabla doprinosi povecanju koeficijenta korelacije, sve dok se ne ukljuci varijabla koja ne
doprinosi znac¢ajno njegovoj promeni;

eliminacija unazad (engl. backward elimination) - u prvom koraku se formira model koji sadrzi sve
varijable, nakon ¢ega se eliminiSu varijable sa najmanjim doprinosom vrednosti koeficijenta
korelacije;

postepena selekcija (engl. stepwise selection) — ovaj metod kombinuje selekciju unapred i
eliminaciju unazad, tako $to zapocinje dodavanjem varijabli u model, dok u svakom narednom
stepenu postoji mogucénost eliminacije varijable iz modela (neophodno je postaviti dva
kriterijuma, od kojih se jedan odnosi na dodavanje varijabli, a drugi na njihovu eliminaciju);
PLS-VIP selekcija zasnovana na odabiru varijabli znacajnih za PLS projekciju (VIP, engl. Variable
Importance in Projection) — analiza zapocinje izvodenjem PLS analize, koja kao jedan od rezultata
daje VIP vrednosti svih analiziranih varijabli. Varijable Cija VIP vrednost prelazi definisanu granicu
U, UE [0, ), ulaze u model;

SRD metoda - zasnovana je na izdvajanju deskriptora koji nose sli¢ne (iste) informacije, npr. pri
odabiru adekvatnog parametara lipofilnosti iz grupe od nekoliko izra¢unatih.

Broj varijabli koje ¢e formirati model moze da ima uticaj na sposobnost predvidanja modela,

pogotovo u slu¢aju MLR. Na slici 2.20. moze se uociti da sa porastom kompleksnosti MLR modela greska
treniranja kontinualno opada, medutim nakon dodatka odredene varijable greska validacije pocinje da
raste, a samim tim i greSka predvidanja.
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Slika 2.20. Promena greske MLR modela sa porastom broja varijabli
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Nakon uspes$no izvedenog QSRR ili QSAR modelovanja, potrebno je odabrati modele koji
ispunjavaju odredene statisticke kriterijume. Odabir modela se u prvom koraku najce$¢e obavlja na
osnovu klasi¢nih statistickih parametara, kao $to su:

¢ Pirsonov koeficijent korelacije (R);

e koeficijent determinacije (R?) i koeficijent alijenacije (R%);

e podeseni koeficijent determinacije (R%4);

e F-vrednost (Fiserov test);

e koren srednje kvadratne greske (RMSE, engl. Root Mean Square Error);
e p-vrednost (verovatnoda).

Nakon odabira modela sa odgovarajuc¢im statistickim karakteristikama, neophodno je obaviti
njihovu validaciju. Unakrsna validacija naj¢es$¢e je primenjivana metoda interne validacije [157]. Zasniva
se na iterativnom izdvajanju razli¢itih proporcija objekata izvan kalibracionog seta upotrebljenog za
formiranje modela. Formirani model potom koristi izdvojeni set objekata, kako bi se omogucila procena
njegove sposobnosti predvidanja. U zavisnosti od broja objekata izdvojenih iz kalibracionog seta,
unakrsna validacija se obelezava kao:

¢ unakrsna validacija ,izostavi jednog iz modela” (LOO-CV, engl. Leave-One-Out Cross-Validation);
e unakrsna validacija ,izostavi vise iz modela” (LMO-CV, engl. Leave-More-Out Cross-Validation).

Parametri unakrsne validacije su:

e koeficijent determinacije unakrsne validacije (R°);

o ukupna suma kvadrata (7SS, engl. Total Sum of Squares);

e suma kvadrata odstupanja od predvidenih vrednosti (PRESS, engl. Predicted Residual Error Sum of
Squares);

e PRESS/TSS odnos;

o standardna devijacija predvidanja (SDpgess).

Jedan od najrelevantnijih nacina procene prediktivnosti modela je eksterna validacija [173-177].
Eksterna validacija se izvodi tako $to se model primeni na odredeni broj objekata (eksterni test set) koji
nisu ucestvovali u njegovom formiranju. Eksterni test set se uglavhom formira izdvajanjem 15-30%
objekata iz polaznog seta podataka. Statisticki parametri eksterne validacije (RMSE:est, Rrest, R*est) SU CeSto
dobar pokazatelj validnosti formiranog modela [175-177].

Kod PCR i PLS regresione analize, najznacajniji indikatori kvaliteta modela su R?Yuma (kumulativna
suma kvadrata zavisno promenljive objasnjena pomocu izdvojenih komponenti) i Q*Yiumu (kumulativni
deo ukupne varijacije zavisno promenljive koji moze biti predviden pomocu izdvojenih komponenti) [92].
U tabeli 2.6. date su idealne i prihvatljive vrednosti odredenih validacionih parametara QSRR i QSAR
modela.
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Tabela 2.6. Idealne i prihvatljive vrednosti validacionih parametara QSRR i QSAR modela [157,173-180]

Parametar Idealna vrednost Prihvatljiva vrednost

R 1,00 R > 0,80 ukazuje na veoma jaku korelaciju
R? 1,00 R? > 0,64 ukazuje na veoma jaku korelaciju
R 0,00 R?, < 0,36 ukazuje na veoma jaku korelaciju
R%aq 1,00 R%4>0,70

F-vrednost Velika vrednost ukazuje na dobro slaganje (fitovanje) podataka

RMSE 0,00 Zavisi od prirode podataka

p-vrednost 0,000000 Zavisi od nivoa znacajnosti

Ry 1,00 R, > 0,60

|R? - R’/ 0 |R? - R%| < 0,10

TSS Zavisi od prirode podataka

PRESS Zavisi od prirode podataka

PRESS/TSS 0  (PRESS << T5S) PRESS/TSS < 0,40

SDpgess 0 Zavisi od prirode podataka

RZqumu/ 1,00 RZqumu/ > 0,80

Q*Ykumut 1,00 Q?*wmu > 0,60

Jo$ jedan vazan aspekt validacije QSRR i QSAR modela je poredenje eksperimentalnih i
predvidenih vrednosti i analiza njihovih razlika (ostataka). Idealan slu¢aj poredenja eksperimentalnih i
predvidenih vrednosti podrazumeva linearnu zavisnost oblika Y(eksperimentaino) = Yipredvideno), $t0 podrazumeva
da su svi ostaci jednaki nuli. Dakle, model je kvalitetniji ukoliko je nagib linearne zavisnosti
eksperimentalno—predvideno blizi jedinici, odnosno odsecak blizi nuli. Posebna paznja se mora obratiti
na nasumicnost distribucije ostataka oko y = 0 ose zavisnosti ostataka od predvidenih vrednosti. U
idealnom slucaju vrednost koeficijenta korelacije ove zavisnosti jednak je nuli, jer vrednosti ostataka treba
da budu nepredvidive. Jos jedan korak u analizi ostataka zasnovan je na utvrdivanju normalnosti njihove
raspodele. Ukoliko ostaci nisu normalno distribuirani, tada zavisna varijabla ili najmanje jedna
prediktorska varijabla moze imati pogresnu funkcionalnu formu ili su bitne varijable izostavljene iz
modela, $to uzrokuje sistematsku gresku. Normalna raspodela ostataka i odstupanja od normalne
raspodele lako se uocavaju pomocu grafika verovatno¢e normalne raspodele (engl. normal probability
plot). Nasumic¢nost ostataka se moze testirati Vald-Volfovic testom (Wald-Wolfowitz Run test — WWR) [144].
Ovaj test se zasniva na definisanju blokova susednih ostataka istog predznaka na grafiku zavisnosti
ostataka od predvidenih vrednosti. Ukoliko je broj blokova manji od tabelarno ili ra¢unski definisane
vrednosti, hipoteza o nasumicnoj raspodeli podataka se odbacuje. Ovaj test se moze primeniti i pri analizi
pripadnosti objekata istoj populaciji. Formule za racunanje parametara unakrsne validacije QSRR i QSAR
modela date su u prilogu (jednacine P-7.1. - P-7.4.). Detaljniji opis navedenih statistickih metoda dostupan
je u literaturi [77,144-146,154,157,160,162].
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Serija ispitivanih androstanskih derivata

Ispitivana jedinjenja su derivati androstana sa modifikacijama na A, B i D prstenovima steroidnog
jezgra. U zavisnosti od vrste funkcionalne grupe na C-17 atomu, jedinjenja su podeljena u dve grupe:

1. grupa 17-pikolil androstanskih derivata (jedinjenja 1-11);
2. grupa 17-pikoliniliden androstanskih derivata (jedinjenja 12-24).

Njihove strukturne formule i IUPAC nazivi dati su u tabeli 3.1. Prstenovi A i B su modifikovani hidroksidnim,
acetoksi, epoksi, okso, nitro i metoksi funkcionalnim grupama, kao i izolovanim ili konjugovanim
dvostrukim vezama. Kod nekih jedinjenja prisutna je i N-oksid funkcija u piridinskom prstenu (piridin-N-
oksid). Pikolil grupa se kod svih ispitivanih derivata nalazi u a-poloZaju, dok je hidroksidna grupa koja je
vezana za isti C-17 atom postavljena u B-poloZzaj. Pikoliniliden funkcija je vezana za C-17 atom u E-
konformaciji. Stoga, ispitivane grupe jedinjenja se mogu pribliznije definisati kao 17a-pikolil i 17(E)-
pikoliniliden derivati androstana (slika 3.1.).

1 2

Slika 3.1. Polozaj 17a-pikolil (1) i 17(E)-pikoliniliden (2) grupe u molekulima ispitivanih derivata

Ispitivani androstanski derivati su sintetisani na Katedri za organsku hemiju, Departmana za
hemiju, biohemiju i zastitu Zivotne sredine, Prirodno-matemati¢kog fakulteta, Univerziteta u Novom
Sadu. Postupci sinteze i karakterizacija jedinjenja detaljno su opisani u literaturi [37,40-43,181]. U literaturi
je predstavljena i analiza reaktivnosti odredenih 17-pikolil derivata androstana [182], kao i analiza
njihovih interakcija sa razlic¢itim rastvarac¢ima [183].
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Tabela 3.1. Hemijske strukture ispitivanih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata i njihovi
IUPAC nazivi

Pan!(a . Hemijska struktura IUPAC naziv

jedinjenja

1 17a-pikolil-androst-5-en-3[3,17f3-diol

) N 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-5-en-3-il
acetat

3 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-on

4 413,5B-epoksi-17B-hidroksi-17a-pikolil-
androstan-3-on

5 5a,6a-epoksi-17a-pikolil-androstan-N-oksid-
3,17B-diol

6 17a-pikolil-androst-4-en-3(3,17p-diol
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Tabela 3.1. Hemijske strukture ispitivanih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata i njihovi
IUPAC nazivi (nastavak)

.qua!( a . Hemijska struktura IUPAC naziv

jedinjenja

. 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3-il
acetat

8 17B-hidroksi-17a-pikolil-androst-4-en-3,6-
dion

9 4,17B-dihidroksi-17a-pikolil-androsta-4,6-
dien-3-on

10 17a-pikolil-androsta-3,5-dien-17f3-ol

11 17a-pikolil-androst-5-en-3[3,4(3,17B-triol

12 17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-3[3-il acetat
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Tabela 3.1. Hemijske strukture ispitivanih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata i njihovi
IUPAC nazivi (nastavak)

Pan!( a . Hemijska struktura IUPAC naziv
jedinjenja
H —
13 CH, 17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-3[3-ol
HO

H —
OHs ] \N /
14 CH, 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on
(0]
H =
CHs \N J
15 CHj 4(3,5[B-epoksi-17(E)-pikoliniliden-androstan-3-on
o
(0]
H —

16 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on-N-oksid
17 CH, 4-nitro-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3[3-il
0 acetat
H,C
18 3B-acetoksi-17(E)-pikoliniliden-androst-5-en-N-

oksid
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Tabela 3.1. Hemijske strukture ispitivanih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata i njihovi
IUPAC nazivi (nastavak)

.qua!(a . Hemijska struktura IUPAC naziv
jedinjenja
H c—
CH
19 > 4-metoksi-17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3-on
o
Hsc/o
H c—
OHs ] \N /
20 CHs 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3[3-ol
HO
H c—
CHs \N /
21 CH, 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3[3-il acetat
O
Hsc)I\o
H c——
CHs \N /
22 s 17(E)-pikoliniliden-androst-4-en-3,6-dion
O
O
H —
CHs \N /
23 CH, 4-hidroksi-17(E)-pikoliniliden-androsta-4,6-dien-
3-on
O
OH
H c—
CHs | \N /
24 CH, 17(E)-pikoliniliden-androsta-3,5-dien
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3.2. Hromatografska analiza androstanskih derivata

Analiza hromatografskog ponasanja androstanskih derivata u hromatografiji na obrnutim fazama
obavljena je u Laboratoriji za tehnologiju, kvalitet i bezbednost hrane - FINSLab, Nau¢nog instituta za
prehrambene tehnologije u Novom Sadu (FINS).

Definisanje hromatografske lipofilnosti serije ispitivanih jedinjenja izvedeno je koris¢enjem
hromatografske kolone ZORBAX Eclipse XDB-C18, 4,6 x 50 mm, 1,8 micron, pomocu uredaja za
visokoefikasnu te¢nu hromatografiju Agilent Technologies 1200 Series HPLC sa Diode Array detektorom
(DAD) i Evaporative Light Scattering detektorom (ELSD) (slika 3.2.). Uredaj je opremljen binarnom
pumpom, degazerom i automatskim injektorom. Sistem je povezan sa raCunarom pomocu koga je
obavljena obrada podataka uz koris¢enje AgilentChemStation programa.

Slika 3.2. RP-HPLC-DAD-ELSD aparatura pomocu koje je izvedeno definisanje hromatografske lipofilnosti
androstanskih derivata (Nauc¢ni institut za prehrambene tehnologije u Novom Sadu, FINS)

Pre hromatografske analize, pripremljeni su rastvori precis¢enih uzoraka androstanskih derivata
koncentracije 2 mg/cm?®u metanolu. Rastvori su potom profiltrirani pomocu filtera Captiva Econofilter,
nylon membrane, 25 mm diameter, 0,45 um pore size, 1000/pk. Hromatografska analiza je izvedena
izokratskim postupkom uz upotrebu mobilne faze metanol/voda sa zapreminskim udelima
komponenata 90 : 10 i 70 : 30, pri protoku kroz kolonu od 0,600 cm?/min. Vrednost pH mobilne faze
odrzavana je na 7 pomocu 0,01 M fosfatnog pufera (Na,HPQO,, KH,PQO.). Temperatura kolone je tokom
analize odrzavana konstantnom na 25 °C. Injekciona zapremina uzorka iznosila je 10 pL. Detekcija
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jedinjenja pomoc¢u DAD detektora obavljena je na 210 i 230 nm. Temperatura i pritisak ELSD detektora
odrzavani su konstantnim na 40 °C i 4,5 bar, respektivno. Merenje retencije ispitivanih jedinjenja u
primenjenom hromatografskom sistemu izvedeno je u tri ponavljanja. Retenciono vreme, koje je
izmereno pomocu DAD detektora na 210 nm, upotrebljeno je za racunanje kapacitetnog faktora, dok je
signal dobijen pomocu ELSD detektora koris¢en kao kontrolni signal.

Pri izvodenju hromatografske analize koris¢ene su hemikalije:

e metanol (BAKER HPLC Analyzed®, HPLC gradient grade);
e Na;HPO,- 12H,0 (p.a. Lach-Ner, Ceska);

e KH,PO,(p.a. Lach-Ner, Ce3ka);

e destilovana voda.

Retenciono vreme (t) supstanci je ocitano sa hromatograma, a njihov kapacitetni faktor (k) je
raCcunat pomocu jednacine 2.6. Mrtvo retenciono vreme (t.,) definisano je prvim registrovanim signalom.
Dobijeni retencioni podaci (logk) su upotrebljeni kao zavisno promenljiva veli¢ina pri formiranju QSRR
modela.

3.3. Bioloska aktivnost androstanskih derivata

Ispitivanje citotoksi¢ne (antiproliferativne) aktivnosti androstanskih derivata prema razli¢itim
Celijskim linijama kancera predstavljeno je u literaturi [41-43]. Ovim ispitivanjima je utvrdeno da
sintetisani derivati ispoljavaju znacajnu citotoksi¢nu aktivnost.

U ovom radu su pri formiranju QSAR modela kao zavisno promenljive veli¢ine koris¢eni podaci za
citotoksi¢nu aktivnost 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata prema ¢elijskim linijama
androgen-receptor negativnog kancera prostate (AR-neg. PC-3). Njihova citotoksi¢na aktivnost prema
AR-neg. PC-3 celijskoj liniji izrazena je pomocu ICso vrednosti, koja se definiSe kao polovina maksimalne
inhibitorne koncentracije neke supstance, odnosno koncentracija pri kojoj se ispoljava polovina
maksimalnog inhibitornog dejstva nekog jedinjenja. ICso vrednost se koristi kao mera efikasnosti
jedinjenja u inhibiciji specifi¢tne bioloske funkcije. Prema opste usvojenim kriterijumima, citotoksi¢na
aktivnost nekog jedinjenja se klasifikuje kao [37]:

e izrazito jaka (ICso < 10 uM);

e zadovoljavajuca (10 uM < 1Cso < 20 uM);

e umerenailislaba (20 uM < ICso < 100 uM);
e zanemarljiva (ICso > 100 uM).

Kompletna procedura analize antikancerogene aktivnosti 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata prema AR-neg. PC-3 ¢elijskoj liniji opisana je u literaturi [41-43]. S obzirom na to
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da je citotoksi¢na aktivnost jedinjenja 2, 3, 12, 13, 17 i 23 zanemarljiva, ova jedinjenja nisu uzeta u obzir
pri formiranju QSAR modela za predvidanje citotoksi¢ne aktivnosti. QSAR modelovanje je zasnovano na
devet 17a-pikolil i devet 17(E)-pikoliniliden derivata androstana, Cije su ICso vrednosti date u tabeli 3.2.

Tabela 3.2. Rezultati in vitro ispitivanja citotoksi¢nosti 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih
derivata prema celijskoj liniji AR-neg. PC-3 izrazene pomocu ICso vrednosti

Jedinjenje 1Cs0 (UM) Referenca
1 6,30 [41]
4 65,50 [41]
5 33,60 [43]
6 22,30 [43]
7 31,30 [43]
8 4,30 [43]
9 25,60 [43]
10 24,70 [43]
11 52,10 [43]
14 12,90 [41]
15 14,30 [41]
16 10,10 [41]
18 0,55 [41]
19 34,10 [43]
20 10,10 [42]
21 66,20 [42]
22 88,90 [42]
24 19,90 [43]
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3.4. Racunarsko modelovanje molekula i hemometrijska obrada

podataka

Modelovanje hemijske strukture molekula i racunanje molekulskih deskriptora izvedeno je
odgovarajuc¢im programima za molekulski dizajn:

e ChemBioDraw Ultra 14.0 [60];

e ChemBio3D Ultra 14.0 [60];

e MarvinSketch 6.1 [184];

e PreADMET online program [70];

e Simulation Plus ADMET Predictor™ [185];
¢ Molinspiration online program [186];
e Parameter Client Program [187];

e ADRIANA.Code 2.2.6 [188];

e ALOGPS 2.1 online program [189];

e HyperChem Professional 8.0 [190];

e Avogadro 1.0 [191];

e Bioluminate® 1.7 [61].

Rac¢unanje molekulskih deskriptora je obavljeno na osnovu 1D, 2D i 3D molekulskih struktura.
Optimizacija 3D strukture postignuta je primenom MM2 metode minimizacije energije. Optimizacija je
obavljena pomocu programa ChemBio3D Ultra (Austin Model 1 - AM1). Kao granica RMS (engl. Root Mean
Square) gre$ke zadata je vrednost od 0,0001 kcal/A - mol uz primenu programskog dodatka MOPAC.

Kompletna hemometrijska analiza podataka izvedena je pomocu programa:

e Statisticav. 10[192];

e NCSS 2007 [193];

e Microsoft Excel [194];
e OriginPro 9.1 [195];

e Minitab 16.1.1 [196];

e MATLABR2013a[197].

Za SRD analizu primenjen je program u okviru Microsoft Excel softvera [198].
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4. Rezultatii diskusija

4.1. Hromatografska analiza androstanskih derivata

Analiza retencionog ponasanja jedinjenja u hromatografiji na obrnutim fazama zasnovana je na
pretpostavci da nepolarna jedinjenja ispoljavaju visok afinitet prema nepolarnoj stacionarnoj fazi i usled
toga imaju i vecu retenciju u odnosu na polarna jedinjenja. Modifikacije u strukturi jedinjenja koje vode
povedanju njegove polarnosti smanjuju retenciju, dovodeci do pojave intenzivnijih interakcija sa
komponentama mobilne faze, koja je u RP sistemu po pravilu polarnija od stacionarne faze. Modifikacija
polarnosti mobilne faze postiZze se menjanjem udela organskog rastvaraca (modifikatora). U ovoj analizi,
polarnija komponenta mobilne faze je voda, dok je kao modifikator upotrebljen metanol.

