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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija magistra farmacije Darije Obradovi¢, pod naslovom:
,, Modelovanje retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora
i srodnih jedinjenja u razli¢itim hromatografskim uslovima “, napisana je na 170 strana

kucanog teksta formata A4, fontom Times New Roman, veli¢ine 12 i proredom 1. Tekst je
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podeljen u 8 celina koje obuhvataju: Uvod, Ciljeve, Eksperimentalni deo, Rezultate i

diskusiju, Zakljucke, Literaturu, Priloge, Biografiju autora.

Na pocetku doktorske disertacije prikazan je sazetak na srpskom, engleskom i ruskom jeziku,
kao i spisak kori$¢enih skrac¢enica u doktorskoj disertaciji. Tekst disertacije je dokumentovan
sa 22 tabele, 57 grafickih prikaza, 10 tabela u Prilogu A, 1 grafickim prikazom takode u
Prilogu A, kao i sa 234 citirana literaturna navoda.

Poglavlje Uvod se sastoji od cetiri podpoglavlja, koja se mogu podeliti na dve
tematske celine. Prva celina obuhvata definisanje strukturnih i fizicko-hemijskih
karakteristika 45 odabranih liganada imidazolinskih (amilorid, antazolin, benazolin,
brimonidin, cirazolin, klonidin, detomidin, efaroksan, gvanabenz, gvanfacin, harman, harmin,
idazoksan, metformin, nafazolin, oksimetazolin, fentolamin, RX 821002, tetrahidrozolin,
tizanidin, ksilometazolin, moksonidin, trimazolin, sitagliptin) i serotoninskih receptora
(aripiprazol, ziprazidon, olanzapin) i srodnih jedinjenja (Imp Al, Imp A2, Imp A3, Imp A4,
Imo A5, Imp A6, Imp A7, Imp A8, Imp A9, Imp A10, Imp All, Imp Z1, Imp Z2, Imp Z3,
Imp M1, Imp M2, Imp M3, Imp M4). Takode su opisane strukturne karakteristike liganada,
koje uti¢u na vezivanje za imidazolinske ili serotoninske receptore. Objasnjen je receptorski
profil i istaknut terapijski znacaj testiranih jedinjenja. U drugoj tematskoj celini, opisane su
hromatografske i statisticke metode, koje se mogu koristiti u ispitivanjima i modelovanjima
retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja.
Detaljno su opisani razli¢iti hromatografski sistemi ukljucujuéi reverzno-fazni (Reversed-
Phase, RP) i normalno-fazi (Normal-Phase, NP) sistem, hromatografiju hidrofilnih interakcija
(Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, HILIC), superkriticnu fluidnu
(Supercritical Fluid Chromatography, SFC) i mixed-mode hromatografiju. U sistemima tecne
i superkritiéne fluidne hromatografije prikazane su fizicko-hemijske karakteristike mobilne i
stacionarne faze i objasnjeni parametri za definisanje dominantnih mehanizama retencije.
Detaljno su opisane razlicite metode retencionog modelovanja, koje se koriste u optimizaciji
hromatografskih uslova razdvajanja, predvidanjima biofarmaceutskih karakteristika lekovite

supstance ili definisanju kvantitativne veze izmedu strukture i parametara retencije.