Rezultati odredivanja retencionog ponasanja (hromatografske lipofilnosti) ispitivane serije
androstanskih derivata u hromatografiji visokih performansi na obrnutim fazama (C-18 modifikovani
silika gel) primenom dve mobilne faze sa razli¢itim udelom metanola (¢) prikazani su na slici 4.1. Vrednosti
kilogk parametara, ukljucujudi njihove standardne devijacije, date su u prilogu (tabela P-7.1.).

Metanol/voda =90/10 ® Metanol/voda = 70/30
20

17a-pikolil grupa 17(E)-pikoliniliden grupa

15

10

=

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Jedinjenje

Slika 4.1. Kapacitetni faktori (k) ispitivanih androstanskih derivata u hromatografiji na obrnutim fazama
(RP-HPLC) dobijeni primenom dve mobilne faze sa razli¢itim udelom metanola
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Posmatranjem grafickog prikaza kapacitetnih faktora ispitivanih jedinjenja (slika 4.1.) moze se
uociti da je retencija obe grupe jedinjenja veca u sistemu sa mobilnom fazom koja sadrZi manji udeo
metanola. Takode, moze se primetiti da iz grupe 17a-pikolil derivata, jedinjenje 10 ima najvecu retenciju
u primenjenom hromatografskom sistemu, uzimajuc¢i u obzir obe mobilne faze. Iz grupe 17(E)-
pikoliniliden derivata, jedinjenje 24 je okarakterisano najvecim retencionim faktorom. Ono $to je
zajednicko ovim jedinjenjima je odsustvo supstituenata na A i B prstenovima, kao i prisustvo
konjugovanih dvostrukih veza u polozajima 3 i 5. Jedinjenje 10 ipak ispoljava maniji afinitet prema C-18
stacionarnoj fazi u odnosu na jedinjenje 24, a samim tim ima i manju retenciju, s obzirom na prisustvo
hidroksidne grupe u poloZzaju 173, koja je karakteristicna za sve ¢lanove 17a-pikolil grupe. Hidroksidna
grupa, kao polaran supstituent, povecava ukupnu polarnost jedinjenja i time smanjuje njegov afinitet
prema stacionarnoj fazi. Na grafiku je takode uocljivo da znacajnu retenciju imaju i jedinjenja 2, 7,12, 18
i 21. Zajednicka karakteristika ovih jedinjenja je prisustvo acetoksi grupe u polozaju 3. lako jedinjenje 17
takode poseduje acetoksi grupu u istom polozaju, ono ima manju retenciju, zbog uticaja jako polarne
nitro grupe u polozaju 4. Jedinjenja 5, 11, 9, 8, 23, 22 i 16 odlikuju se relativno malom retencijom, s
obzirom na prisustvo veceg broja polarnih funkcionalnih grupa u njihovoj strukturi.

Uticaj uvodenja ili zamene odredenih supstituenata na retenciju moze se prikazati na primerima
jedinjenja Cije se strukture razlikuju isklju¢ivo u prisustvu datog supstituenta, kao u slucaju parova
jedinjenja prikazanih u tabeli 4.1. za koje su izraCunate Ak vrednosti. Ukoliko se hidroksidna grupa u
poloZaju 3 zameni acetoksi grupom, kao kod parova jedinjenja 1i2,6i 7,13 i 12, evidentno je da se
retencija jedinjenja znacajno povecava. Uvodenje N-oksid funkcije dovodi do smanjenja retencije (parovi
jedinjenja 1416, 12 18), dok je intenzivniji efekat smanjenja retencije postignut uvodenjem nitro grupe
u poloZaj 4 (par jedinjenja 21 i 17). Prisustvo metoksi grupe u polozaju 4 dovodi do blagog povecanja
retencije (par jedinjenja 14 i 19). Pomeranje dvostruke veze iz polozaja 5 u polozaj 4 u vecini slu¢ajeva je
dovelo do smanjenja retencije jedinjenja (parovi jedinjenja 1i 6, 12 i 21, 13 i 20), izuzev u slucaju
jedinjenja 2 i 7, gde je zabelezen blagi porast retencije u sistemu sa manjim sadrzajem metanola u
mobilnoj fazi (¢ = 0,70). Uporedivanjem retencije jedinjenja koja se strukturno razlikuju samo po funkciji
prisutnoj u polozaju 17, moze se uociti da zamena 17a-pikolil i 17B-hidroksi funkcionalnih grupa 17(E)-
pikoliniliden grupom dovodi do zna¢ajnog povecanja retencije (parovi jedinjenja10i24,1i13,2i12,8
i 22,4115, 3i14). Razlika u retencionim vremenima odabranih parova jedinjenja iz tabele 4.1. moZe se
uociti poredenjem njihovih hromatograma prikazanih u prilogu (slika P-7.1.i P-7.2.). Vrednost za koju ¢e
se promeniti retencija jedinjenja nakon uvodenja odredenog supstituenta, odnosno nakon odredene
strukturne promene, ne zavisi samo od polarnosti datog supstituenta, nego i od mogucih induktivnih i
rezonancionih efekata koji se mogu javiti kao posledica uticaja supstituenta na osnovnu strukturu,
odnosno na polarnost jedinjenja. Na ovaj nacin se moze objasniti i uticaj polozaja nezasi¢enih veza na
retenciju jedinjenja. Takode, na promenu retencije mogu ispoljiti uticaj i novoformirane vodoni¢ne veze
sa komponentama mobilne faze, ukoliko supstituent poseduje elektronegativan atom.

Neophodno je naglasiti da je odredivanje retencije androstanskih derivata primenom (Ciste vode,
kao mobilne faze, i C-18 stacionarne faze bilo prakti¢no neizvodljivo za odredivanje logk,, vrednosti kao
hromatografskog parametra lipofilnosti. U tom sluc¢aju ovaj parametar ne bi imao fizicki smisao za
ispitivanu seriju derivata androstana, ¢ak i ukoliko se definise ekstrapolacijom g-logk zavisnosti na ¢ = 0.
Stoga, hromatografska lipofilnost androstanskih derivata definisana je k i logk parametrima pri
kontrolisanim hromatografskim uslovima, odnosno pri ta¢no definisanom sastavu mobilne faze.
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Tabela 4.1. Ak vrednosti izmerene za uvodenje ili zamenu odredenih funkcionalnih grupa, odnosno za
promenu poloZaja dvostruke veze u steroidnom jezgru ispitivanih androstanskih derivata

It o es Zamena ili uvodenje

supstituenta / razlika u Ak (¢ = 0,90) Ak (@ = 0,70)
S polozaju dvostruke veze
1i2 3-OH - 3-AcO 1,880 3,074
:  6i7 3-OH > 3-AcO 2,003 3,301
2 1ie 5-en > 4-en 0,372 0,146
5 2i7 5-en - 4-en -0,249 0,081
£ 13012 3-OH - 3-AcO 3,681 9,127
= 14i16 N > N—O -1,001 -0,728
2 12i18 N> N—O -4,146 -7,296
2 17 4-NO, 4,635 8,425
£ 12in 5-en > 4-en 0,612 2,272
5 13020 5-en > 4-en 0,225 0,213
14i19 4-OCH; 0,350 0,127
. . 10124 10,012 10,524
£§5E 1013 1,701 2,129
é-g g 2i12 11/7a—pikolil—17B—hidroksi 3,502 8,182
o = .
§5g 8122 17(E)-pikoliniliden 0435 0,756
885 415 0,607 0,572
* 3i14 0,778 0,986

Korelacija izmedu kapacitetnih faktora dobijenih primenom mobilnih faza sa razli¢itim udelom
metanola prikazana je na slici 4.2. Visok koeficijent korelacije ukazuje na odli¢no slaganje retencionih
podataka dobijenih pomocu razli¢itih mobilnih faza.

20 - e
15 A
(=]
~
o
1]
S 10 -
= y=1,3794x + 0,3705
R*=0,9457
5 R=0,9725
0 T T T
0 5 10 15

k (¢ =0,90)

Slika 4.2. Korelacija izmedu k vrednosti definisanih primenom mobilnih faza sa razli¢itim udelom
metanola
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Da bi se utvrdile potencijalne razlike u retencionom ponasanju 17a-pikolil grupe u odnosu na
ponasanje 17(E)-pikoliniliden grupe androstanskih derivata na osnovu k vrednosti definisanih pomoc¢u
dve mobilne faze, primenjen je Vald-Volfovic statisticki test. U prvom koraku analize, jedinjenja obe grupe
su poredana po rastucoj vrednosti kapacitetnog faktora. Potom su formirani blokovi susednih jedinjenja,
¢lanova iste grupe. Broj formiranih blokova (r) je uporeden sa kriticnim brojem blokova (r«), koji je
definisan na osnovu broja ¢lanova jedne i druge grupe (n; i n;) pomocu tablice date u literaturi [199].
Ukoliko je r < ri, hipoteza Ho o razlici retencionog ponasanja ove dve grupe jedinjenja se prihvata.
Rezultati Vald-Volfovic testa primenjenog na retencionim podacima ispitivanih jedinjenja prikazani su u
tabeli 4.2. Ovi rezultati ukazuju na to da u sistemu sa mobilnom fazom koja sadrzi manji udeo metanola
retenciono ponadanje 17a-pikolil derivata androstana se znacajno razlikuje od ponasanja 17(E)-
pikoliniliden derivata. U tom slucaju kao diskriminacioni faktor ove dve grupe jedinjenja moze da se
koristi k vrednost.

Tabela 4.2. Rezultati Vald-Volfovic testa

Mobilna faza n; n; r Y Hipoteza H,
¢=0,90 11 13 10 7 Odbacuje se (r > ri)
¢©=0,70 11 13 6 7 Prihvata se (r < r«)

Rezultati hromatografske analize daju znacajne informacije o fizicko-hemijskim osobinama
ispitivanih androstanskih derivata, najvise o njihovoj polarnosti i lipofilnosti. Polarnost i lipofilnost su
faktori sa najve¢im uticajem na retenciono ponasanje jedinjenja u hromatografiji na obrnutim fazama. S
obzirom na sloZzenost hromatografskih procesa, neophodno je ispitati i potencijalne uticaje drugih
faktora na retenciju, kao $to su zapremina molekula, molarna masa, molarna refraktivnost i dr. Analiza
uticaja ovih faktora na retenciju moze se izvesti primenom odgovarajucih korelacionih hemometrijskih
tehnika, ¢ijoj primeni ¢esto prethodi raCunarsko modelovanje molekula.
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4.2. Racunarsko modelovanje strukture androstanskih derivata

Struktura 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata je utvrdena rendgeno-
strukturnom analizom (RSA) i nuklearnom magnetnom rezonancom (NMR) [37], koje su dale vazne
podatke o prostornom rasporedu atoma. Pri racunarskom modelovanju 3D strukture androstanskih
derivata, definisanje rasporeda atoma u molekulu sa $to manjom potencijalnom energijom izvedeno je
tako da projektovana struktura $to vise odgovara strukturi definisanoj pomocu eksperimentalnih tehnika.
S obzirom na to da su u pitanju mali organski molekuli, optimizacija 3D strukture je obavljena MM2
metodom pomocu programa ChemBio3D i Bioluminate®. Optimizovane 3D strukture androstanskih
derivata prikazane su u tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Energetski optimizovane 3D strukture 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata

Jedinjenje 3D strukutra (model kuglica-cilindar) 3D struktura (kalotni model)
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Tabela 4.3. Energetski optimizovane 3D strukture 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata
(nastavak)

Jedinjenje 3D strukutra (model kuglica-cilindar) 3D struktura (kalotni model)
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Tabela 4.3. Energetski optimizovane 3D strukture 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata
(nastavak)

Jedinjenje 3D strukutra (model kuglica-cilindar) 3D struktura (kalotni model)
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Tabela 4.3. Energetski optimizovane 3D strukture 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata
(nastavak)

Jedinjenje 3D strukutra (model kuglica-cilindar) 3D struktura (kalotni model)
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Tabela 4.3. Energetski optimizovane 3D strukture 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata
(nastavak)

Jedinjenje 3D strukutra (model kuglica-cilindar) 3D struktura (kalotni model)

19

20

21

22

23

69



‘. Strahinja Z. Kovacevi¢

Tabela 4.3. Energetski optimizovane 3D strukture 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata
(nastavak)

Jedinjenje 3D strukutra (model kuglica-cilindar) 3D struktura (kalotni model)

24

Molekulskim modelovanjem dobijen je set od 1233 molekulska deskriptora, ukljucujuci
deskriptore lipofilnosti, elektrostati¢cke, topoloske, fizicko-hemijske, kvantno-hemijske i ADMET
deskriptore. S obzirom na obim podataka, u prilogu ove disertacije prikazani su najbitniji deskriptori, koji
su koris¢eni pri QSRR i QSAR modelovanju. Za hemometrijsko modelovanje koris¢eni su relevantni
deskriptori, iskljucujuci one koji su pokazivali identi¢ne vrednosti za vedi broj jedinjenja iz serije.

Procena lipofilnosti analiziranih jedinjenja je izvedena na osnovu izracunatih logP parametara.
Pored toga, ra¢unarsko modelovanje hidrofilnih i lipofilnih (HILI) povrsina molekula pruza detaljniji uvid
u afinitet odredenih delova molekula prema vodenom (hidrofilnom) i/ili lipofilnom okruzenju.
Modelovanje HILI povrsina androstanskih derivata obavljeno je pomocu programa Bioluminate® na
osnovu van der Valsove energije i energije orijentisanih dipola. Dobijeni 3D modeli HILI povrsina
ispitivanih derivata dati su u tabeli 4.4. Hidrofilne povrsine su obeleZene plavom, a lipofilne narandZastom
bojom.

Povriine (mape) elektrostati¢ckog potencijala (EP) omogucavaju uvid u potencijalne asocijacije
molekula i u osobine malih molekula [200]. Definisanje raspodele elektrostatickog potencijala u molekulu
omogucava procenu polarnosti molekula i potencijalnih medumolekulskih interakcija. Elektronski efekti
se mogu kvantifikovati i na osnovu energija HOMO i LUMO molekulskih orbitala. HOMO energija (Eiomo)
je pokazatelj distribucije m elektrona u molekulu i objasnjava n-m interakcije prisutne kod jedinjenja sa
nezasicenim vezama, dok je LUMO energija (ELumo) mera interakcija zasnovanih na prenosu naelektrisanja
i efekata formiranja vodoni¢ne veze. Razlika u LUMO i HOMO energijama (Ecap = ELumo — Enomo) Naziva se
energetska praznina (engl. gap) i predstavlja indikator stabilnosti, odnosno reaktivnosti molekula (visoka
vrednost podrazumeva visoku stabilnost molekula). EP mape zasnovane na Poason-Bolcmanovoj
jednacini (Poason-Bolcmanove mape elektrostatickog potencijala) i HOMO/LUMO orbitale analiziranih
androstanskih derivata prikazane su u tabeli 4.4. (zelena boja predstavlja pozitivnu fazu, dok ljubicasta
predstavlja negativnu fazu talasne funkcije, odnosno orbitale), a vrednosti dobijenih kvantno-hemijskih
deskriptora date su u prilogu u tabeli P-7.2.
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Tabela 4.4. EP i HILI molekulske povrsine i HOMO/LUMO orbitale androstanskih derivata

Jed. EP povrsine HILI povrsine HOMO i LUMO grbitale

HOMO

-32,8914 20,5245

LUMO
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Tabela 4.4. EP i HILI molekulske povrsine i HOMO/LUMO orbitale androstanskih derivata (nastavak)

Jed. EP povrsine HILI povrsine HOMO i LUMO orbitale

7
8

-23,1188 20,5366
9
10

-23,9294 21,5052
11

-31,2091 29,0187
12

-19,9968 12,3674
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Tabela 4.4. EP i HILI molekulske povrsine i HOMO/LUMO orbitale androstanskih derivata (nastavak)

Jed. EP povrsine HOMO i LUMO orbitale
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15
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17

-18,4626 19,6741

18

-17,8046 12,8184
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Tabela 4.4. EP i HILI molekulske povrsine i HOMO/LUMO orbitale androstanskih derivata (nastavak)

Jed. EP povrsine HILI povrsine HOMO i LUMO orbitale

¢«

19

-20,6962 11,8608

20

21
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22

-13,5652 11,5387

23

24

-19,5922 9,5346
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Posmatranjem modelovanih HILI povrsina, moZe se uociti da je kod vecine jedinjenja lipofilni
karakter zastupljeniji u odnosu na hidrofilni. Hidrofilne povrsine su locirane u okolini N atoma piridinskog
prstena, kao i u okolini hidroksi, metoksi, acetoksi, nitro, okso i epoksi funkcionalnih grupa vezanih za
steroidno jezgro. Kod velikog broja analiziranih derivata hidrofobna povrsina je znatno veca od hidrofilne,
$to govori u prilog umerenoj polarnosti ovih jedinjenja. Hidrofilne povrsine obelezavaju delove molekula
androstanskih derivata koji stupaju u dipol-dipol interakcije sa molekulima komponenata mobilne faze
(voda i metanol), dok hidrofobne povrsine markiraju molekulski prostor koji stupa u hidrofobne
interakcije (van der Valsove sile) sa stacionarnom C-18 fazom.

Polarni centri ispitivanih molekula mogu se uociti na EP mapama. Ovi centri su locirani na N
atomu piridinskog prstena i na mestima uvedenih hidroksi, metoksi, acetoksi, nitro, okso i epoksi
funkcionalnih grupa, na kojima je elektri¢ni naboj najizrazeniji. Negativan elektri¢ni naboj se moze uociti
i na mestima dvostrukih veza (m—elektroni).

Analizom HOMO orbitala, moze se zakljuciti da su elektroni najvise energije u molekulima
analiziranih derivata locirani na 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden grupama, izuzev kod jedinjenja 16. HOMO
orbitale ovog jedinjenja nalaze se na A prstenu steroidnog jezgra. LUMO orbitale su kod vecine jedinjenja
rasporedene takode na 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden funkcijama, dok se kod ostalih jedinjenja nalaze u
zoni A i B prstenova. Jedinjenje 5 ima najvecu energetsku prazninu (Ecap = 12,9150 €V) i u tom pogledu
se moze okarakterisati kao hemijski najstabilnije, za razliku od jedinjenja 8 i 22, koja imaju najmanju
stabilnost sa energetskom prazninom od 0,8770 eV i 0,4650 eV, respektivno. HOMO i LUMO orbitale
ukazuju na mesta u molekulu na kojima je transfer naelektrisanja najizvesniji. Energije HOMO i LUMO
orbitala Cesto se koriste kao molekulski deskriptori u QSRR studijama.

Izra¢unati kvantno-hemijski deskriptori ¢e posluZiti kao nezavisno promenljive veli¢ine u QSRR
modelovanju 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata, kako bi se utvrdio potencijalni uticaj
elektronskih efekata na njihovo retenciono ponasanje.
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4.3. Analiza androstanskih derivata klasifikacionim

hemometrijskim tehnikama

Klaster analiza je izvedena na osnovu tri seta deskriptora primenom Vardove metode pomocu
programa Statistica 10, kako bi se utvrdile osobine po kojima su 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanski derivati najsli¢niji, odnosno osobine po kojima se najvise razlikuju.

U prvom koraku analize izvedeno je klasterovanje jedinjenja na osnovu deskriptora lipofilnosti,
datih u prilogu u tabeli P-7.3. Pored logP vrednosti, u analizu su ukljuceni i distribucioni koeficijent (bez i
sa uzimanjem u obzir potencijalne tautomerije i rezonance, logD i TlogD) i rastvorljivost u vodi (logS) kao
merila lipofilnosti jedinjenja. S obzirom na to da se prose¢ne logP vrednosti androstanskih vrednosti
krec¢u u opsegu 2-7, ova jedinjenja se mogu smatrati lipofilnim. Dendrogram klaster analize zasnovane
na deskriptorima lipofilnosti dat je na slici 4.3. Na prikazanom dendrogramu uocavaju se dva jasno
definisana klastera, sa podklasterima. U klasteru 1 nalaze se jedinjenja 17(E)-pikoliniliden grupe i
jedinjenje 10 17a-pikolil grupe, dok se u klasteru 2 nalaze jedinjenja 17a-pikolil grupe. Dobijeni rezultat
ukazuje na razliku u lipofilnosti izmedu 17a-pikolil grupe i 17(E)-pikoliniliden grupe androstanskih
derivata, Sto navodi na pretpostavku da je razlika u lipofilnosti ove dve grupe jedinjenja zapravo posledica
razlike u supstituentima u polozaju 17.
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Slika 4.3. Dendrogram kao rezultat klasterovanja jedinjenja na osnovu vrednosti deskriptora lipofilnosti

76




Doktorska disertacija

Na osnovu predstavljenog dendrograma moze samo da se konstatuje razdvajanje jedinjenja u
dva klastera, medutim ne moze da se dobije odgovor na pitanje koja je od te dve grupe jedinjenja
okarakterisana manjom ili ve¢om lipofilnos¢u. Stoga, primenjena je PCA metoda, kako bi se dobio
detaljniji uvid u sli¢nosti i razlike izmedu androstanskih derivata na osnovu lipofilnosti. PCA je izvedena
pomocu algoritma dekompozicije singularnih vrednosti (SVD, engl. Singular Value Decomposition),
uklju¢ujudi autoskaliranje podataka, koris¢enjem MATLAB programa sa PLS_Toolbox dodatkom.

PCA model zasnovan na deskriptorima lipofilnosti obuhvata tri glavhe komponente, ¢ija je eigen
vrednost (EiV) veca od 1 (EiVect = 20,90; EiVec; = 4,17; EiVecs = 1,72). Ove tri glavne komponente obuhvataju
95,56% varijanse, kojoj PC1 doprinosi sa 74,54%, PC2 sa 14,88% i PC3 sa 6,14%. Grafik skorova i grafik
koeficijenata latentnih varijabli PCA predstavljeni su na slici 4.4.
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Slika 4.4. Rezultati PCA zasnovani na deskriptorima lipofilnosti (logP, logD, logS): grafik skorova (1) i grafik
koeficijenata latentnih varijabli (loadings plot) (2) za prve dve glavne komponente (PC1-PC2)

Distribucija jedinjenja na grafiku skorova ukazuje na razdvajanje jedinjenja na dve grupe duz PC1
ose. Grupa 17a-pikolil derivata pozicionirana je ka negativnim vrednostima skorova PC1, dok se grupa
17(E)-pikoliniliden derivata nalazi u oblasti pozitivnih vrednosti skorova PC1 ose. Izuzetak je ponovo
jedinjenje 10, koje iako strukturno pripada grupi 17a-pikolil derivata, na grafiku skorova pozicionirano je
medu 17(E)-pikoliniliden derivatima. Grafik koeficijenata latentnih varijabli ukazuje na to da distribuciji
jedinjenja duz PC1 ose doprinosi vecina logP i logD deskriptora, koji imaju pozitivne koeficijente latentnih
varijabli, ukljucujuci i ALOGpS deskriptor sa negativnim koeficijentom. Na osnovu prikazanih grafika,
moze se zakljuciti da jedinjenja locirana u oblasti negativnih vrednosti skorova PC1 ose imaju generalno
manju lipofilnost i vecu rastvorljivost u vodi (17a-pikolil derivati) u odnosu na jedinjenja koja se nalaze u
oblasti pozitivnih vrednosti skorova iste ose (17(E)-pikoliniliden derivati). Ovo razdvajanje jedinjenja je u
skladu sa razdvajanjem postignutim klaster analizom. Dakle, PC1 se moze smatrati faktorom
diskriminacije jedinjenja na osnovu njihove lipofilnosti.
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Raspored jedinjenja duz PC2 ose ukazuje na prili¢nu udaljenost jedinjenja 5,16 i 18 u odnosu na
ostala. Grafik koeficijenata latentnih varijabli ukazuje na znacajan uticaj AClogs, Average log$S i XLOGP2
parametara na polozaj jedinjenja duz ove ose i navodi na zaklju¢ak da ova jedinjenja imaju najmanju
rastvorljivost (AClogS) u vodi u odnosu na ostala, ali i relativno visoku vrednost lipofilnosti izrazenu preko
XLOGP2 parametra. Glavna strukturna karakteristika jedinjenja 5, 16 i 18 koja ih izdvaja u odnosu na
ostale je N-oksid funkcija na piridinskom prstenu.

Na osnovu T?-Hotelling elipse, definisane intervalom poverenja od 99%, moze se zakljuciti da u
skupu podataka nisu detektovani tzv. autlajeri (engl. outliers), odnosno jedinjenja koja po posmatranoj
osobini (lipofilnosti) drasti¢no odstupaju od ostalih, buduci da se sva jedinjenja nalaze unutar T>~Hotelling
elipse.

U narednom koraku izvedena je klaster analiza androstanskih derivata na osnovu fizicko-
hemijskih i topoloskih deskriptora. Formirani dendrogram prikazan je na slici 4.5. Na dendrogramu se
jasno uocavaju dva glavna klastera, od kojih klaster 2 sadrzi 3 veca podklastera. Klasteri 1i 2 se nalaze na
znacajnoj udaljenosti. Prisustvo acetoksi grupe u polozaju 3 steroidnog jezgra glavna je strukturna
karakteristika jedinjenja iz klastera 1, na osnovu koje se razlikuju od jedinjenja koja pripadaju klasteru 2.
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Slika 4.5. Dendrogram kao rezultat klasterovanja jedinjenja na osnovu vrednosti fizicko-hemijskih i
topoloskih deskriptora

Da bi se stekao detaljniji uvid u grupisanje ispitivanih derivata na osnovu fizicko-hemijskih i
topoloskih karakteristika, primenjena je PCA metoda. Dobijeni PCA model obuhvata Sest glavnih
komponenata sa EiV vrednostima ve¢im od 1 (EiVec1 = 28,70; EiVec, = 9,81; EiVecs = 4,61, EiVeca = 2,93; EiVecs
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=2,55; EiVees = 1,33). Sest izdvojenih glavnih komponenata opisuju 92,53% varijanse, kojoj PC1 doprinosi
sa 53,21%, PC2 sa 18,16%, PC3 sa 8,54%, PC4 sa 5,43%, PC5 sa 4,73% i PC6 sa 2,46%. Grafik skorova i grafik
koeficijenata latentnih varijabli za PC1 i PC2 predstavljeni su na slici 4.6.
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Slika 4.6. Rezultati PCA zasnovani na fizicko-hemijskim i topoloskim deskriptorima: grafik skorova (1) i
grafik koeficijenata latentnih varijabli (loadings plot) (2) za prve dve glavne komponente (PC1-PC2)

Razdvajanje 17a-pikolil od 17(E)-pikoliniliden derivata je najizraZenije duz PC2 ose grafika
skorova. Na polozaje jedinjenja duz ove ose dominantan uticaj pokazuje MP (temperatura topljenja) i
deskriptori geometrije — SPH (sferi¢nost), ASP (asferi¢nost) i Ov (ovalnost). Na raspored jedinjenja duz PC1
ose uticaj ispoljava vecina deskriptora, 5to se moze uociti pomocu grafika koeficijenata latentnih varijabli
(uvecanje prikazano na slici 4.6(2)). Tako se, na primer, jedinjenja 2, 7, 12,17, 18 i 21 razlikuju od ostalih
po visokoj polarizabilnosti (Pl), molekulskoj zapremini (Vol), relativhoj molekulskoj masi (Mr), van der
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Valsovoj povrsini molekula (vdWSA), kriticnoj zapremini (CV), Vinerovim topoloskim indeksima (WI,
WhetZ, Whetm, Whetp, Whetv) i drugim deskriptorima navedenim na grafiku koeficijenata latentnih
varijabli, ali i po prisustvu acetoksi grupe u polozaju 3 steroidnog jezgra, kao 5to je ranije naglaseno. Ova
jedinjenja se na grafiku skorova nalaze na primetnoj distanci u odnosu na ostala, sto je u skladu sa
rezultatima klaster analize, koja je takode pokazala njihovo izdvajanje na dendrogramu.

T>~Hotelling elipsa na grafiku skorova, definisana za interval poverenja od 95%, obuhvata
celokupan skup jedinjenja, ukazujuci na odsustvo autlajera.

Klaster analiza androstanskih derivata, zasnovana na kvantno-hemijskim deskriptorima, pokazala
je razdvajanje jedinjenja u dve glavne grupe, $to se moze uociti na dendrogramu datom na slici 4.7.
Jedinjenja 17(E)-pikoliniliden grupe su u najvecoj meri zastupljena u klasteru 1, dok u klasteru 2 vecinu
¢ine jedinjenja 17a-pikolil grupe. U klasteru 1 izuzetke ¢ine jedinjenja 3 i 7, a u klasteru 2 jedinjenja 13,
17 20. Ovi rezultati ukazuju na postojanje odredene razlike izmedu 17a-pikolil grupe i 17(E)-pikoliniliden
grupe androstanskih derivata sa aspekta njihovih kvantno-hemijskih osobina.
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Slika 4.7. Dendrogram kao rezultat klasterovanja jedinjenja na osnovu vrednosti kvantno-hemijskih
deskriptora

Nakon klaster analize, izvedena je PCA korid¢enjem istog seta kvantno-hemijskih deskriptora. PCA
model obuhvata tri glavne komponente koje imaju EiV vrednost ve¢u od 1 (EiVec: = 3,39; EiVec, = 2,07;
EiVecs = 1,12). I1zdvojene glavne komponente opisuju 93,95% varijanse, kojoj PC1 doprinosi sa 48,44%, PC2
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sa 29,57% i PC3 sa 15,94%. Grafik skorova i grafik koeficijenata latentnih varijabli za PC1-PC2 i PC1-PC3
dati su naslici 4.8.
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Slika 4.8. Rezultati PCA zasnovani na kvantno-hemijskim deskriptorima: grafici skorova (1 i 3) i grafici
koeficijenata latentnih varijabli (loadings plot) (2 i 4) za PC1-PC2 i PC1-PC3

Poredenjem PC1 i PC2, na grafiku skorova uocava se delimi¢no izdvajanje jedinjenja 17a-pikolil
grupe i to ka smeru pozitivnih vrednosti skorova. Na raspored jedinjenja duz PC1 ose najveci uticaj
ispoljavaju Erumo, AE i Ecar deskriptori. Isprekidana prava, koja predstavlja tetivu T°~Hotelling elipse, deli
skup jedinjenja na dve grupe, identi¢ne klasterima prikazanim na dendrogramu na slici 4.7. Na istom
grafiku moze se zapaziti izdvajanje jedinjenja 8,10, 11, 13 i 17 duz PC2 ose, na osnovu visoke maksimalne
(Emax) i srednje vrednosti (E«) elektrostatickog potencijala.
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Grafik skorova formiran na osnovu PC1 i PC3, ukazuje na izdvajanje jedinjenja 5, 16 i 18 duz PC3
ose u odnosu na ostala jedinjenja. Grafik koeficijenata latentnih varijabli pokazuje da se ova jedinjenja
izdvajaju po najnizoj energiji HOMO orbitala (Exomo). JO3 jedna karakteristika koja izdvaja jedinjenja 5, 16
i 18 u odnosu na ostala je prisustvo N-oksid funkcije na piridinskom prstenu.

Celokupan skup jedinjenja se nalazi unutar T>-Hotelling elipse definisane za interval poverenja od
99%, $to ukazuje na odsustvo autlajera.

Na osnovu predstavljenih rezultata PCA, moZe se zakljuciti da se analizirana 17a-pikolil i 17(E)-
pikoliniliden jedinjenja najvise razlikuju po lipofilnosti, dok su razlike izmedu ove dve grupe jedinjenja po
fizicko-hemijskim, topoloskim i kvantno-hemijskim deskriptorima manje izrazene. Neophodno je
naglasiti da izmedu 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden jedinjenja nije utvrdena drasti¢cna udaljenost u
prostoru razmatranih varijabli. Ovo je vazan podatak za QSRR i QSAR modelovanje androstanskih
derivata, s obzirom na to da modeli koji se definisu u tom slu¢aju mogu biti zasnovani na obe grupe
jedinjenja. U slucaju jako izraZenih razlika izmedu grupa jedinjenja, bilo bi neophodno definisati
matemati¢ke modele za svaku grupu posebno.
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4.4. QSRR analiza retencionog ponasanja androstanskih derivata

4.4.1. Linearno QSRR modelovanje

Cilj QSRR analize 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata je da se ustanove linearne
i/ili nelinearne matematicke veze izmedu odgovaraju¢ih in silico molekulskih deskriptora i
eksperimentalno odredenih retencionih parametara. Ukoliko se QSRR modelovanjem dobiju statisticki
validni modeli, njihova uloga u predvidanju retencionog ponasanja 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata u RP-HPLC sistemu, a samim tim i hromatografske lipofilnosti ispitivanih
jedinjenja mogla bi biti od velikog znacaja. QSRR analiza polazi od primene najjednostavnijih regresionih
tehnika, kao $to su linearna i polinomska regresija, ukljucujuci po jednu nezavisno promenljivu veli¢inu.
SloZenije zavisnosti izmedu retencionih parametara i molekulskih deskriptora utvrduju se primenom
multivarijacionih regresionih tehnika, kao $to su MLR, PCR, PLS i ANN.

Prvi korak QSRR modelovanja obuhvata ispitivanje zavisnosti izmedu deskriptora lipofilnosti i
logk vrednosti. Na osnovu korelacione matrice, utvrdena je veoma jaka korelacija izmedu lipofilnosti
(Average logP) i retencionih koeficijenata definisanih pomocu mobilne faze sa vec¢im (logkoso) i manjim
udelom metanola (logkozo) (slika 4.9.), Sto predstavlja potvrdu hipoteze da se logk parametar, definisan
pri kontrolisanim hromatografskim uslovima, moZe smatrati alternativnim parametrom lipofilnosti 17a-
pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata (hromatografska lipofilnost).

1 2
12 1 logky o= 0,45922 Average logP - 1,8567 ° 12 | logky 7= 04379 Average logP-1,5673 *
R?=0,8106 R?=0,8089 <
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8021 Z02
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Slika 4.9. Linearna korelacija izmedu in silico deskriptora lipofilnosti (Average logP) i retencionog
koeficijenta logk definisanog primenom mobilne faze sa ve¢im (1) i manjim udelom metanola (2)

Jaka linearna veza ustanovljena je izmedu in silico temperature topljenja (MP) i logk definisanog
pri vecem udelu metanola, i deskriptora ponderisane naelektrisane povrsine na akceptorima vodoni¢ne
veze (SCAA3) i logk definisanog pri ve¢em i pri manjem udelu metanola u mobilnoj fazi. Grafici ovih
linearnih modela prikazani su na slici 4.10 i slici 4.11.
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Slika 4.10. Linearna korelacija izmedu in silico temperature topljenja (MP) i retencionih koeficijenata
|ngo,9o (M)i |09k0,70 (2)
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Slika 4.11. Linearna korelacija izmedu in silico deskriptora ponderisane naelektrisane povrsine na
akceptorima vodonicne veze (SCAA3) i retencionog koeficijenta logkoo

Predstavljeni modeli sluze samo kao pokazatelji odredenih zavisnosti i nisu namenjeni
predvidanju logk parametra. Dakle, pokazan je znacajan uticaj deskriptora lipofilnosti i deskriptora koji
opisuje uticaj odredenih elektrostatickih osobina na retenciju. Da bi se dobili statisticki validni QSRR
modeli, koji se mogu pouzadno koristiti u predvidanju retencionog ponasanja, neophodno je sprovesti
internu i eksternu validaciju. Eksterna validacija zahteva formiranje eksternog test seta, stoga celokupni
set od 24 jedinjenja je podeljen na dva seta:
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1. kalibracioni set od 19 jedinjenja (= 80% jedinjenja od ukupnog broja) -1, 3,4,5,7,8,9,10, 11,
13,14,15,16,17,18, 20, 21, 22, 24;
2. eksterni test set od 5 jedinjenja (= 20% jedinjenja od ukupnog broja) - 2, 6,12, 19, 23.

Najbolji linearni modeli (LR) zasnovani su na deskriptorima lipofilnosti:

LR1:  logkoe =0,35797 (+0,04005) ALOGPs - 1,33462 (+0,17507) (4.1)
LR2: logkos=0,44518 (+0,04913) Average logP - 1,78180 (+0,22085) 4.2)

(brojevi u zagradama predstavljaju standardnu gresku regresionih koeficijenata)

Analizom korelacije dobijen je i polinomski model (PR) drugog stepena, sledeceg oblika:

PR:  logkose=0,000018 (+0,000015) MP?-0,03202 (+0,02075) MP + 13,62574 (+7,36103) (4.3.)

Navedeni QSRR modeli su dobijeni pomocu kalibracionog seta, a potom je obavljena njihova
interna i eksterna validacija. Osnovni i validacioni statisticki parametri dobijenih modela prikazani su u
tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Statisticki parametri interne i eksterne validacije LR i PR QSRR modela za predvidanje logkoso

Parametri LR1 LR2 PR
R 0,9081 0,9102 0,8658
R? 0,8246 0,8285 0,7496
R% 0,1754 0,1715 0,2504
R 0,8142 0,8184 0,7183
F-vrednost 79,90 82,10 23,94
RMSE 0,1909 0,1887 0,2351
p-vrednost 0,000000 0,000000 0,000015
R?cv (LOO) 0,7781 0,7746 0,6476
|R? - R%c/| 0,0465 0,0539 0,1020
TSS 3,5303 3,5303 3,5303
PRESS 0,7832 0,7958 1,2440
PRESS/TSS 0,2219 0,2254 0,3524
SDppess 0,2030 0,2047 0,2559
Reest 0,9489 0,9199 0,8147
RMSEest 0,0963 0,1067 0,1601
S ——
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Rezultati statisticke analize ukazuju na validnost dobijenih LR i PR modela, isti¢u¢i poseban

kvalitet linearnih jednacina u odnosu na polinomski model. Koeficijenti determinacije znacajno vedi od
0,60 ukazuju na veoma jaku korelaciju izmedu varijabli, dok parametri unakrsne i eksterne validacije
potvrduju prediktivnu sposobnost formiranih modela. U prilog kvalitetu modela govore i relativno niske
RMSE i PRESS vrednosti. Nedostatak PR modela odnosi se na apsolutnu razliku R? i R% vrednosti, koja u
ovom slucaju neznatno prelazi granicu prihvatljivosti (0,10), kao i na nesto vecu greSku predvidanja
(visoke vrednosti PRESS i SDegess parametara).

Prediktivna mo¢ modela testirana je i poredenjem eksperimentalnih i predvidenih logk vrednosti

(slika 4.12.), ukljucujudi i analizu njihovih razlika, tzv. ostataka (slika 4.13.).
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Slika 4.12. Poredenje eksperimentalnih retencionih parametara, dobijenih u sistemu sa zapreminskim
udelom metanola od 0,90 (logkoso), sa logkose vrednostima predvidenim primenom LR1 (1), LR2 (2) i PR (3)
QSRR modela (® - kalibracioni set, A - eksterni test set)
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Slika 4.13. Poredenje logkoso vrednosti predvidenih primenom LR1 (1), LR2 (2) i PR (3) QSRR modela sa
vrednostima ostataka (® - kalibracioni set, 4 - eksterni test set)

Poredenje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti ukazuje na dobro slaganje podataka kod
oba LR modela, s obzirom na visoke vrednosti koeficijenata korelacije, relativno malo rasipanje tacaka
oko prave, vrednost nagiba prave blisku jedinici i odsecak blizak nuli. Sa ovog aspekta, polinomski model
je okarakterisan nesto losijim vrednostima pomenutih parametara.

Vrednosti ostataka se nalaze u prihvatljivim granicama kod sva tri modela. Nasumic¢nost njihove
raspodele oko y = 0 ose je ocigledna kod linearnih modela. Kod polinomskog modela su zastupljene
znatno vece vrednosti ostataka sa pozitivnim predznakom u odnosu na negativne ostatke. Ova pojava
moze ukazati na potrebu za polinomom veceg stepena, medutim u ovom slucaju povecanje slozenosti
polinoma dovelo bi do drastichog pogorsanja prediktivne moci. Stoga, polinomski model se moze
smatrati manje preciznim u predvidanju logk vrednosti u odnosu na linearne. Nasumic¢nost raspodele
ostataka oko y = 0 ose potvrdena je Vald-Volfovic testom (n; =11,n, =5, re=5,r=11; r > r,, hipoteza Ho
0 nasumic¢noj raspodeli ostataka je prihvacena).
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Na osnovu prezentovanih rezultata statisticke validacije formiranih LR i PR modela, njihovo

rangiranje prema kvalitetu predvidanja logkse vrednosti moze se predstaviti na slededi nacin:
LR1 =LR2 >PR

Linearni modeli se medusobno neznatno razlikuju u pogledu statistickih parametara i imaju
slicnu mo¢ predvidanja.

QSRR modelovanjem logk parametra, definisanog primenom mobilne faze sa manjim
zapreminskim udelom metanola (¢ = 0,70), dobijena su dva linearna modela zadovoljavajucih statistickih
karakteristika:

LR3: logko70=0,41726 (+0,04797) Average logP - 1,46768 (+0,21561) 4.4.)

LR4: logko70=0,37777 (£0,04409) XLOGP3 - 1,30892 (+0,20075) (4.5)

U tabeli 4.6. dati su osnovni i validacioni statisticki parametri navedenih matematickih modela.

Tabela 4.6. Statisticki parametri interne i eksterne validacije linearnih QSRR modela za predvidanje
logko,7o parametra

Parametri LR3 LR4

R 0,9037 0,9011
R? 0,8166 0,8120
R% 0,1834 0,1880
R%qi 0,8058 0,8009
F-vrednost 75,68 73,41
RMSE 0,1843 0,1866
p-vrednost 0,000000 0,000000
R’/ (LOO) 0,7714 0,7664
|R? - R%]| 0,0452 0,0345
TSS 3,1465 3,1465
PRESS 0,7191 0,7351
PRESS/TSS 0,2285 0,2336
SDpgess 0,1945 0,1967
Riest 0,9546 0,8036
RMSEest 0,1062 0,1545

Kvalitet modela testiran je poredenjem eksperimentalnih i predvidenih logks vrednosti, kao i
analizom distribucije ostataka (slika 4.14).
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Slika 4.14. Poredenje eksperimentalnih retencionih parametara, dobijenih u sistemu sa zapreminskim
udelom metanola od 0,70 (logkoyo), sa logkoze vrednostima predvidenim primenom LR3 (1a) i LR4 (2a)
QSRR modela, uklju¢ujuci i prikaz distribucije ostataka za LR3 (1b) i LR4 (2b) model (® - kalibracioni set, A
- eksterni test set)

Modeli LR3 i LR4 okarakterisani su zadovoljavaju¢im vrednostima svih statistickih parametara koji
govore o njihovoj prediktivnoj sposobnosti, koja je potvrdena i primenom eksternog test seta. Prednost
LR3 modela nad LR4 modelom ogleda se u vecoj vrednosti nagiba zavisnosti eksperimentalno-
predvideno i odsecku koji je blizi nuli. Nasumi¢nost raspodele ostataka oko y = 0 ose je ocigledna kod
oba modela.

Nedostacii LR i PR modela ogledaju se u relativno visokim vrednostima ostataka, kako za eksterni
tako i kalibracioni set jedinjenja. Ostaci se za LR1T model nalaze u opsegu od -0,357 do 0,260, za LR2 od -
0,405 do 0,357, za LR3 od -0,398 do 0,295, za LR4 0od -0,419 do 0,263 i za PR 0d -0,202 do 0,580. Prosecne
vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka za LR i PR modele, prikazane u tabeli 4.7, potvrduju prednost LR
modela nad PR modelom sa aspekta srednje razlike izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrednosti. Na
osnovu maksimalnog opsega vrednosti ostataka moze se steci uvid u maksimalnu i minimalnu razliku
izmedu eksperimentalne i predvidene vrednosti koja se dobija primenom odredenog modela, dok
prose¢ne vrednosti ostataka pokazuju koja je srednja razlika izmedu eksperimentalnih i predvidenih
vrednosti. Na ovaj nacin se dobija realniji uvid u greSku predvidanja odredenog modela sa aspekta analize
ostataka.
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Tabela 4.7. Prosecne (srednje) vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka za LR i PR modele

Modeli Prosecna vrednost Prosecna vrednost
pozitivnih ostataka negativnih ostataka

LR1 0,138 -0,184

LR2 0,135 -0,159

LR3 0,144 0,143

LR4 0,165 -0,166

PR 0,264 -0,080

S obzirom na to da predstavljeni LR i PR modeli opisuju uticaj samo jednog faktora na retenciju
ispitivanih jedinjenja, uzimajuci u obzir slozenost hromatografskih procesa bilo je neophodno primeniti
multivarijantne regresione metode, koje ukazuju na zajednicki uticaj vise faktora (molekulskih
deskriptora) na logk parametar.

U prvom koraku multivarijantne regresione analize primenjena je multipla linearna regresija
pomocu NCSS 2007 programa. Odabir deskriptora koji figurisu u MLR modelima postignut je pomocu
stepenaste selekcije. Maksimalan broj nezavisno promenljivih u MLR modelima je tri, $to je u skladu sa
Toplis-Kostelo pravilom. Prilikom odabira molekulskih deskriptora, koji se nalaze u MLR modelima, javio
se problem jake multikolinearnosti, te su molekulski deskriptori koji doprinose ovom problemu izuzeti iz
modela, a potom zamenjeni adekvatnim deskriptrom. Zamena pomenutih deskriptora je obavljena
metodom probe i greSke, tako da su zadrZani oni deskriptori koji doprinose povecanju koeficijenta
korelacije, odnosno smanjenju ukupne greske predvidanja bez povecanja multikolinearnosti (u ovom
radu tolerisane su vrednosti VIF faktora ispod 10, za sve nezavisno promenljive). Ovim pristupom dobijeni
su slede¢i MLR modeli namenjeni predvidanju logkoeo i logks 0 parametara:

MLRT: (4.6.)

logkose = 0,39009 (+0,03960) Average logP - 0,00644 (+0,00128) CT + 0,00205 (+0,00128) DE + 4,28539
(£1,33568)

MLR2: 4.7.)

logkose = 0,31379 (£0,03399) XLOGP3 - 0,00685 (+0,00135) CT - 1,02150 (+0,36183) Jhetv + 6,68200
(£1,46962)

MLR3: (4.8

logkoso = 40,04356 (+3,93576) SCAA3 - 0,11597 (+0,02074) CP + 0,00212 (+0,00077) DE + 2,89430
(£0,31819)

MLR4: (4.9.)

logkose = 0,36138 (+0,05960) Average logP + 0,00277 (+0,00076) DE - 0,00276 (+0,00083) MP + 0,19114
(+0,81162)
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MLR5: (4.10.)

logkose = 0,45822 (+0,04500) Average logP — 0,02847 (+0,01322) E - 1,96110 (£0,21706)
MLRG6: (4.11)

logkoso = 0,36361 (+£0,03008) ALOGPs - 0,01969 (+£0,00554) Emax + 0,02356 (£0,01097) Egar — 1,21035
(£0,17564)

MLR7: (4.12)

logkogo = 0,39182 (+0,03467) ALOGPs - 0,01714 (+0,00556) Emax — 0,06415 (+0,02959) Enomo — 1,78929
(+0,38008)

MLRS8: (4.13)
logkose = 0,32753 (+0,03418) ALOGPs — 17,49395 (+5,68512) FPSA3 - 0,60873 (+0,27587)
MLRO: (4.14)

logkose = 0,35765 (+0,02826) ALOGPs - 0,01475 (+0,00363) AE + 0,03507 (+0,01086) Ecap — 0,98360
(£0,19327)

MLR10: (4.15.)

logkose = 0,20208 (+0,04283) ALOGPs - 0,01641 (+0,00345) PSA + 0,00436 (+0,00120) vdWSA - 2,50896
(£0,56880)

MLR11: (4.16.)

logkose = 0,33171 (£0,04212) ALOGPs + 0,00424 (+0,00127) TE - 0,00436 (+0,00141) BP + 1,79538
(£1,22230)

MLR12: (4.17.)

logkoo = 0,36060 (+£0,03857) ALOGPs - 0,01049 (+0,00405) AE - 0,07152 (£0,03255) Exomo — 1,38469
(£0,45179)

MLR13: (4.18.)

logkose = -0,00507 (+0,00049) MP - 0,95194 (£0,22326) S3K + 0,13289 (+0,02329) AMR - 8,78772
(£2,19835)

MLR14: (4.19.)

logkose = 0,00205 (+0,00089) DE - 0,02148 (+0,00219) PSA + 0,07228 (+0,01017) AMR - 7,18147
(£1,19329)
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Tabela 4.8. Statisticki parametri interne i eksterne validacije MLR-QSRR modela za predvidanje logkoeo i
logko,zo parametara

Parametri MLR1 MLR2 MLR3 MLR4 MLR5 MLR6 MLR?7
R 0,9766 0,9739 0,9597 0,9634 0,9311 0,9568 0,9570
R? 0,9538 0,9485 0,9210 0,9282 0,8670 0,9155 0,9159
R% 0,0462 0,0515 0,0790 0,0718 0,1330 0,0845 0,0841
Raqj 0,9445 0,9382 0,9052 0,9138 0,8504 0,8986 0,8990
F-vrednost 103,20 92,10 58,26 64,65 52,15 54,16 54,43
RMSE 0,1043 0,1101 0,1364 0,1300 0,1713 0,1410 0,1407

p-vrednost  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

2,13 aviognr 1,71 xiogrzy 1,28 (scans) 3,10 (av.logp) 1,02 . togp 1,03 (aoarsy 1,38 (aLocrs)
VIF 1,67 n 1,67 1,16 cp) 1,41 g 1,02 e 1,07 (Emax 1,02 (emax

1,38 o) 1,05 (hetv) 1,32 op) 3,05 wp) 1,04 (£gan) 1,39 (Ehomo)
R%*,(LOO)  0,9191 0,9067 0,8700 0,8439 0,8055 0,8707 0,8752
|R? - R%| 0,0347 0,0418 0,0510 0,0843 0,0615 0,0448 0,0407
7SS 3,5303 3,5303 3,5303 3,5303 3,5303 3,5303 3,5303
PRESS 0,2855 0,3292 0,4590 0,5511 0,6868 0,4565 0,4407
PRESS/TSS  0,0809 0,0932 0,1300 0,1561 0,1945 0,1293 0,1248
SDpgess 0,1226 0,1316 0,1554 0,1703 0,1901 0,1550 0,1523
Riest 0,9160 0,9494 0,9096 0,9239 09714 0,9829 0,9398
RMSE est 0,1258 0,1011 0,1684 0,1261 0,0688 0,0612 0,1213

Vecina formiranih MLR modela sadrZi deskriptore lipofilnosti (Average logP, XLOGP3, ALOGPs).
Pored toga, modeli uklju¢uju i kvantno-hemijske deskriptore (AE, Enomo, Ecap, Emaxs Esr), fizicko-hemijske
deskriptore (CT, CP, DE, MP, TE, BP, PSA, vdWSA, AMR), topoloske deskriptore (S3K, Jhetv) i
elektrodeskriptore (FPSA3, SCAA3). Od 14 formiranih modela, 11 se odnosi na predvidanje logkoso
parametra, dok preostala tri sluze za predvidanje logkozo parametra.

Formirane MLR jednac¢ine (MLR1, MLR2, MLR4-MLR12) su dobar pokazatelj zavisnosti
retencionog ponasanja ispitivanih androstanskih derivata u RP-HPLC sistemu od njihove lipofilnosti, od
koje u najvecoj meri zavisi raspodela molekula izmedu stacionarne i mobilne faze. U MLR jednacinama, u
kojima se javlja deskriptor lipofilnosti, regresioni koeficijent koji stoji uz ovaj deskriptor ukazuje na njegov
najvedi uticaj na retenciju u odnosu na ostale deskriptore koji figurisu u modelu. Izuzetak je model MLRS,
koji ukazuje na dominantniji uticaj deskriptora delimi¢no naelektrisane pozitivne povrsine molekula
(FPSA3), sa znacajno vecim regresionim koeficijentom negativnog predznaka. Vecina kvantno-hemijskih
deskriptora ima negativan regresioni koeficijent, izuzev deskriptora energetske praznine (Ecar). CT, CP,
MP, BP, PSA, S3K i Jhetv deskriptori imaju negativan regresioni koeficijent u svim MLR jednac¢inama, za
razliku od TE, DE, AMR, SCAA3 i vdWSA deskriptora.
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Tabela 4.8. Statisticki parametri interne i eksterne validacije MLR QSRR modela za predvidanje logkogo i
logkozo parametara (nastavak)

Parametri MLR8 MLR9 MLR10 MLR11 MLR12 MLR13 MLR14
R 0,9433 0,9622 0,9644 0,9675 0,9413 0,9576 0,9473
R? 0,8898 0,9259 0,9301 0,9360 0,8861 0,9170 0,8973
R% 0,1102 0,0741 0,0699 0,0640 0,1139 0,0830 0,1027
Radj 0,8760 0,9110 0,9161 0,9232 0,8633 0,9003 0,8767
F-vrednost 64,59 62,43 66,53 73,16 38,90 55,21 43,67

RMSE 0,1559 0,1321 0,1283 0,1227 0,1546 0,1320 0,1468

p-vrednost  0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

1,09 wiocrg 1,04 aoces 2,53 aoces) 2,68 aocesy 1,471 atoees) 1,01 up) 1,52 o)
VIF 1,09 rsns) 1,14 an 4,65 (psa 1,44 g 1,04 un 8,33 (s31 1,43 (psn
1,16 (£gap) 2,55 awsa) 2,06 @p) 1,39 (ehomo) 8,35 (amr) 1,29 (amr)
R%c/(LOO)  0,8501 0,8923 0,8883 0,8957 0,8055 0,8712 0,8486
|R? - R%c| 0,0397 0,0336 0,0418 0,0403 0,0806 0,0458 0,0487
7SS 3,5303 3,5303 3,5303 3,5303 3,1465 3,1465 3,1465
PRESS 0,5291 0,3803 0,3945 0,3683 0,6121 0,4054 04763
PRESS/TSS  0,1499 0,1077 01117 0,1043 0,1945 0,1288 0,1514
SDpgess 0,1669 0,1415 0,1441 0,1392 0,1795 0,1461 0,1583
Riest 0,9172 0,9548 0,9720 0,9598 0,9074 0,9652 0,9482
RMSE st 0,1444 0,0971 0,0989 0,1039 0,1403 0,1005 0,1373

MLR modeli su validovani racunanjem statistickih parametara interne i eksterne validacije, koji su
prikazani u tabeli 4.8. Na osnovu koeficijenata korelacije i determinacije moze se zakljuciti da svi
predstavljeni MLR modeli opisuju veoma jaku zavisnost izmedu varijabli, kao i da se predvidanje logk
parametra postize sa greSkom predvidanja u prihvatljivim granicama. Visoke vrednosti F-parametra
ukazuju na dobro slaganje podataka. VIF vrednosti pokazuju da je multikolinearnost prisutna u MLR
modelima u granicama tolerancije (VIF < 10).

Najjasniji uvid u mo¢ predvidanja modela dobija se primenom eksternog test seta. Parametri
eksterne validacije (Rwst i RMSE:w.s) ukazuju na veoma jaku korelaciju izmedu promenljivih, kao i na
relativno malu gresku predvidanja.

Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logk vrednosti za kalibracioni i eksterni test set, kao i
raspodela ostatka u odnosu na predvidenje logk vrednosti prikazano je na slikama 4.15. - 4.18. Dati grafici
ukazuju na dobro slaganje eksperimentalnih i predvidenih logk vrednosti, kao i na dobro uklapanje
eksternog test seta u kalibracioni set podataka. Jednacine koje opisuju zavisnosti eksperimentalno-
predvideno prikazane su na datim graficima i odnose se na kalibracioni i eksterni test set. Odsecci ovih
zavisnosti su za sve modele veoma bliski nuli, dok su nagibi bliski jedinici, $to govori u prilog dobrom
slaganju eksperimentalnih i predvidenih vrednosti. Preciznost predvidanja logk parametra moze se
proceniti i na osnovu amplitude ostataka, nasumi¢no rasporedenih oko y = 0 ose. Model MLR4 je
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okarakterisan vrednostima ostataka koji se krecu u najnizem opsegu od -0,222 do 0,219. Model koji u
ovom pogledu pravi najvecu gresku predvidanja je model MLR3 ¢iji se ostaci nalaze u opsegu od -0,379
do 0,249. Prosecne vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka mogu da ukazu na prose¢nu gresku
predvidanja odredenog modela (tabela 4.9.). Prema ovom kriterijumu, najmanja prose¢na razlika izmedu
eksperimentalnih i predvidenih vrednosti javlja se kod modela MLR11, za razliku od modela MLR12 koji
je okarakterisan najve¢om prose¢nom razlikom eksperimentalnih i predvidenih vrednosti.

Tabela 4.9. Prosecne (srednje) vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka za MLR modele

Modeli Prosecna vrednost Prosecna vrednost
pozitivnih ostataka  negativnih ostataka
MLR1 0,088 -0,108
MLR2 0,072 -0,116
MLR3 0,102 -0,127
MLR4 0,106 -0,144
MLR5 0,119 -0,147
MLR6 0,111 -0,113
MLR7 0,132 -0,099
MLR8 0,115 -0,144
MLR9 0,101 -0,108
MLR10 0,103 -0,101
MLR11 0,094 -0,088
MLR12 0,120 -0,150
MLR13 0,111 -0,102
MLR14 0,136 -0,081

U poredenju sa LR i PR modelima, MLR modeli imaju bolje statisticke parametre, sto im daje
prednost u predvidanju retencionih parametara ispitivanih androstanskih derivata.

94



Doktorska disertacija

05 +

114 MLR1 ® 0q | MLRI
09 4 y=08975x+0,0222 '
N R?=0,9257 037
g Y R=0,9621 02
g ’ A .
g 05 01 4 . R ) ) .A.
g o
g 03 g 00 ——— ——
= 01 1 © 01
g , A e0 o o
%01 1 0.2 1
= 03 A 03 + A
o] W 04 |
'0,7 T T T T T T T T T -0,5 -
07 05 03 -01 01 03 05 07 09 11 07 05 -03 01 01 03 05 07 09 1,1
logky, o4 (eksperimentalno) logkg g (predvideno)
05
1,1 MLR2
° 04 |
09 MLR2 03 A
— o7 4 y =0,904x +0,0333 ’ °
% ' R?=0,9270 02 1
5 05 R=0,9628 J
2 _ ol ° e o ot oA
-8 0'3 ] % 00 "Y_‘._Y—Y—._I—Y—Y—Y_.—Y—Yi
a A 5 - A
= 01 © .01 A. e % °
2 [
501 0.2 1 ¢
= 03 A 03 A A
os{ & 04
'0,7 T T T T T T T T T '0,5 -
07 05 03 -01 01 03 05 07 09 1, 07 -05 03 -01 01 03 05 07 09 11
logkg g0 (eksperimentalno) logkg 9o (predvideno)
05 -
1,1 4 04 | MLRS
09 ° ’
) MLR3 03 -
—~ 07 A y=09106x+0,0494 A i L]
e - 2 02
S o0s | R?=0,8848 °
2 R=10,9406 2 01 - ' ®
i k] ®
T 03 ° éo,o & e A‘ B 3
=< 01 | © o1 e e .
g A [ ] e o
§, 0,1 02 - A, ®
= 03 - 4 03 A
05 -04 A
0,7 ; : ; : ; : ; ; ; 0,5 -
07 -05 03 -01 01 03 05 07 09 11 07 05 03 01 01 03 05 07 09 11
logky, o0 (eksperimentalno) logky oo (predvideno)
05 -
(AR 04 | MLR4
09 1 MLR4 03 -
- 07 y=0,8823 x+0,0274 A
Q ’ 4
S o5 R?=0,9087 02 ° s ° R
T O R=0,9533 011 o ° A A
'§0,3* ° é 0,0 ‘..\ o  — N
< 01 A © 01 ° H
g Ao - 0,1 8 o . ®
501 ] -02 A
= 03 A 03 1
05 - -04 -
'0,7 T T T T T T T T T -0,5 -
07 05 03 01 01 03 05 07 09 11 07 -05 -03 -01 01 03 05 07 09 11
logkg o0 (eksperimentalno) logkg o5 (predvidenc)

Slika 4.15. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logk parametara i distribucija ostataka oko y = 0
ose za MLR1, MLR2, MLR3 i MLR4 modele (® - kalibracioni set, 4 - eksterni test set)
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Slika 4.17. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logk parametara i distribucija ostataka oko y =0
ose za MLR9, MLR10, MLR11 i MLR12 modele (® - kalibracioni set, 4 - eksterni test set)
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Slika 4.18. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logk parametara i distribucija ostataka oko y = 0
ose za MLR13 i MLR14 modele (® - kalibracioni set, A - eksterni test set)

S obzirom na potencijalni problem pojave znacajne multikolinearnosti, koja bi destabilizovala
MLR modele u sluéaju ukljuc¢ivanja medusobno jako koreliranih deskriptora, u narednom koraku
regresione analize primenjene su regresija glavnih komponenata i regresija metodom parcijalnih
najmanjih kvadrata, Ciji je uslov primene upravo jaka korelacija izmedu varijabli, s tim $to kod PLS modela
varijable koje su jako korelirane sa zavisno promenljivom dodatno dobijaju na znacaju. PCR i PLS
modelovanje izvedeno je pomocu programa MATLAB R2013a sa PLS_Toolbox dodatkom. Na osnovu
korelacione matrice birani su setovi deskriptora koji su jako korelirani, a potom su primenjeni kao
nezavisno promenljive. Najbolji PCR i PLS modeli dobijeni su primenom seta koji sadrZi trinaest
deskriptora lipofilnosti (ALOGPs, AClogP, ALOGP, MLOGP, KOWWIN, XLOGP2, XLOGP3, Average logP,
miLogP, logPyg, 109Puop, 109Ppnys, 10gPuqt) i pet fizicko-hemijskih deskriptora (vdWV, PSA, vdWSA, SASA1.4,
MR).

Odabir broja glavnih komponenata (PC) kod PCR modela, odnosno latentnih varijabli (LV) kod PLS
modela, izveden je na osnovu najmanje RMSE vrednosti LOO unakrsne validacije (RMSEc). U slucaju PCR
modela najmanja RMSEq, vrednost odgovara broju od osam glavnih komponenata, koje obuhvataju
99,66% varijanse u nezavisno promenljivim varijablama. PLS model ukljucuje 3est latentnih varijabli koje
obuhvataju 98,20% varijanse u nezavisno promenljivim varijablama. Odabir broja PC, odnosno LV, na
osnovu najmanje RMSEcy, vrednosti prikazan je graficki na slici 4.19. Regresioni koeficijenti varijabli koje
ulaze u PCRi PLS modele dati su u tabeli 4.10.
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Najbolji PCR i PLS modeli dobijeni su u slu¢aju predvidanja logkees parametra, dok su za
predvidanje logko7 dobijeni modeli sa veoma velikom greSkom predvidanja, te nisu uzeti u dalje
razmatranje.
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Slika 4.19. Zavisnost varijanse nezavisno promenljivih varijabli i RMSEc, od broja PC kod PCR modela (1)
i broja LV kod PLS modela (2)

Na osnovu prikazanih regresionih koeficijenata, moZze se uociti da deskriptori lipofilnosti ALOGPs
i logPuop imaju najvedi pozitivan uticaj na vrednosti zavisno promenljive, dok najveci negativan uticaj
ispoljava ALOGP deskriptor. Ukoliko se uporede vrednosti regresionih koeficijenata koje molekulski
deskriptori imaju u PCR modelu sa njihovim regresionim koeficijentima dodeljenim u PLS modelu, moze
se uociti da su ove razlike veoma male, 5to u ovom koraku analize moze da nagovesti slicnost ova dva
modela u predvidanju zavisno promenljive.
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Tabela 4.10. Regresioni koeficijenti nezavisno promenljivih varijabli koje figurisu u PCR i PLS modelima

. . Regresioni koeficijenti Regresioni koeficijenti
Nezavisno promenljiva

(PCR) (PLS)

ALOGPs 0,20582 0,18288
AClogP -0,03762 -0,04956
ALOGP -0,12188 -0,12961
MLOGP -0,02927 -0,07085
KOWWIN 0,04317 0,07440
XLOGP2 0,13042 0,08461

XLOGP3 0,05198 0,04586
Average logP 0,03302 0,03667
miLogP 0,00439 0,04867
logP.q -0,05226 -0,09885
l0gPuop 0,17335 0,18071

10gPphys -0,00812 0,00024
[0gPuwgt 0,01060 0,04618
vdWv 0,00227 0,00197
PSA -0,01006 -0,01136
vdWSA 0,00225 0,00198
SASA1.4 -0,00016 -0,00032
MR -0,01133 -0,00366
Intercept -1,90881 -2,16348

Sli¢cnost PCR i PLS modela uodljiva je i ukoliko se uporede njihove statisticke karakteristike, koje
su prikazane u tabeli 4.11. lako se prema statistickim parametrima kalibracije prednost moze dati PLS
modelu, PCR model ipak ima prednost posmatrajuéi validacione parametre. Ove statisticke razlike
izmedu PCR i PLS modela su male, te se oba modela mogu prihvatiti kao statisticki validna sa relativno
malom greskom predvidanja logkos vrednosti. Koeficijenti korelacije i determinacije za kalibracioni i
eksterni test set ukazuju na veoma jaku korelaciju izmedu eksperimentalnih logkoeo vrednosti i logkoseo
vrednosti predvidenih PCR i PLS modelima.
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Tabela 4.11. Statisticki parametri interne i eksterne validacije PCR i PLS modela za predvidanje logkoso

Parametri PCR PLS

R2Y umut 0,9754 0,9789
Q?Ykumui 0,9189 0,9047
R 0,9879 0,9896
R? 0,9760 0,9793
Riest 0,9777 0,9759
Rtest 0,9558 0,9524
Ry 0,9210 0,9075
RMSE 0,0667 0,0619
RMSEcy 0,1213 0,1317
RMSEest 0,1418 0,1357
PRESS/TSS 0,0790 0,0925
F-vrednost (eksperimentaino-predvidens) 512,00 577,24
p-vrednost (eksperimentalno-predvideno)  0,000000 0,000000

Graficko poredenje eksperimentalnih i predvidenih logkes vrednosti prikazano je na slici 4.20.
Oba modela su okarakterisana malim rasipanjem tacaka oko prave, visokim koeficijentom korelacije i
nagibom ove zavisnosti koji je veoma blizak jedinici, i odse¢kom bliskim nuli, Sto govori u prilog dobrom
slaganju eksperimentalnih i predvidenih vrednosti. Sa ovog aspekta poredenja modela, neznatna
prednost se moze dati PLS modelu. Takode, moze se uociti i dobro uklapanje eksternog test seta u
kalibracioni set podataka kod oba modela. Slika 4.20. pokazuje i nasumicnu raspodelu ostataka oko y =0
ose, kao i njihove relativno niske vrednosti. Ostaci se u slucaju PCR modela nalaze u opsegu od -0,265 do
0,135, a u slu¢aju PLS modela od -0,251 do 0,128. Prose¢ne vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka za
PCRi PLS modele date su u tabeli 4.12. One ukazuju na to da je prosecna razlika izmedu eksperimentalnih
i predvidenih vrednosti neznatno manja u slucaju PLS modela.

Tabela 4.12. Prose¢ne (srednje) vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka za PCR i PLS modele

Prosecna vrednost Prosecna vrednost

Model pozitivnih ostataka negativnih ostataka
PCR 0,056 -0,074
PLS 0,056 -0,066

Vrednosti fizicko-hemijskih, topoloskih i elektrostatickih deskriptora prisutnih u linearnim QSRR
modelima dati su u prilogu u tabeli P-7.4.
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Slika 4.20. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logkos parametara i distribucija ostataka oko y = 0
ose za PCR i PLS modele (® - kalibracioni set, 4 - eksterni test set)

Da bi se utvrdio znacaj nezavisno promenljivih varijabli u pogledu njihovog udela u objasnjenju
zavisno promenljive, racunate su njihove VIP vrednosti na osnovu formule P-7.5. date u prilogu. VIP
vrednosti varijabli primenjenih u PLS modelu prikazane su na slici 4.21. Varijable ¢ija je VIP vrednost veca
od 1, smatraju se najznacajnijim. U slucaju dobijenog PLS modela za predvidanje logkoso parametra
ispitivanih androstanskih derivata, parametri lipofilnosti najvise doprinose objasnjenju retencionog
parametra, dok se od ostalih pet fizicko-hemijskih deskriptora jedino izdvaja polarna povrsina (PSA) kao
najznacajnija varijabla. Analizom VIP vrednosti dobijena je jo$ jedna potvrda dominantnog uticaja
lipofilnosti na retenciono ponasanje 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata, ali ukazuje i
na znacajan doprinos PSA deskriptora u objasnjenju retencionog faktora.

Na osnovu iznetih rezultata linearnog modelovanja, moZe se zakljuciti da je najbolje slaganje
eksperimentalnih i predvidenih logkogso vrednosti postignuto pomocu PCR i PLS modela, dok se
predvidanje logkez parametra moze uspesno izvesti primenom MLR modela.
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Nezavisno promenljive varijable u PLS modelu

Slika 4.21. VIP vrednosti nezavisno promenljivih varijabli koje figurisu u PLS modelu

4.4.2. Nelinearno QSRR modelovanje

Nakon formiranja linearnih QSRR modela, izvedeno je nelinearno QSRR modelovanje primenom
regresione metode zasnovane na vestackim neuronskim mrezama. ANN modelovanje je izvedeno
pomocu programa Statistica 10.0, primenom Automated Network Search (ANS) opcije. Celokupni set
podataka je podeljen na tri seta - kalibracioni (jedinjenja 1-6, 8,9, 11, 13, 15, 17-23), test ( jedinjenja 7,
10, 16) i validacioni set (jedinjenja 12, 14, 24). Formiranje setova izvedeno je nasumi¢nim odabirom
jedinjenja. Kako je ranije napomenuto, test set je neophodan za definisanje opste greske modela, a
validacioni set za pronalazenje najbolje konfiguracije mreze poredenjem greske validacije i greske
treniranja mreze. Stoga, treniranje mreza je izvedeno na osnovu osamnaest jedinjenja, dok su preostalih
Sest jedinjenja upotrebljeni za testiranje (tri jedinjenja) i validaciju (tri jedinjenja). S obzirom na to da je
pri ANN modelovanju neophodno koristiti tri seta jedinjenja, za razliku od linearnog modelovanja kod
koga su primenjena dva seta jedinjenja (kalibracioni i eksterni test set), razlika u nacinima validacije QSRR
modela kod ova dva pristupa je ocigledna. ANN modeli su formirani na osnovu kombinacija varijabli koje
se nalaze u MLR modelima. Ulazne varijable su pre treniranja mreza normalizovane pomoc¢u min-max
metode normalizacije. Za svaku kombinaciju varijabli trenirano je 2000 mreza, tako da je ukupan broj

103



.Strahinja Z.Kovacevic

treniranih mreza iznosio 28 000. Najbolji modeli su odabrani na osnovu maksimalnih Riaiis, Rtest, Rvaiid i
minimalnih RMSEjaiis, RMSE:es;, RMSE.aiq vrednosti kalibracionog, test i validacionog seta. Pri treniranju broj
skrivenih neurona variran je od 2 do 200. Treniranje viseslojnih (MLP) nerekurentnih (feedforward) mreza
obavljeno je primenom BFGS algoritma i kombinacijom sinusne (Sine), logisticke (Lgt), hiperboli¢ne
tangens (Tanh), eksponencijalne (Exp) funkcije i funkcije identiteta (/dt), kao aktivacionih funkcija
skrivenog i izlaznog sloja. Neuronske teZine su odredene pomocu primenjenog softvera.

ANN modelovanjem dobijeno je pet najboljih modela za predvidanje logkos parametra
androstanskih derivata, ¢ija je arhitektura prikazana na slici 4.22. Model ANN1 sadrZi ulazne varijable koje
su prisutne u modelu MLR1 (Average logP, CT i DE), dok modeli ANN2, ANN3, ANN4 i ANN5 imaju ulazne
varijable prisutne u modelu MLR2 (XLOGP3, CT i Jhetv). Arhitektura formiranih ANN modela se zna¢ajno
razlikuje u broju neurona u skrivenom sloju. Neophodno je naglasiti da ANN modelovanje logko o faktora
nije rezultovalo prihvatljivim modelom.

ANN1 ANN2

48 skrivenih neurona
)
(=]
&
3

ANN3

ANN4

ANNS

Slika 4.22. Arhitektura formiranih ANN modela
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Procena prediktivne sposobnosti formiranih mreza izvedena je na osnovu statisti¢kih parametara
datih u tabeli 4.13. Na osnovu predstavljenih rezultata moZe se uociti da formirani ANN modeli imaju
odlicne statisticke karakteristike, ukljuCuju¢i veoma jaku korelaciju izmedu eksperimentalnih i
predvidenih logkes vrednosti, kako za kalibracioni set, tako i za test i validacioni set podataka. Takode,
veoma visoke F-vrednosti ukazuju na odli¢no slaganje eksperimentalnih i predvidenih vrednosti.
Dobijene statisticke karakteristike ANN modela ukazuju na to da se najmanja greska predvidanja upravo
postize primenom nelinearnih ANN modela u odnosu na predstavljene linearne modele.

Tabela 4.13. Statisticke karakteristike formiranih ANN modela

Parametri ANN1 ANN2 ANN3 ANN4 ANN5
Arhitektura 3-48-1 3-123-1 3-115-1 3-3-1 3-28-1
Reaie 0,9766 0,9906 0,9877 0,9815 0,9810
Rtest 0,9875 0,9881 0,9956 0,9999 0,9998
Rvaiia 0,9990 1,0000 0,9998 1,0000 0,9999
RMSExaiib 0,003 0,001 0,002 0,002 0,002
RMSE test 0,006 0,003 0,001 0,000 0,001
RMSE vaiia 0,001 0,003 0,002 0,001 0,001
F-vrednost (eksperimentalno-predvideno) 630,43 1288,03 1353,00 1061,87 1015,55
P-vrednost (eksperimentalno-predvideno) 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Algoritam BFGS (36)*  BFGS (56) BFGS (35) BFGS (29) BFGS (39)
Skrivena aktivaciona funkcija Exp Tanh Tanh Lgt Lgt
Izlazna aktivaciona funkcija Sine ldt ldt Sine Sine

* broj u zagradi predstavlja broj ciklusa treniranja nakon kojih je dobijena mreza optimalne arhitekture

Kvalitet dobijenih  ANN modela potvrden je grafickim poredenjem eksperimentalnih i
predvidenih logko e vrednosti, ukljucujuci i analizu distribucije ostataka, prikazanim na slici 4.23. i slici 4.24.
Nagib linearne zavisnosti eksperimentalno-predvideno je veoma blizak jedinici, a odseCak veoma blizak
nuli, $to govoti o odlicnom slaganju poredenih podataka. Takode, moze se uociti i veoma malo rasipanje
tacaka oko prave linearne zavisnosti. Nasumicna raspodela ostataka oko y = 0 ose je ocigledna, a
amplituda ostataka je generalno manja u odnosu na ostatke linearnih modela. Za ANN1 model ostaci se
krecu u opsegu od-0,171do 0,181, za ANN2 od -0,121 do 0,102, za ANN3 od -0,107 do 0,089, za ANN4 od
-0,142 do 0,110, za ANN5 od -0,146 do 0,124. Sa aspekta amplitude ostataka, model ANN3 pravi najmanju
razliku izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrednosti. Ukoliko se uporede prosecne vrednosti
pozitivnih i negativnih ostataka (tabela 4.14.), i u tom pogledu prednost se moZe dati modelu ANN3
(najmanja razlika izmedu prosecnih pozitivnih i prosecnih negativnih ostataka). Neophodno je naglasiti
da se modeli ANN2, ANN3, ANN4 i ANN5 vrlo malo razlikuju u pogledu statistickih karakteristika i greske
predvidanja. Medutim, za model ANNT moze se re¢i da pravi nesto vecu, ali ipak prihvatljivu gresku
predvidanja u odnosu na ostale ANN modele. U poredenju sa linearnim QSRR modelima, neuronske
mreze su se pokazale kao preciznije reSenje u predvidanju logkoeo parametra ispitivanih androstanskih
derivata. Njihova prednost se ogleda u generalno manjoj amplitudi i prose¢nim vrednostima ostataka,
vec¢im koeficijentima korelacije i manjim RMSE vrednostima za kalibracioni, test i validacioni set.

105




Strahinja Z. Kovacevi¢

0,5 +
1,1 A ANN1 ANN1
09 | ¥=09536x+0,0085 04 1
' R?=0,9662 03 4
< 07 1 =
2 R=0,9830 02 -
5 057 01 - ¢ .
< 03 - g LY LIPS *
g_ ! g 0,0 \% T T ° T T ’\ T
= 01 1 © 01 1 ® ® il °
<01 4 02 - ®
°
-0,3 -0,3
-0,5 -04
'0,7 T T T T T T T T T -0,5 -
-07 -05 -03 -01 01 03 05 07 09 11 -07 -05 -03 -01 01 03 05 07 09 11
logky,qq (eksperimentalno) logky ¢ (predvideno)
05 1
1,1 ANN2 04 - ANN2
09 | y=09653x+00014 03 4
—~ 07 R?=0,9833 ’
g © R=09916 0.2
VU 05 -
T 01 ~ *
= ] S ® o % * *
@ 03 s 00 **l*—v—v—q—l—.—v—l—.—v—v*
b 4 °
Z 01 - © .01 % -8
£-01 0.2 |
o
-03 4 -0,3 A
-0,5 A -04 -
-0,7 T T T T T T T T T '0'5 -
-07 -05 03 -01 01 03 05 07 09 11 -07 -05 03 01 01 03 05 07 09 11
logkg o (eksperimentalno) logky,gq (predvideno)
i 05 -
11 ANN3 ANN3
09 1 y=0,9597x + 0,0012 04 -
R?=0,9839 03 -
5 07 1 R=0,9919 '
o 0,2 A
© 057 0,1
= T e ® [ ] *
-§_ 0'3 ) g 0,0 ’*v—..’—v—v—q—’v—“ T |. \’
= 4 7] [ ] [ ]
2 01 S 01 - o o
-5-0,1 b -0,2 -
o
— -0,3 A 03 A
0,5 04
'0,7 T T T T T T T T T '0,5 -
-07 05 -03 -01 01 03 05 07 09 1,1 -7 05 -03 -01 01 03 05 07 09 11
logkg, ¢q (eksperimentalno) logks,op (predvideno)

Slika 4.23. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logkos parametara i distribucija ostataka okoy =0
ose za ANN1, ANN2 i ANN3 modele (® - kalibracioni set, * - test set, ® - validacioni set)
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Slika 4.24. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logkos parametara i distribucija ostataka oko y = 0

ose za ANN4 i ANN5 modele (® - kalibracioni set,

- test set, ® - validacioni set)

Tabela 4.14. Prose¢ne (srednje) vrednosti pozitivnih i negativnih ostataka za ANN modele

Prosecna vrednost Prosecna vrednost

Rlece pozitivnih ostataka negativnih ostataka
ANN1 0,058 -0,067
ANN2 0,041 -0,053
ANN3 0,045 -0,046
ANN4 0,043 -0,050
ANN5 0,051 -0,050
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Uticaj svake ulazne varijable na varijacije vrednosti parametara dobijenih ANN modela procenjen
je na osnovu analize globalne osetljivosti. S obzirom na to da su GSA koeficijenti ulaznih varijabli svih
formiranih ANN modela vedi od 1, svaka od varijabli ima znacajan uticaj na zavisno promenljivu (slika
4.25.). Na osnovu prikazanih dijagrama moze se zakljuciti da najveci uticaj na logkoso vrednosti ispoljavaju
deskriptori lipofilnosti (Average logP i XLOGP3), a potom CT, Jhetv i DE deskriptori. Ovo je jo3 jedna
potvrda znacajnog uticaja lipofilnosti na retenciju analiziranih androstanskih derivata u primenjenom
hromatografskom sistemu, ali i dodatna potvrda teze da se hromatografska retencija moze smatrati
alternativnim parametrom lipofilnosti ispitivane serije jedinjenja.

ANN1 ANN2

,

Jhetv; 6,79;
9%

ANN3 ANN4

2| 4
Jhetv; 7,01; Jhetv; 4,82;
9% 8%

ANN5

Jhetv; 5,03;
9%

Slika 4.25. GSA koeficijenti ulaznih varijabli ANN modela
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4.4.3. Rangiranje QSRR modela

Poredenje formiranih QSRR modela na osnovu izraCunatih statistickih parametara moze da bude
problemati¢an zadatak. Generalno, moze se uociti da LR i PR modeli imaju najlosije statisticke
karakteristike u odnosu na ostale (ali u prihvatljivim granicama), potom slede MLR modeli, zatim PCR i
PLS, a potom ANN modeli kao najbolji. Prilikom poredenja QSRR modela ¢esto se postavlja pitanje u
odnosu na koji statisticki kriterijum je poredenje najrelevantnije. Neretko se deSava da jedan model ima
prednost u odnosu na koeficijent korelacije, dok drugi model daje manju gresku predvidanja, uprkos
manjem koeficijentu korelacije. Zato je neophodno uporediti, odnosno rangirati modele i sa drugih
aspekata. Box-Whisker grafik, prikazan na slici 4.26, ukazuje na izdvajanje PR modela od ostalih prema
opsegu predvidenih logkge vrednosti, medutim ukazuje i na teSko¢e u medusobnom razlikovanju ostalih
QSRR modela. Osim klasi¢nog nacina poredenja modela na osnovu vrednosti izracunatih statistickih
parametara, razvijen je i relativno nov nacin rangiranja modela - rangiranje na osnovu razlike sume
rangova, tzv. SRD metod, koji je prethodno opisan u teorijskom delu (podpoglavlje 2.7.1.).
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Slika 4.26. Box-Whisker grafik eksperimentalnih logkoeo vrednosti (EXP) i logkogso vrednosti predvidenih
pomocu formiranih QSRR modela

Rangiranje QSRR modela SRD metodom izvedeno je u odnosu na dva razli¢ita idealna ranga -
rang definisan na osnovu eksperimentalnih logkoso vrednosti, i rang definisan na osnovu prosecnih
logkoso Vrednosti (row average). Neophodno je naglasiti da su rangirani modeli koji predvidaju logko,so
vrednosti, dok rangiranje QSRR modela koji predvidaju logkss parametar nije izvedeno, s obzirom na
relativno mali broj ovih modela (pet).
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Rangiranje QSRR modela u odnosu na eksperimentalne vrednosti, uzete za referentni rang,
prikazano je na slici 4.27. |dealni rang je definisan redosledom analiziranih jedinjenja prema rastu¢im
eksperimentalnim logkogo vrednostima. Modeli se porede tako $to se jedinjenja poredaju po rastuc¢im
predvidenim logkogo vrednostima, ukljucujudi kalibracioni i eksterni test set kod LR, PR, MLR, PCR i PLS
modela, i kalibracioni, validacioni i test set kod ANN modela, tako da ukupan broj jedinjenja na osnovu
kojih se izvodi rangiranje iznosi 24 za sve rangirane QSRR modele. Svako odstupanje od referentnog
sdealnog” redosleda, dovodi do udaljavanja modela od referentnog ranga za odredeni stepen. ANN
modeli se nalaze najblize referentnom rangu u odnosu na ostale, dok se PR model nalazi na najvecoj
udaljenosti od referentnog ranga. Pomoc¢u ANN modela je i postignuto najbolje fitovanje podataka, stoga
je njihov polozaj u blizini referentnog ranga na SRD grafiku u potpunosti opravdan. PLS i PCR modeli su
najblizi ANN modelima u odnosu na ve¢inu MLR modela, sto ukazuje na njihovu prednost u pogledu
fitovanja podataka. Model MLR10 ima isti rang kao PLS model, te se ova dva modela mogu smatrati
podjednako kvalitetnim. LR1, LR2, MLR3 i MLR4 modeli su predstavljeni kao modeli ¢iji je rang znacajno
udaljen od idealnog ranga. Neophodno je ista¢i da rangiranje modela u odnosu na eksperimentalne
vrednosti nije izvedeno sa ciljem opisivanja greske predvidanja, nego fitovanja podataka. Validacija SRD
metode je izvedena na osnovu teorijske raspodele slucajnih brojeva (CRRN), koja je priblizna normalnoj
raspodeli s obzirom na to da je n > 13 (slika 4.27.), i na osnovu unakrsne validacije.

CRRN results (NormApp: n=24 ; Mean=66,71 5tD=8,85) CRRN results (NormApp: n=24 ; Mean=66,71 StD=8,85)
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Slika 4.27. Rangiranje modela na osnovu eksperimentalnih logkoeo vrednosti uzetih za referentni rang
(normalizovane SRD vrednosti od 0 do 100 nalaze se na apscisi)

Apsolutne SRD vrednosti i verovatnoca koja opisuje nasumi¢nost modela dati su u tabeli 4.15. Svi
QSRR modeli su opisani veoma malom verovatno¢om, $to ukazuje na to da nisu slu¢ajnog karaktera. ANN
modeli se istiCu sa najmanjom verovatno¢om, te sa ovog aspekta mogu biti preporuceni kao
najpouzdaniji za predvidanje logkos parametra analiziranih androstanskih derivata.
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Tabela 4.15. Rezultati SRD analize QSRR modela prema eksperimentalnim logkqgeo vrednostima kao
referentnom rangu i verovatnoc¢a da su modeli slu¢ajnog (nasumi¢nog) karaktera (p%)

Apsolutna Verovatnoca (p%)

QSRRmodel - ¢op | rednost xi < SRD = x
ANN5 24 1,91-10° 3,26-107
ANN3 26 3,26- 107 520-10°
ANN4 28 520107 9,05-10°
ANN2 32 1,53-10% 2,45-10%
ANN1 34 2,45-10% 4,04-10°%
MLR10 38 6,78-10% 1,08 - 107
PLS 38 6,78-10% 1,08 - 107
PCR 40 1,08 - 107 1,71-107
MLR1 42 1,71-107 2,84-107
MLR2 42 1,71-107 2,84-107
MLR7 42 1,71-107 2,84-107
MLR8 44 2,84-107 4,51-107
MLR9 44 2,84-107 4,51-107
MLR11 44 2,84-107 4,51-107
MLR6 46 4,51-107 6,86- 107
MLR5 50 1,12-10° 1,77 -10°®
MLR4 54 2,66-10° 4,21-10°
LR2 56 4,21-10° 6,57 -10°
MLR3 56 4,21-10° 6,57 -10°
LR1 60 9,84-10° 1,49-10°
PR 84 1,03-10° 1,44-10°
XX1 148 4,72 5,50
Q1 174 23,11 25,65
Medijana (Med) 190 48,91 52,04
Q3 208 72,68 75,12
XX19 232 94,72 95,57

Rezultati 7-fold unakrsne validacije prikazani su na slici 4.28. Za svaki model dobijeno je osam SRD
vrednosti, ukljucuju¢i sedam SRD vrednosti dobijenih unakrsnom validacijom i jednu SRD vrednost
dobijenu na osnovu celokupnog skupa podataka. Opseg ovih SRD vrednosti prikazan je u formi Box-
Whisker grafika. Unakrsna validacija SRD analize potvrduje rangiranje modela koje je prethodno
predstavljeno na slici 4.27. i u tabeli 4.15. Unakrsnom validacijom je potvrdeno znacajno odstupanje PR
modela od ostalih, a samim tim i njegova udaljenost od idealnog ranga.
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Slika 4.28. Box-Whisker grafik SRD vrednosti QSRR modela dobijenih pomocu 7-fold unakrsne validacije
SRD analize zasnovane na eksperimentalnim logko e vrednostima kao referentnom rangu

Ukoliko se SRD analiza izvede na osnovu prosec¢nih logkoso vrednosti (za svako jedinjenje racuna
se srednja logkq g vrednost predvidena na osnovu modela koji se rangiraju), rangiranje modela prikazano
na slici 4.29. razlikuje se od rangiranja izvedenog prema eksperimentalnim logkss vrednostima. U ovom
slu¢aju, model MLR10 je najblizi referentnom rangu, dok se PR model i u ovom slucaju izdvaja kao najdalji,
a samim tim i najlosiji. Ovo je sigurna indikacija da primenu PR modela treba izbegavati.

CRRN results (NormApp: n=24 ; Mean=66,71 5tD=8,85)
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Slika 4.29. Rangiranje modela na osnovu srednjih predvidenih logkoeo vrednosti uzetih za referentni rang
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Verovatnoca da su QSRR modeli nasumi¢nog karaktera je i u ovom slu¢aju veoma mala, sto
potvrduju podaci dati u tabeli 4.16, koja osim verovatnoce pokazuje i apsolutne SRD vrednosti. Primenom
srednjih predvidenih vrednosti kao referentnog ranga, zapravo se pokazuje udaljenost modela od
Lcentra” definisanog srednjim vrednostima, $to predstavlja neparametarsko merilo sli¢nosti ili razlika
izmedu modela. U ovom slucaju moze se uociti da je vec¢ina MLR modela locirana u blizini referentnog
ranga, ukljucujuci i PCR i PLS modele (modeli prikazani iznad eksperimentalnih (EXP) vrednosti u tabeli
4.16.). ANN modeli se nalaze na nesto vecoj udaljenosti od idealnog ranga, ali u blizini EXP vrednosti.

Tabela 4.16. Rezultati SRD analize QSRR modela prema srednjim predvidenim logkqeo vrednostima kao
referentnom rangu i verovatnoc¢a da su modeli slu¢ajnog (nasumi¢nog) karaktera (p%)

Apsolutna Verovatnoca (p%)

R SII:D vrednost X1 < SRD sp X2
MLR10 18 3,82-10M 6,55-107°
MLR9 20 6,55-1071° 1,07 -10°
MLR2 22 1,07 -10° 1,91-10°
MLR7 22 1,07 -10° 1,91-10°
PLS 24 1,91-10° 3,26-107°
MLR8 28 5,20-10° 9,05-107°
MLR11 28 5,20-10° 9,05-107°
MLR1 30 9,05-107° 1,53-10%
MLR6 30 9,05-10° 1,53-10%
PCR 30 9,05-10° 1,53-10%
EXP 32 1,53-10%® 245-10%
MLR3 32 1,53-10% 2,45-108
ANN5 32 1,53-10% 2,45-10°%
LR1 34 2,45-10°% 4,04-10%
ANN4 34 245-10% 4,04-10%
ANNI1 36 4,04-10°® 6,78-10%
ANN3 36 4,04-10°® 6,78-10%
MLR5 38 6,78-10% 1,08-107
ANN2 40 1,08-107 1,71-107
LR2 42 1,71-107 2,84-107
MLR4 48 6,86 - 107 1,12-10%
PR 72 1,13-10* 1,60-10*
XX1 148 4,72 5,50
Q1 174 23,11 25,65
Medijana (Med) 190 48,91 52,04
Q3 208 72,68 75,12
XX19 232 94,72 95,57
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Modeli koji su blizi referentnom rangu u odnosu na EXP vrednosti, mogu biti obeleZeni kao
Jprefitovani”, sto se moZe dokazati u slucajevima da se SRD analiza izvodi posebno na kalibracionom i
eksternom test setu. Razli¢ito rangiranje modela prema kalibracionom i test setu bilo bi siguran indikator
prefitovanja. Medutim, ukoliko modeli imaju bolji rang u odnosu na EXP podatke, to ne mora zasigurno
da indicira prefitovanost tih modela, ve¢ moze biti posledica fenomena slu¢ajnog Suma (random noise)
[151]. U ovom slucaju, testiranje prefitovanosti modela na ovaj nacin nije bilo izvodljivo, s obzirom na to
da su kod ANN modela korid¢ena tri seta podataka, za razliku od linearnih modela. S obzirom na to da su
ANN modeli favorizovani kako sa statistickog aspekta, tako i sa aspekta SRD analize prema
eksperimentalnim vrednostima, SRD analiza prema prosec¢nim vrednostima nije dovela u sumnju
ispravnost ANN modela. Svi ANN modeli se u tabeli 4.16. nalaze ispod EXP vrednosti, te provera njihove

prefitovanosti nije neophodna.

Kao i u prethodnom slucaju, validacija SRD analize je izvedena CRRN pristupom i 7-fold
unakrsnom validacijom (slika 4.30.). Rezultati unakrsne validacije ukazuju na ispravnost izvedene SRD
analize QSRR modela prema srednjim predvidenim logkoeo vrednostima kao referentnom rangu.
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Slika 4.30. Box-Whisker grafik SRD vrednosti QSRR modela dobijenih pomocu 7-fold unakrsne validacije
SRD analize zasnovane na srednjim predvidenim logkoeo vrednostima kao referentnom rangu

Nakon izvedene statistiCcke i SRD analize QSRR modela, moZe se izvesti zaklju¢ak da modeli
formirani primenom vestackih neuronskih mreza imaju prednost u pogledu boljeg predvidanja logko,so
vrednosti analiziranih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata. Model zasnovan na
polinomskoj regresiji treba definitivno izbegavati, ukoliko bi cilj njegove primene bio precizno
predvidanje hromatografskog parametra.
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4.5. QSAR analiza antikancerogene aktivnosti androstanskih

derivata

4.5.1. Odabir molekulskih deskriptora kao ulaznih varijabli QSAR modela

QSAR analiza je izvedena na skupu od osamnaest 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih
derivata. Cilj ove analize je formiranje modela koji imaju sposobnost predvidanja antiproliferativne
(citotoksi¢ne) aktivnosti androstanskih derivata prema celijama kancera prostate (AR-neg. PC-3). Kako je
ranije napomenuto, broj jedinjenja koris¢enih u QSAR analizi je manji od broja jedinjenja analiziranih
QSRR pristupom, s obzirom na to da je ICso vrednost jedinjenja 2, 3, 12, 13, 17 i 23 zanemarljiva (ICso >
100). Histogram ICso vrednosti jedinjenja koja su analizirana QSAR pristupom prikazan je na slici 4.31.

6

Broj jedinjenja
w
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Slika 4.31. Histogram ICso vrednosti analiziranih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata

Predstavljeni histogram ukazuje na to da veéi broj androstanskih derivata ispoljava
zadovoljavaju¢u, odnosno umerenu antiproliferativhu aktivnost, sto upravo opravdava potrebu za
primenom QSAR modela koji bi omogudili precizno predvidanje 1Cs, vrednosti strukturno sli¢nih
androstanskih derivata, i samim tim pomogli u potrazi za jedinjenjima sa izrazito jakom
antiproliferativnom aktivno3¢u prema AR-neg. PC-3 celijskoj liniji.
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U prvom koraku QSAR analize formiran je set od 250 topoloskih, fizicko-hemijskih,
elektrostatickih, ADMET molekulskih deskriptora i deskriptora lipofilnosti. S obzirom na to da nijedna od
primenjenih linearnih regresionih tehnika (LR, MLR, PCR, PLS) nije rezultovala matematickim modelom
prihvatljivim za predvidanje ICs, vrednosti, nelinerano modelovanje je primenjeno kao moguce reenje.
Medutim, da bi se formirao manji set deskriptora koji bi posluZili kao ulazne varijable za formiranje
nelinearnih QSAR modela pomocu vestackih neuronskih mreza, primenjena je SS metoda odabira
varijabli primenom NCSS 2007 programa. Pomoc¢u ove metode, iz seta od polaznih 250 deskriptora
izdvojeno je njih sedamnaest. Nivo znacajnosti za dodavanje varijable u model iznosio je 0,05, a za
uklanjanje varijable iz modela 0,20. Maksimalan broj ponavljanja iznosio je 500. Rezultati SS analize dati
su u tabeli4.17.

Tabela 4.17. Rezultati odabira varijabli pomocu SS metode

Broj ponavljanja  Akcija Varijabla R? RMSE
1 Dodato SP 0,1663 23,0233
2 Dodato MLOGP 0,4903 18,5924
3 Dodato MDCK 0,6799 15,2501
4 Dodato PPSA1 0,8228 11,7764
5 Dodato MAXDP 0,8757 10,2638
6 Dodato NPA_Q5 0,9056 9,3436
7 Dodato TOX_BCF 0,9265 8,6451
8 Dodato S+Pskin 0,9510 7,4415
9 Dodato S+FaSSIF 0,9769 5,4252
10 Dodato Pi_Q3 0,9896 3,8883
11 Dodato NPA_AQc  0,9965 2,4289
12 Dodato S+SF 0,9990 1,4311
13 Dodato MMFF94 0,9997 0,8766
14 Dodato ALOGPs 1,0000 0,1031
15 Dodato S+HIVI_ST  1,0000 0,0291
16 Dodato EEM_F1 1,0000 0,0003
17 Dodato AClogP 1,0000 0,0000
18 Nepromenjeno - 1,0000 0,0000

Sedamnaest ulaznih varijabli dovelo bi do formiranja kompleksnih ANN modela, koji bi verovatno
imali i slabu moc¢ predvidanja. Stoga, primenom PLS-VIP metode selekcije sa NIPALS algoritmom
(kriterijum konvergencije je iznosio 0,0001, a maksimalan broj ponavljanja 50) pomocu programa
Statistica 10.0, od sedamnaest varijabli izdvojena je podgrupa od tri deskriptora (SP, MDCK i S+SF), Cija je
VIP vrednost veca od 0,30, $to se moZe uoditi na slici 4.32. Ovi deskriptori su upotrebljeni kao nezavisno
promenljive varijable prilikom formiranja QSAR modela zasnovanih na vestackim neuronskim mrezama.
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Slika 4.32, VIP vrednosti deskriptora (odabranih pomocu SS metode) dobijene pomocu PLS-VIP
pristupa odabiru varijabli

SP deskriptor predstavlja humanu transdermalnu propustljivost jedinjenja odredenu in vitro.
Izrazava se pomocu logaritma konstante K, [cm/h]. MDCK deskriptor [nm/s] opisuje in vitro oralnu
apsorpciju jedinjenja pri fizioloSkoj vrednosti pH. S+SF deskriptor definiSe odnos ravnotezne
rastvorljivosti jonizabilne soli ispitivanog jedinjenja i njene intrinzi¢ne rastvorljivosti. Ovi deskriptori su u
bliskoj vezi sa lipofilnoS¢u supstance i oslikavaju njenu mogucnost dostizanja mesta delovanja u
organizmu.

4.5.2. Nelinearno QSAR modelovanje

QSAR modelovanje je izvedeno primenom vestackih neuronskih mreza, s obzirom na neuspesne
pokusaje definisanja linearnih QSAR modela. Formiranje ANN modela je izvedeno primenom programa
Statistica 10 pomocu Automated Network Search (ANS) opcije. Viseslojne (MLP) nerekurentne
(feedforward) mreZe trenirane su primenom BFGS algoritma kombinacijom sinusne (Sine), logisticke (Lgt),
hiperboli¢ne tangens (Tanh), eksponencijalne (Exp) funkcije i funkcije identiteta (/dt), kao aktivacionih
funkcija skrivenog i izlaznog sloja. Neuronske teZine su odredene pomocu primenjenog softvera.
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Trenirano je ukupno 10 000 mreza, od kojih su najbolji modeli odabrani na osnovu maksimalnih Riais, Reest,
Ryaiia i minimalnih RMSEjqis, RMSE:es,, RMSE.aiq vrednosti kalibracionog, test i validacionog seta, ukljucujuci
i RMSE i R vrednosti zavisnosti eksperimentalno-predvideno. U tabeli 4.18. prikazani su podaci na osnovu

kojih je obavljeno treniranje ANN modela.

Tabela 4.18. Podaci upotrebljeni za formiranje ANN-QSAR modela za predvidanje citotoksi¢ne aktivnosti

androstanskih derivata prema Celijama kancera prostate

.. MDCK SP 1Cs0 (eksperimentalno
Jedinjenje Set [nm/s] (logk,) S+SF [MM(] [ ; 1-43] > 1Cs0 (normalizovano)
1 Kalibracioni 33,4997 -1,9734 1070,0 6,30 0,0738
4 Kalibracioni 7,6154 -3,1941 1250,0 65,50 0,7304
5 Validacioni 1,7836 -4,0654 94,8 33,60 0,3766
6 Kalibracioni 34,1743 -1,9359 1070,0 22,30 0,2513
7 Validacioni 0,0963 -1,5486 1910,0 31,30 0,3511
8 Kalibracioni 11,4686 -2,5335 1110,0 4,30 0,0516
9 Test 28,1355 -2,5557 1030,0 25,60 0,2879
10 Test 46,7956 -1,1013 2010,0 24,70 0,2779
11 Kalibracioni 28,7219 -2,9417 506,0 52,10 0,5818
14 Kalibracioni 65,8760 -1,7981 2590,0 12,90 0,1470
15 Kalibracioni 53,9390 -2,5124 2550,0 14,30 0,1625
16 Kalibracioni 3,0115 -1,8666 303,0 10,10 0,1159
18 Test 0,0605 -1,8442 356,0 0,55 0,0100
19 Kalibracioni 30,4541 -1,7017 3300,0 34,10 0,3821
20 Validacioni 65,8410 -1,6423 1960,0 10,10 0,1159
21 Kalibracioni 2,6234 -1,8892 3700,0 66,20 0,7382
22 Kalibracioni 25,2490 -2,8980 2080,0 88,90 0,9900
24 Kalibracioni 69,5311 -1,0540 3440,0 19,90 0,2246

Od 10 000 treniranih mreza, na osnovu statistickih parametara izdvojeno je sedamnaest ANN
modela kao najboljih. Njihova opsta arhitektura prikazana je na slici 4.33. Neophodno je istaci da su
najbolji ANN-QSAR modeli dobijeni primenom prirodnih ulaznih varijabli i normalizovane izlazne
varijable (ICso vrednosti), za razliku od QSRR modela koji su formirani primenom normalizovanih ulaznih
varijabli i prirodne izlazne varijable.
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..........

2 - 100 skrivenih neurona

Slika 4.33. Opsta arhitektura formiranih ANN modela

Statisticki parametri odabranih mreza dati su u tabeli 4.19. Na osnovu predstavljenih statistickih
parametara moze se uociti da su modeli slicnog kvaliteta, odnosno da nema drasti¢ne razlike izmedu njih.
Medutim, mreze MLP 3-4-1, MLP 3-15-1 i MLP 3-71-1 mogu se izdvojiti od ostalih kao modeli sa najboljim
statistickim karakteristikama.

Procena prediktivhe sposobnosti ova tri modela izvedena je poredenjem eksperimentalnih i
predvidenih 1Cso vrednosti (slika 4.34.) i analizom ostataka (slika 4.35.). Poredenjem eksperimentalnih i
predvidenih ICs, vrednosti pokazano je veoma malo rasipanje ta¢aka oko linearne zavisnosti kod sva tri
modela. U prilog kvalitetu ova tri modela govore i koeficijenti korelacije i nagibi zavisnosti
eksperimentalno-predvideno, koji su veoma bliski jedinici, kao i odsecci veoma bliski nuli. Analiza
rasporeda ostataka oko y =0 ose ukazuje na njihovu nasumicnost, koja je potvrdena Vald-Volfovic testom
(tabela 4.20.).

Ukoliko se uporede R i RMSE parametri svih sedamnaest ANN modela, koji su ra¢unati na osnovu
predvidenih i eksperimentalnih vrednosti uzimajudi u obzir sva tri seta podataka, na osnovu slike 4.36.(1)
uocava se da se upravo modeli MLP 3-4-1, MLP 3-15-1 i MLP 3-71-1 izdvajaju kao najbolji na osnovu
najvisih R i najnizih RMSE vrednosti. Ovo je jo$ jedna potvrda njihove znacajne sposobnosti predvidanja
antiproliferativne aktivnosti 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata. Ova tri modela su
okarakterisana i najmanjom amplitudom ostataka (slika 4.36.(2)). Vrednosti razlika izmedu
eksperimentalnih i predvidenih vrednosti za ova tri modela nalaze se u opsegu od -8,5 do 8,0.
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Tabela 4.19. Statisticke karakteristike formiranih ANN-QSAR modela
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1. MLP 3-16-1 Tanh Sine 0,9654 0,8387 0,9398 0,0033 0,0027 0,0035 164,3 0,0000 0,25
2. MLP 3-20-1 Tanh  Sine 09425 09918 09837 00051 00005 00065 1203 0,000 0,32
3. MLP 3-14-1 Tanh  Exp 09767 09708 08554 00023 00016 00029 2369 00000 0,21
4, MLP 3-29-1 Tanh Sine 0,9807 0,8347 0,9600 0,0017 0,0030 0,0011 288,2 0,0000 0,19
5. MLP 3-8-1 Tanh  Sine 09777 09976 09937 00020 00001 00009 3600 00000 0,17
6.MLP3-10-1  Lgt Idt 09783 09999 09808 00019 00001 00008 3725 00000 0,17
7. MLP 3-18-1 Lgt Sine 0,9912 0,9884 0,9786 0,0008 0,0005 0,0075 301,2 0,0000 0,20
8.MLP3-15-1 Tanh Idt 0,9932 10,9833 0,9605 0,0006 0,0005 0,0015 762,1  0,0000 0,12
9. MLP 3-27-1 Tanh  Sine 09792 1,0000 09924 00019 00011 00002 3694 00000 0,17
10. MLP 3-14-1 Tanh Sine 0,9912 0,9609 0,9948 0,0008 0,0010 0,0022 5438 0,0000 0,14
11.MLP3-7-1%  Lgt Sine 09844 09843 09946 00016 00003 00018 4545 0,000 0,15
12.MLP3-17-1  Lgt Tanh 09925 09632 09795 00007 00009 00020 5885 00000 0,14
13. MLP 3-24-1 Exp Idt 0,9812 0,9998 1,0000 0,0017 0,0002 0,0025 3539 0,0000 0,18

14.MLP3-71-1 Exp Sine 0,9909 0,9920 0,9912 0,0008 0,0003 0,0010 753,3  0,0000 0,12
15. MLP 3-4-1 Lgt Idt 0,9927 10,9937 0,9945 0,0007 0,0002 0,0012 837,4 0,0000 0,11
16.MLP 3-13-1  Lgt Sine 09837 09948 09935 00015 00001 00045 3335 00000 0,19
17. MLP 3-7-1** gt Sine 0,9842 1,0000 0,9991 0,0014 0,0000 0,0009 503,1 0,0000 0,15

* ** Obelezene mreze se medusobno razlikuju po broj ciklusa treniranja nakon kojih je dobijena mreza optimalne arhitekture. MreZa 11 je dobijena
nakon 37, a mreza 17 nakon 29 ciklusa treniranja.

Tabela 4.20. Rezultati Vald-Volfovic testa nasumi¢nosti ostataka

Ho: Nasumicna raspodela ostataka (a = 0,05)

ANN model r Fier Rezultati testiranja H,

3-15-1 8 5,7 Ho se prihvata (r > r«,)

3-71-1 11 5,9 Ho se prihvata (r > rx,)

3-4-1 12 5,9 Ho se prihvata (r > r«,)
—
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Slika 4.34. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih ICso vrednosti
(® - kalibracioni set, ® - test set, & - validacioni set)
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Slika 4.35. Poredenje predvidenih ICso vrednosti i ostataka
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Slika 4.36. Poredenje RMSE i R vrednosti (1) i analiza maksimalnih i minimalnih ostataka (2) za ANN-

QSAR modele
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Pomocu analize globalne osetljivosti procenjen je uticaj svake ulazne varijable na varijacije
vrednosti parametara dobijenih ANN-QSAR modela, odnosno na vrednosti izlazne varijable (ICso). GSA
koeficijenti MDCK, SP i S+SF varijabli prikazani su na slici 4.37. Visoke vrednosti GSA koeficijenata, znacajno
vece od 1, ukazuju na velik uticaj sve tri varijable na vrednosti izlazne varijable. MDCK i S+SF varijable se
posebno isticu po najvecim vrednostima GSA koeficijenta.

MLP 3-71-1

MLP 3-15-1

MDCK;
5651,81;

SP;SS,‘?A; 44%

27%

S+SF;
7166,34;
55%

MDCK;
214,61;61%

SP; 136,11;
1%
MLP 3-4-1
MDCK; "
611,16; 34%

S+SF;
988,45; 54%

Slika 4.37. GSA koeficijenti ulaznih varijabli

Na osnovu sprovedene statisticke analize formiranih ANN modela mozZe se zakljuciti da je
postavljen cilj QSAR analize ostvaren. Nelinearnim modelovanjem pomocu vestackih neuronskih mreza
dobijeni su ANN modeli sa znacajnom sposobnosti predvidanja antiproliferativne aktivnosti analiziranih
17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata prema celijama kancera prostate pomocu
odabranih ADMET deskriptora. Primenom predstavljenih ANN modela (MLP 3-4-1, MLP 3-15-1 i MLP 3-
71-1) potraga za novim 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskim derivatima sa jakom
antiproliferativnom aktivno3¢u prema AR-neg. PC-3 Celijskoj liniji moZe biti olakSana.
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4.5.3. Rangiranje QSAR modela

Pored odabira kvalitetnih ANN-QSAR modela klasi¢nim poredenjem statistickih parametara,
izvedeno je njihovo rangiranje primenom SRD metode. Box-Whisker grafik (slika 4.38.) ne otkriva sli¢nosti
i razlike izmedu modela, niti isti¢e bilo koji model po njegovim dobrim ili losim karakteristikama, kako u
odnosu na eksperimentalne (exp), tako i u odnosu na prosecne (ave) ICso vrednosti. Da bi se utvrdile
potencijalne razlike izmedu ANN modela, SRD analiza je izvedena na osnovu eksperimentalnih i srednjih
predvidenih 1Cso vrednosti uzetih za referentni (idealni) rang. ANN-QSAR modeli su u rezultatima SRD
analize obeleZeni brojem neurona zastupljenih u skrivenom sloju.

100

@ Medijana
90 25%-75%
1 Min-Max
80
70
60

50

ICs,

40

30

20

16 20 14 29 8 10 18 15 27 14a 7 17 24 71 4 13 7a exp ave
ANN-QSAR modeli

Slika 4.38. Box-Whisker grafik eksperimentalnih 1Cso vrednosti (exp), ICso vrednosti predvidenih pomocu
formiranih ANN-QSAR modela i prose¢nih ICso vrednosti (ave)

Rangiranjem ANN-QSAR modela u odnosu na eksperimentalne 1Cso vrednosti, koje su uzete za
referentni rang (slika 4.39.), moze se uociti da su modeli 15 i 4, koji su i bili preporuceni kao najbolji na
osnovu statistickih parametara, zapravo najblizi referentnom rangu, $to govori u prilog njihovom dobrom
fitovanju podataka. Model 71 se u odnosu na referentni rang nalazi na nesto vecoj, ali ipak prihvatljivoj,
udaljenosti u poredenju sa modelima 15 i 4. Model 20 se nalazi na najvec¢oj udaljenosti od referentnog
ranga, te se njegova primena treba izbegavati. Kako u slucaju rangiranja QSRR modela, tako i u ovom
slu¢aju rangiranje u odnosu na eksperimentalne vrednosti nije izvedeno sa ciljem opisivanja greske
predvidanja, nego procene fitovanja podataka. Validacija SRD metode je izvedena na osnovu teorijske
raspodele slucajnih brojeva (CRRN), koja je priblizna normalnoj raspodeli s obzirom na to da je n > 13 (slika
4.39.), i na osnovu unakrsne validacije. Apsolutne SRD vrednosti i verovatnoca koja opisuje nasumicnost
ANN-QSAR modela prikazani su u tabeli 4.21. Svi ANN-QSAR modeli su okarakterisani veoma malom
verovatnocom, te nisu slu¢ajnog karaktera.
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Slika 4.39. Rangiranje ANN-QSAR modela na osnovu eksperimentalnih ICso vrednosti uzetih za referentni

rang (normalizovane SRD vrednosti od 0 do 100 nalaze se na apscisi)

Tabela 4.21. Rezultati SRD analize ANN-QSAR modela prema eksperimentalnim |Cso vrednostima kao

50

60

70

referentnom rangu i verovatnoc¢a da su modeli slu¢ajnog (nasumi¢nog) karaktera (p%)

Apsolutna Verovatnoca (p%)
AL LILEET SRD vrednost X1 < SRD = x;
15 12 3,75-107 7,69-107
4 14 7,69-107 1,52-10%
14a 16 1,52-10° 2,93-10°
17 16 1,52-10° 2,93-10°
71 20 5,68-10° 1,10-10°
7a 20 5,68-10° 1,10-10°
8 22 1,10-10° 2,06-10°
7 22 1,10-10° 2,06-10”
18 24 2,06-10° 3,78-10”
27 24 2,06-10° 3,78-10°
14 26 3,78-10° 6,84-10°
13 26 3,78-10° 6,84-10°
10 28 6,84-10° 1,25-10*
24 28 6,84-10° 1,25-10*
29 30 1,25-10* 2,24-10*
16 34 3,90-10* 6,64-10*
20 38 1,15-10° 1,95-10°
XX1 80 4,86 5,91
Q1 926 24,31 27,42
Medijana (Med) 108 49,10 52,94
Q3 120 74,26 77,26
XX19 136 94,67 95,64
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Rezultati 7-fold unakrsne validacije prikazani su na slici 4.40. u formi Box-Whisker grafika. Za svaki
ANN-QSAR model izra¢unato je osam SRD vrednosti, uklju¢ujuéi sedam SRD vrednosti dobijenih
unakrsnom validacijom i jednu SRD vrednost dobijenu na osnovu celokupnog skupa podataka. Rezultati
unakrsne validacije su u skladu sa rezultatima rangiranja modela predstavljenih na slici 4.39. i u tabeli 4.21.
Unakrsnom validacijom je potvrdena blizina modela 15 i 4 idealnom rangu, kao i najvece odstupanje
modela 20 od idealnog ranga (najvise SRD vrednosti), te se njegova primena treba definitivno izbegavati.

28

26
o Medijana
71 25%-75%
T Min-Max

24

22

20

Normalizovane SRD vrednosti

15 4 14a 17 71 7a 8 7 18 27 14 13 10 24 29 16 20
ANN-QSAR modeli

Slika 4.40. Box-Whisker grafik SRD vrednosti ANN-QSAR modela dobijenih pomocu 7-fold unakrsne
validacije SRD analize zasnovane na eksperimentalnim ICso vrednostima kao referentnom rangu

Rangiranje modela u odnosu na prose¢ne ICso vrednosti uzete za referentni rang prikazano je na
slici 4.41. Model 14 je najblizi referentnom rangu, dok je i sa ovog aspekta model 20 najdalji, Sto zapravo
predstavlja potvrdu prethodno navedene preporuke da se primena ovog modela treba izbegavati.
Ukoliko se fokusiramo na rang modela 4, 15 i 71, koji su preporuceni na osnovu kvaliteta statistickih
parametara, moze se uociti da model 4 ima isti rang kao eksperimentalne vrednosti (exp) i od ova tri
modela nalazi se na najvecoj udaljenosti od referentnog ranga, dok je model 15 najbliZi referentnom
rangu. Ukoliko uvazimo pretpostavku da modeli koji su blizi referentnom rangu u odnosu na
eksperimentalne vrednosti mogu biti obeleZeni kao ,prefitovani”, model 4 se moze smatrati generalno
ispravnim, s obzirom na isti rang sa eksperimentalnim vrednostima. Verovatnoca da su ANN-QSAR modeli
nasumic¢nog karaktera je i u ovom slu¢aju veoma mala, na $ta ukazuju podaci dati u tabeli 4.22.
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Slika 4.41. Rangiranje ANN-QSAR modela na osnovu srednjih predvidenih 1Cs, vrednosti uzetih

referentni rang
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Tabela 4.22. Rezultati SRD analize ANN-QSAR modela prema srednjim predvidenim ICsovrednostima kao

referentnom rangu i verovatnoc¢a da su modeli slu¢ajnog (nasumi¢nog) karaktera (p%)

Apsolutna Verovatnoca (p%)
ANN model SRD vrednost X3 < SRD = x;
14a 10 1,78-107 3,75-107
15 12 3,75-107 7,69-107
7 12 3,75-107 7,69-107
24 14 7,69-107 1,52-10%
29 16 1,52-10° 2,93-10°
27 16 1,52-10° 2,93-10°
17 16 1,52-10° 2,93-10°
71 16 1,52-10° 2,93-10°
13 16 1,52-10° 2,93-10°
7a 16 1,52-10° 2,93-10°
exp 18 2,93-10° 5,68-10°
16 18 2,93-10° 5,68-10°
8 18 2,93-10° 5,68-10°
4 18 2,93-10° 5,68-10°
10 20 568-10° 1,10-10°
14 22 1,10-10° 2,06-10°
18 24 2,06-10° 3,78-10”
20 28 6,84-10° 1,25-10*
XX1 80 4,86 5,91
Q1 926 24,31 27,42
Medijana (Med) 108 49,10 52,94
Q3 120 74,26 77,26
XX19 136 94,67 95,64

N —
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Box-Whisker grafik (slika 4.42.) predstavlja rezultate 7-fold unakrsne validacije SRD analize i
ukazuje naispravnost rangiranja ANN-QSAR modela primenom SRD analize prema srednjim predvidenim
ICso vrednostima kao referentnom rangu.
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Slika 4.42. Box-Whisker grafik SRD vrednosti ANN-QSAR modela dobijenih pomoc¢u 7-fold unakrsne
validacije SRD analize zasnovane na srednjim predvidenim ICso vrednostima kao referentnom rangu

Razmatranjem statistickih parametara i rezultata SRD analize ANN-QSAR modela, model 4 se
moze preporuciti kao optimalno reSenje za predvidanje antiproliferativne aktivnosti 17a-pikolil i 17(E)-
pikoliniliden androstanskih derivata prema celijskoj liniji kancera prostate (AR-neg. PC-3) izrazene
pomocu ICso vrednosti. Odabir ovog modela kao optimalnog zapravo predstavlja kompromis izmedu
razlicitih kriterijuma odabira modela. Ovaj model pravi najmanju gresku predvidanja, ima najoptimalnije
statisticke parametre, a na osnovu poloZaja u odnosu na eksperimentalne vrednosti kao referentni rang
moze se zakljuciti i da se primenom ovog modela ostvaruje veoma dobro fitovanje podataka.
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5. Zakljuéak

Rezultati hromatografske analize, izvedene pomoc¢u RP-HPLC sistema, i hemometrijske analize
definisanog retencionog ponasanja (hromatografske lipofilnosti) 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata, predstavljeni u ovoj doktorskoj disertaciji, navode na sledece zakljucke:

e Ispitivani derivati androstana imaju vecu retenciju u sistemu sa mobilnom fazom koja sadrzi
manji udeo metanola (¢ = 0,70). Primenom ove mobilne faze moze se uociti znacajna razlika
u retencionom pona3anju grupe 17a-pikolil androstanskih derivata od grupe 17(E)-
pikoliniliden androstanskih derivata, $to je pokazano Vald-Volfovic testom. Prema tome,
kapacitetni faktor (k) se u tom slu¢aju moze smatrati diskriminacionim faktorom ove dve
grupe jedinjenja.

¢ Analizom uticaja supstituenata na retenciju uocava se da zamena 17a-pikolil i 17p-hidroksi
funkcionalnih grupa 17(E)-pikoliniliden grupom dovodi do znacajnog povecanja retencije
jedinjenja u primenjenom hromatografskom sistemu. Vecu retenciju, a samim tim i vecu
hromatografsku lipofilnost, ima grupa 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata.

e Racunarskim modelovanjem hidrofilno-lipofilnih (HILI) povriina, moZe se uociti da je kod
vecine jedinjenja lipofilni karakter zastupljeniji u odnosu na hidrofilni, $sto govori u prilog
umerenoj polarnosti ovih jedinjenja.

e Na osnovu izracunatih deskriptora lipofilnosti (logP, logD, logS) moze se zakljuciti da su
analizirani derivati umereno do jako lipofilni. Ustanovljena je jaka korelacija izmedu
deskriptora lipofilnosti i retencionog parametra logk, sto predstavlja potvrdu da se dati
retencioni parametar moze smatrati alternativnim parametrom lipofilnosti obe grupe
ispitivanih androstanskih derivata.

o Klaster analizom i analizom glavnih komponenata dobijeni su rezultati koji ukazuju na to da
se grupa 17a-pikolil androstanskih derivata razlikuje u odredenom stepenu od grupe 17(E)-
pikoliniliden androstanskih derivata, pogotovo prema deskriptorima lipofilnosti. Medutim,
ova razlika nije drasti¢na, te su ove dve grupe jedinjenja posmatrane kao celina prilikom
formiranja QSRR i QSAR modela.

e Linearnoinelinearno QSRR modelovanje rezultovalo je LR, PR, MLR, PCR, PLS i ANN modelima,
od kojih su ANN modeli preporuceni kao najbolji za predvidanje logk parametra strukturno
slicnih androstanskih derivata. Kod ve¢ine QSRR modela najznacajniji uticaj na retenciju
pokazali su deskriptori lipofilnosti. Odabir najkvalitetnijih QSRR modela izveden je na osnovu
statistickih parametara i pomocu SRD analize.
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Na osnovu rezultata QSAR analize citotoksi¢nosti 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih
derivata prema Celijskoj liniji kancera prostate (AR-neg. PC-3) mogu se izvesti sledeci zakljucci:

Adekvatnim odabirom deskriptora izdvojena je podgrupa od tri ADMET deskriptora (SP,
MDCK i S+SF). Ovi deskriptori su u bliskoj vezi sa lipofilnos¢u supstance i oslikavaju njenu
mogucnost dostizanja mesta delovanja u organizmu.

Nelinearnim modelovanjem pomoc¢u vestackih neuronskih mreza dobijeni su ANN modeli
koji omogucavaju predvidanje citotoksi¢nosti analiziranih 17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden
androstanskih derivata prema celijama kancera prostate pomocu odabranih ADMET
deskriptora.

Primenom predstavljenih ANN modela (MLP 3-4-1, MLP 3-15-1 i MLP 3-71-1) potraga za novim
17a-pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskim derivatima sa jakom antiproliferativnom
aktivnosc¢u prema AR-neg. PC-3 ¢elijskoj liniji moze biti olakSana.

Razmatranjem statisti¢kih parametara i rezultata SRD analize ANN-QSAR modela, model MLP
3-4-1 se moze preporuciti kao optimalno redenje za predvidanje citotoksi¢ne aktivnosti 17a-
pikolil i 17(E)-pikoliniliden androstanskih derivata prema AR-neg. PC-3 Celijskoj liniji. Odabir
ovog modela kao optimalnog zapravo predstavlja kompromis izmedu razlicitih kriterijuma
odabira modela.

Formirani ANN-QSAR modeli mogu posluziti kao smernice za sintezu novih 17a-pikolil i 17(E)-
pikoliniliden androstanskih derivata sa jakom antikancerogenom aktivnos¢u prema ¢elijama
kancera prostate.

Prikazani rezultati ukazuju na to da su ciljevi ove doktorske disertacije, predstavljeni u uvodu, u
potpunosti ispunjeni.
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Conclusion

The results of RP-HPLC chromatographic analysis and chemometric analysis of the
chromatographic behavior (chromatographic lipophilicity) of a series of 17a-picolyl and 17(E)-
picolinylidene androstane derivatives, presented in this doctoral dissertation, lead to the following
conclusions:

e The analyzed androstane derivatives have higher retention in chromatographic system with
the mobile phase with methanol concentration of ¢ = 0,70 v/v, than in the system with
methanol concentration of ¢ = 0,90 v/v. The significant difference between the retention
behavior of the group of 17a-picolyl androstane derivatives and retention behavior of the
group of 17(E)-picolinylidene androstane derivatives is noticeable in the mobile phase with
lower methanol concentration. This was confirmed by Wald-Wolfowitz test. Therefore, in that
case the capacity factor (k) can be considered as discriminating factor of these groups of
androstane derivatives.

e The analysis of the influence of substituents on the retention behavior showed that the
substitution of 17a-picolyl and 17B-hydroxy functional groups with 17(E)-picolinylidene
group leads to the significant increase of the retention in the applied chromatographic
system. The highest retention (chromatographic lipophilicity) has the group of 17(F)-
picolinylidene androstane derivatives.

e Based on the results of computational modeling of hydrophilic-lipophilic (HILI) surfaces it can
be seen that lipophilic character is dominant in most analyzed androstane derivatives. This is
in accordance with the assumption that the analyzed 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene
androstane derivatives have moderate polarity.

e Based on calculated lipophilicity descriptors (logP, logD, log$) the analyzed compounds have
moderate or high lipophilicity. Strong correlation between the lipophilicity descriptors and
retention parameter logk was determined. This confirms the assumption that the logk can be
considered as the alternative lipophilicity parameter of 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene
androstane derivatives.

e The results of cluster analysis and principal components analysis indicate the differences
between the 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene groups of androstane derivatives,
particularly on the basis of lipophilicity descriptors. However, these differences are not
drastic, so QSRR and QSAR models are based on both groups of androstane derivatives.
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e Linear and non-linear QSRR modeling resulted in LR, PR, MLR, PCR, PLS and ANN models. The
ANN models have the best statistical characteristics and can be recommended for prediction
of logk parameters of structurally similar androstane derivatives. The lipophilicity descriptors
exhibited the most significant influence on the retention in majority of the established QSRR
models. The selection of the best quality QSRR models was achieved on the basis of statistical
parameters and SRD analysis.

Based on the results of QSAR analysis of cytotoxicity of 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene
androstane derivatives toward prostate cancer cell line (AR-neg. PC-3) the following conclusions can be
made:

e The subgroup of three ADMET (SP, MDCK i S+SF) descriptors was derived by appropriate
descriptors-selection methods. These descriptors are in closely related to lipophilicity of a
substance and reflect its ability to reach the site of action in an organism.

¢ Non-linear modeling, which was based on artificial neural networks, resulted in several ANN
models which can be used for prediction of cytotoxicity of 17a-picolyl and 17(E)-
picolinylidene androstane derivatives toward prostate cancer cell line on the basis of selected
ADMET descriptors.

e The application of selected ANN models (MLP 3-4-1, MLP 3-15-1 i MLP 3-71-1) could facilitate
the search for new 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene androstane derivatives with strong
antiproliferative activity toward AR-neg. PC-3 cell line.

e Evaluation of statistical parameters and results of SRD analysis of ANN-QSAR models showed
that the model MLP 3-4-1 can be recommended as the optimal solution for prediction of
cytotoxic activity of 17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene androstane derivatives. The
selection of this ANN model as the optimal one is a compromise between different model
selection criteria.

e The obtained ANN-QSAR models could be used as guidelines for further syntheses of new
17a-picolyl and 17(E)-picolinylidene androstane derivatives with significant cytotoxic activity
toward prostate cancer cells.

The presented results imply that the goals of this doctoral dissertation, which are listed in the
Introduction section, are completely achieved.
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7. Prilog

Formule za racunanje parametara unakrsne validacije

TSS =X, (vi — ¥)? (P-7.1.
PRESS = 2y (yi — yi)° (P-7.2.)
RE, =1-"22 (P-7.3)
SDprgss = PRESS (P-7.4.)

y; — eksperimentalne vrednosti
y - srednja vrednost eksperimentalnih vrednosti
Yip ~ predvidena (modelovana) vrednost

n - broj objekata u setu podataka
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Tabela P-7.1. Rezultati odredivanja vrednosti kapacitetnog faktora androstanskih derivata pomoc¢u C18-
RP-HPLC sistema

Mobilna faza: Metanol/voda (90/10 v/v) Metanol/voda (70/30 v/v)

Jedinjenje k (£SD) logk (£SD) k (£SD) logk (£SD)

1 1,116 (£0,002) 0,048 (+0,001) 1,323 (+£0,002) 0,122 (+0,001)
2 2,996 (+0,003) 0,476 (+0,000) 4,397 (£0,001) 0,643 (+0,000)
3 1,109 (+0,004) 0,045 (+0,002) 1,383 (+0,003) 0,141 (+0,001)
4 1,238 (+0,004) 0,093 (+0,001) 1,473 (£0,003) 0,168 (+0,001)
5 0,371 (+0,003) -0,431 (x0,003) 0,469 (+0,001) -0,329 (+0,001)
6 0,744 (+0,004) -0,128 (+0,002) 1,177 (£0,001) 0,071 (£0,000)
7 2,747 (£0,005) 0,439 (+0,001) 4,478 (£0,001) 0,651 (+0,000)
8 0,408 (+0,001) -0,389 (x0,001) 1,025 (+£0,002) 0,011 (£0,001)
9 0,387 (+0,001) -0,413 (x0,001) 0,901 (£0,002) -0,045 (+0,001)
10 5,624 (+0,004) 0,750 (+0,000) 9,368 (+0,001) 0,972 (+0,000)
11 0,378 (+0,003) -0,423 (x0,004) 0,723 (+0,001) -0,141 (x0,000)
12 6,498 (+0,008) 0,813 (+0,001) 12,579 (+0,001) 1,100 (£0,000)
13 2,817 (£0,003) 0,450 (+0,001) 3,452 (+£0,002) 0,538 (+0,000)
14 1,887 (£0,004) 0,276 (+0,001) 2,369 (+0,003) 0,375 (+0,001)
15 1,845 (+£0,003) 0,266 (+0,001) 2,045 (+0,001) 0,311 (£0,000)
16 0,886 (+0,002) -0,053 (+0,001) 1,641 (£0,002) 0,215 (+0,000)
17 1,251 (£0,002) 0,097 (+0,001) 1,882 (+0,001) 0,275 (+0,000)
18 2,352 (+0,004) 0,371 (£0,001) 5,283 (+0,001) 0,723 (+0,000)
19 2,237 (+£0,006) 0,350 (+0,001) 2,496 (£0,001) 0,397 (+0,000)
20 2,592 (+0,006) 0,414 (+0,001) 3,239 (+£0,001) 0,510 (+0,000)
21 5,886 (+0,002) 0,770 (+0,000) 10,307 (+0,001) 1,013 (£0,000)
22 0,843 (+0,001) -0,074 (x£0,000) 1,781 (x£0,001) 0,251 (+0,000)
23 0,698 (+0,003) -0,156 (+0,002) 1,485 (+0,004) 0,172 (+0,001)
24 15,636 (+0,003) 1,194 (+0,000) 19,892 (+0,001) 1,299 (£0,000)

146




Doktorska disertacija

Jedinjenje 1
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (STRAHINJA2014\ST000021.D)

mAU s ch M
2000 ﬁ ol ”@
1750 5
1500 - ‘
1250 4 ‘
1000 — ‘
750 4 ‘
500 ‘

25[0}:%—I1W\J KH—HI‘—P R —

Jedinjenje 2

DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (STRAHINJA2014\ST000008.D)
mAU %
e ~F
H)C)kﬂ

1750
1500
1250 ‘
1000 ‘ ‘

750 ‘ |

10 12 14 min

500 |

250
‘/\J.J k‘\V\ =t
L L

0 LA A L
2 4 6

Jedinjenje 3
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (STRAHINJA2014\ST000022.D)
mAU ﬁ
2000
1750 - ‘
1500 - ‘
1250 - ‘ |
1000 - ‘
750
500 - | |
250 I

10 12 14 min

04 ./—l-\_f/“-ﬂ)k\‘k; R —t—p L

Jedinjenje 4
DAD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (STRAHINJA2014\ST000023.D)
mAU %

o
Ed

1500
1250 ‘ \
1000 ‘ |
750 \
500 ‘
250 [

min

6 8 min

Slika P-7.1. Hromatogrami odabranih 17a-pikolil androstanskih derivata (¢ = 0,90)

147




Strahinja Z. Kovacevi¢
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Tabela P-7.2. Vrednosti kvantno-hemijskih deskriptora analiziranih androstanskih derivata dobijenih
modelovanjem EP povrsina i HOMO/LUMO orbitala (Emin, Emax, Es- — minimalna, maksimalna i srednja
vrednost elektrostati¢ckog potencijala, AE = Enax — Emin, Evomo i ELumo — energije HOMO i LUMO orbitala, Ecap
- energetska praznina)

Jedinjenje Emin[eV]  Emxx[eV] AE[eV] E.[eV] Euomo[eV] EiumoleV] Ecarl[eV]

1 -32,8914 20,5245 53,4159 -6,1835 -8,4810 0,8350 9,3160
2 -28,9100 14,3180 43,2280 -7,2960 -8,4930 0,8540 9,3470
3 -23,9038  9,1332 33,0370 -7,3853 -8,3830 -4,0520 4,3310
4 -29,4555 10,9479 40,4034 -9,2538 -8,5070 -2,4960 6,0110
5 -27,9069 12,7736 40,6805 -7,5667 -12,0710  0,8440 12,9150
6 -25,7551 17,2959 43,0510 -4,2296 -8,3500 0,7830 9,1330
7 -24,7850  7,8921 32,6771 -8,4465 -8,4470 0,0450 8,4920
8 -23,1188 20,5366 43,6554 -1,2911 -8,3900 -7,5130 0,8770
9 -23,5547 13,9145 37,4692 -4,8201 -8,4190 -5,4090 3,0100
10 -23,9294 21,5052 45,4346 -1,2121 -8,4150 -2,7550 5,6600
11 -31,2091 29,0187 60,2278 -1,0952 -8,4910 0,8580 9,3490
12 -19,9968 12,3674 32,3642 -3,8147 -7,9870 -2,1620 5,8250
13 -22,3089 23,7128 46,0217 0,7020 -7,9900 -2,1640 5,8260
14 -19,7805  8,7498 28,5303 -5,5154 -7,9800 -4,0670 3,9130
15 -19,2984  9,8107 29,1091 -4,7439 -7,9860 -2,4550 5,5310
16 -19,7723 12,6601 32,4324 -3,5561 -11,2510  -4,0120 7,2390
17 -18,4626 19,6741 38,1367 0,6058 -7,9880 -4,7230 3,2650
18 -17,8046 12,8184 30,6230 -2,4931 -11,6810  -2,1630 9,5180
19 -20,6962 11,8608 32,5570 -4,4177 -7,9840 -3,8850 4,0990
20 -27,8664 13,6236 41,4900 -7.1214 -7,9780 -2,1360 5,8420
21 -21,1495  9,3695 30,5190 -5,8900 -7,9730 -2,1390 5,8340
22 -13,5652 11,5387 25,1039 -1,0133 -7,9980 -7,5330 0,4650
23 -17,0841 12,2078 29,2919 -2,4382 -8,0090 -5,4300 2,5790
24 -19,5922  9,5346 29,1268 -5,0288 -7,9890 -2,7570 5,2320
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Tabela P-7.3. Vrednosti deskriptora lipofilnosti analiziranih androstanskih derivata

Q v
=) o
o 2 o
‘e n = o~ ™ v 7 v
] Q Q o Q. a a o) o w o) Q g
c o o = o o o Q Q
5 (@) = (@) (@ (@] ) (@) = ) | ) )
5 — (@] ' — (o) = = > = (@] > o= b3 b3
& < < < = 7 < F < < < < £ L2 L2
1 425 406 399 398 487 434 429 425 -471 -448 -460 4,134 3220 3314
2 481 455 437 430 547 508 468 475 -534 -489 -512 4838 3,649 3,829
3 391 422 409 389 424 430 392 408  -499 -453 -476 3949 4,068 3,926
4 335 307 319 3,17 406 349 353 341 -480 -434 -461 3382 3331 3816
5 207 264 199 135 305 469 253 262 -495 -676 -585 2,154 0686 1,682
6 397 406 413 398 487 461 415 425  -475 -448 -462 4,134 3365 3,488
7 465 455 450 430 547 535 473 479 537 -489 513 4,838 3,794 4,003
8 331 356 294 300 421 267 3,14 326 464 -419 -441 2848 3682 3,289
9 341 353 308 300 447 407 370 361 -457 -424 -440 3,109 4215 3,190
10 553 479 478 473 579 501 534 514 530 -465 -498 5265 4318 4351
11 313 322 316 317 333 358 299 323 -408 -408 -408 3219 229 2349
12 590 542 549 503 689 492 570 562 -580 -544 -562 5718 5048 4,543
13 556 493 511 473 588 418 513 507 -529 -503 -516 5014 4619 4,028
14 465 510 520 464 566 413 509 493 545 -508 -527 4828 5127 4,640
15 3,91 395 431 389 548 480 455 441 538 -498 -518 4,262 4,730 4,530
16 330 484 436 270 352 540 410 403 -558 -747 -652 3415 3535 3,468
17 478 480 536 476 607 48 530 513 -557 -580 -568 5610 4980 4,199
18 404 516 464 311 475 619 471 466  -587 -783 -685 4304 3456 3371
19 498 49 470 401 545 416 527 467  -555 -514 -534 3,825 4500 4,570
20 514 493 524 473 588 444 518 508 -534 -503 -519 5014 4,764 4,202
21 575 542 562 503 689 518 575 566 -584 -544 -564 5718 5193 4,717
22 319 443 406 373 563 399 417 427 514 -473 -494 3,727 5081 4,002
23 429 441 420 373 548 412 473 442  -496 -479 -487 3,988 5614 3,904
24 649 567 59 552 721 569 637 612 -603 -520 -562 6,145 5717 5,065
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Tabela P-7.3. Vrednosti deskriptora lipofilnosti analiziranih androstanskih derivata (nastavak)

7 2 2 @ 2 o 4 2 F 203

- I I | r T T :'|': I T T :":

2, r & & £ & & & &4 F & & =
c g = 5 2 = o+ 3 % < &8 : %
? 4 & &4 & & % ¢ g ¢ g 8 g g
T PP 2 rpe 2 PR EEG
= 2 2 L) = = = * = = = = (= = =
1 4,108 3,547 1529 1,841 2926 2,098 1,524 1,838 2924 2,09 3217 3311 4,05 3,545
2 4,487 3988 1,958 2356 3,305 2540 1954 2354 3304 2537 3647 3,826 4485 3,986
3 4350 4114 2,377 2453 3,168 2666 2372 2451 3,167 2663 4,065 3,923 4348 4,112
4 3663 3603 1,640 2344 2482 2,155 1,635 2341 2480 2,152 3,328 3,813 3661 3,601
5 2810 1,726 0517 1,523 2,725 1567 0517 1,523 2,725 1,567 0686 1682 2810 1,726
6 4256 3,703 1,673 2016 3075 2254 1669 2013 3,073 2252 3362 3,486 4254 3,701
7 4636 4144 2103 2,531 3,454 269 2,098 2528 3453 2693 3,791 4,001 4633 4,142
8 3,371 3,447 1,991 1,816 2,190 1999 198 1,814 2,188 1,996 3679 3,286 3,369 3,445
9 3,605 3,234 1,216 1,718 2,423 1,785 2574 2,680 2726 2660 4,267 4,152 3,907 4,109
10 5047 4,572 2627 2879 3865 3,123 2622 2876 3864 3,121 4,315 4349 5045 4,570
11 3240 2628 0605 0877 2058 1,180 0600 0874 2057 1,177 2,293 2347 3,237 2626
12 5495 5029 3366 3,075 4316 3585 3353 3068 4312 3,577 5047 4542 5494 5028
13 5116 4587 2936 2560 3936 3,143 2923 2553 3932 3,136 4618 4,027 5115 4,587
14 5358 5,155 3,784 3,172 4,179 3,711 3,771 3,165 4,175 3,704 5466 4639 5357 5,154
15 4,671 4644 3,047 3,063 3492 3,200 3,034 3055 3488 3,193 4729 4529 4671 4,643
16 4953 4,099 3,807 3405 4917 4,035 3807 3405 4917 4035 3874 3,468 4953 4,099
17 4,987 4,521 2695 2,732 3808 3078 2682 2,724 3,804 3,070 4377 4,198 4,987 4,521
18 5090 3,972 3,389 3308 5055 3909 3389 3308 5055 3909 3456 3371 5090 3,972
19 5170 4750 2820 3,110 4,000 3310 2800 3,700 3990 3,300 4500 4,57 5170 4,750
20 5264 4,743 3,081 2,735 4,085 3,299 3,068 2,727 4,082 3,292 4763 4201 5264 4,743
21 5644 5185 3510 3,250 4465 3,741 3,497 3,242 4461 3,733 5192 4,716 5643 5,184
22 4379 4487 3,398 2535 3200 3,044 3385 2527 319 3,036 5080 4,002 4379 4,487
23 4613 4274 2623 2437 3434 2830 3973 3394 3,734 3700 5668 4868 4917 5,151
24 6,055 5612 4,034 3598 4876 4,168 4,021 3,590 4,872 4,161 5716 5064 6,054 5,611

*oznaka T se odnosi na tautomeriju i rezonancu koje su uzete u obzir prilikom racunanja deskriptora
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Tabela P-7.4. Vrednosti fizicko-hemijskih, elektrostatickih i topoloskih deskriptora ukljucenih u linearne
QSRR modele

3

3 o

£ o < ‘:'; <

3 2 % 3 5 A S 2 g
1 113,277 756,448 17,361 931,361 105,49 0,040076 1,396 53,350
2 113,749 766,126 13,933 945,286 122,59 0,038386 1,285 59,420
3 126,747 752,841 17,019 939,840 102,11 0,036638 1,405 50,190
4 108,930 757,411 17,924 944,466 239,47 0,035049 1,258 62,720
5 111,248 792,156 19,036 970,227 259,75 0,034619 1,253 78,450
6 109,402 756,448 17,361 931,331 108,16 0,039746 1,392 53,350
7 111,720 766,126 13,933 945,286 125,03 0,040656 1,286 59,420
8 112,246 785,573 17,521 975,486 130,05 0,040546 1,433 67,260
9 122,439 805,355 18,724 988,887 118,61 0,046782 1,445 70,420
10 113,210 721,632 17,033 907,690 115,97 0,035043 1,428 33,120
11 112,312 792,788 18,247 970,683 116,25 0,047181 1,396 73,580
12 121,154 742,880 13,185 935,116 119,07 0,030774 1,302 39,190
13 121,000 733,203 16,325 918,979 102,13 0,031754 1,429 33,120
14 120,682 729,595 16,013 937,124 100,68 0,027605 1,439 29,960
15 114,837 734,166 16,838 941,261 212,93 0,025848 1,287 42,490
16 120,529 760,732 16,619 946,166 106,60 0,023122 1,436 42,530
17 110,979 805,254 14,218 987,398 139,04 0,033667 1,344 85,010
18 111,027 774,017 13,636 952,866 126,04 0,026738 1,307 51,760
19 117,199 752,256 14,490 950,236 122,01 0,029453 1,414 39,190
20 110,555 733,203 16,325 918,979 105,58 0,031444 1,424 33,120
21 112,003 742,880 13,185 935,116 122,09 0,033296 1,304 39,190
22 111,849 762,327 16,471 970,615 118,74 0,031813 1,466 47,030
23 111,531 782,109 17,565 974,414 108,12 0,038703 1,480 50,190
24 111,377 698,386 16,026 907,636 104,08 0,026559 1,466 12,890
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Tabela P-7.4. Vrednosti fizicko-hemijskih, elektrostatickih i topoloskih deskriptora uklju¢enih u linearne
QSRR modele (nastavak)

9 <

c

5 2 = & >
3 o x % S w 4 2 =
= = = 7 ) = ) > >

1 717,03 112,004 2,692 -0,025117 54,4316 502,53 620,27 384,04
2 721,08 121,155 3,330 -0,027530 57,3793 586,22 684,59 420,48
3 728,67 110,952 2,619 -0,028073 50,4061 499,88 609,22 377,11
4 786,60 109,328 2,229 -0,033178 98,3034 500,38 629,41 383,34
5 799,85 114,713 2,448 -0,041159 150,1971 510,23 654,77 399,33
6 717,03 111,850 2,692 -0,025214 48,6357 493,91 619,04 384,00
7 721,08 121,001 3,330 -0,026183 54,1804 582,65 684,24 420,58
8 796,89 111,645 2,644 -0,039105 53,9780 493,18 604,81 380,04
9 802,77 114,036 2,583 -0,034068 56,2258 499,56 589,97 378,79
10 661,21 111,451 2,450 -0,016579 55,0592 483,58 583,44 368,05
11 773,61 113,211 2,718 -0,033354 51,4516 505,21 627,61 393,07
12 650,96 120,608 3,340 -0,020164 62,6919 596,62 647,48 403,63
13 646,91 111,456 2,669 -0,016739 59,8418 508,76 582,00 366,89
14 658,55 110,405 2,594 -0,019712 45,4118 506,62 571,13 360,17
15 716,48 108,780 2,184 -0,024880 93,2276 514,00 590,94 365,45
16 683,44 114,387 2,699 -0,034591 87,8390 509,85 587,95 368,83
17 795,37 126,672 3,629 -0,038177 56,8336 597,42 685,91 426,66
18 675,85 124,590 3,433 -0,032535 107,4060 596,45 662,94 412,12
19 704,57 117,210 2,806 -0,018572 53,6355 563,21 618,52 386,89
20 646,91 111,302 2,669 -0,016834 49,2038 501,02 580,88 366,88
21 650,96 120,454 3,340 -0,018756 54,6561 589,40 646,11 403,45
22 726,77 111,098 2,625 -0,031362 49,3311 501,97 567,57 362,52
23 732,65 113,489 2,559 -0,026105 42,3962 503,93 551,42 361,08
24 591,09 110,903 2,429 -0,007519 54,0074 492,30 545,80 350,79
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Formula za racunanje VIP vrednosti

VIP, = \/m YM_ 02 SS(bytm) (P-7.5)

p - broj nezavisno promenljivih varijabli
M - broj latentnih varijabli u PLS modelu
wmi — udeo i-te varijable u m-toj latentnoj varijabli

SS(bmtm) — procenat podaka sadrzanih u y-vrednostima objasnjen pomocu m-latentnih varijabli
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Abstract:
AB

Steroidal compounds belong to the group of substances with wide spectrum of biological
activity and represent the basic material for synthesis of many derivatives with preferred
biological potential. A grate number of steroidal derivatives have been obtained through
organic syntheses, many of which have demonstrated significant biological activity, such as
cytotoxicity toward various cancer cell lines. Characterization of newly synthesized
compounds can be achieved experimentally and by computational approach (in silico). This
doctoral dissertation describes experimental determination of lipophilicity of 17a-picolyl
and 17(E)-picolinylidene androstane derivatives applying reversed-phase high pressure
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liquid chromatography followed by quantitative structure-retention relationship (QSRR)
chemometric analysis of chromatographic behaviour (chromatographic lipophilicity).
Chemical structure of the analyzed derivatives was described numerically by in silico
molecular descriptors. The second part of this dissertation describes quantitative structure-
activity relationship (QSAR) analysis of cytotoxic activity of 17a-picolyl and 17(E)-
picolinylidene androstane derivatives toward androgen-receptor negative prostate cancer
cell line (AR-neg. PC-3). Selection of the best QSRR and QSAR models was carried out based
on their statistical parameters, and their ranking was done by sum of ranking differences
(SRD) method. Besides the regression QSRR and QSAR chemometric methods, cluster
analysis and principal components analysis were conducted in order to reveal possible
similarities and dissimilarities among the studied derivatives on the basis of calculated
molecular descriptors.
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