Ciljevi ove doktorske disertacije su navedeni u poglavlju Cilj rada i obuhvataju
ispitivanje retencionog ponaSanja liganada imidazolinskih/a-adrenergickih i serotoninskih
receptora i srodnih jedinjenja u HPLC (mixed-mode HILIC/RP, RP, NA-HILIC) i SFC
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sistemima na diol i mixed-mode diol stacionarnim fazama. Cilj rada je i definisanje
hromatografskih uslova i matematickih modela, koji bi se mogli uspesno primeniti kod
ispitivanja novosintetisanih liganda imidazolinskih i serotoninskih receptora i strukturno
srodnih jedinjenja. Jedan deo ciljeva zahteva primenu postoje¢ih modela i standardnih
metodologija kao npr.: i) definisanje uticaja karakteristika mobilne faze (polarnost,
zapreminski udeo modifikatora mobilne faze) primenom multi-modal jednacine ii) definisanje
uticaja parametara hromatografskog sistema (temperatura, koncentracija pufera, udeo
modifikatora mobilne faze) na retenciono ponaSanje primenom metodologije
eksperimentalnog dizajna iii) definisanje kvantitativne veze izmedu strukture i parametara
retencije. Druga grupa ciljeva se zasniva na primeni nestandardnih statistickih tehnika radi: i)
pronalazenja novih retencionih modela koji uspeSnije opisuju retenciono ponaSanje u
testiranim hromatografskim sistemima u odnosu na standardne modele ii) definisanja novih
retencionih parametara koji se mogu primeniti u svojstvu retencionih deskriptora za precizniju

kvantifikaciju retencionog ponasanja i definisanje retencionih mehanizama.

U poglavlju Eksperimentalni deo navedena je koriS¢ena oprema, hemikalije i
kompjuterski programi. Opisani su primenjeni hromatografski uslovi (RP, HILIC, SFC).
Takode su navedene metode za analizu retencionih podataka, kao i metode za definisanje

kvantitativne veze izmedu strukture i parametara retencije.

U poglavlju Rezultati i diskusija predstavljeni su rezultati ispitivanja retencionog
ponasanja liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u razli¢itim
hromatografskim uslovima (RP, HILIC, SFC). Prvi deo rezultata obuhvata modelovanje
retencionog ponasanja na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj fazi, definisanje retencionih
mehanizama u vodenim (acetonitril/voda) HILIC (Aqueous Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, AQ-HILIC) i RP sistemima, kao i definisanje hromatografskih uslova u
kojima se ocekuje smena izmedu HILIC i RP interakcija (prevojna tacka). U drugom delu su
predstavljeni rezultati ispitivanja retencionog ponaSanja u nevodenom (acetonitril/metanol)
HILIC (Non-Aqueous Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, NA-HILIC) i SFC

(CO,/metanol) sistemu na diol i modifikovanoj mixed-mode diol stacionarnoj fazi.

Retenciono ponasanje je uspesno definisano u odnosu na fizicko-hemijske karakteristike
mobilne faze. U mixed-mode HILIC/RP sistemima, definisan je uticaj zapreminskog udela
modifikatora (¢) i uticaj ukupne polarnosti (Pit) mobilne faze na retenciono ponasanje, kao i

primenljivost Py za odredivanje vrednosti prevojne tacke. Pored uticaja promene ¢ vrednosti
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na retenciju u SFC i NA-HILIC sistemima, ispitana je i promena retencionih karakteristika,
koja nastaje nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi. Linearni (particioni, adsorpcioni model) i
nelinearni (multi-modal, kvadratni model) retencioni modeli su uspe$no primenjeni za

opisivanje retencionog ponasanja.

Novi retencioni deskriptori su izvedeni primenom metode integracije povrSine, za
kvantifikaciju retencije u HILIC, RP i duz celog HILIC/RP regiona. Na osnovu Box-Cox
transformacije su definisane troparametarske jednacine za opisivanje retencionog ponasanja, a
njihovi minimumi su ispitani u svojstvu prevojne tacke. RazliCite statisticke metode poput
visestruke linearne regresione analize, metode vektora podrske (Support Vector Machine,
SVM), LSER jednacine (linearna korelacija solvatacionih energija, Linear Sovation Energy
Relationship), analize glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA) i metode
hijerarhijskog klasterovanja (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) su primenjene za
definisanje veze izmedu strukture i parametara retencije. U SFC i NA-HILIC sistemu,
primenjena je i metodologija eksperimentalnog dizajna za definisanje uticaja parametara
hromatografskog sistema (temperatura, koncentracija pufera, udeo modifikatora mobilne faze)
na retenciono ponasanje. Dodatno, ispitane su moguénosti testiranih hromatografskih uslova u

NA-HILIC i SFC sistemima za razdvajanje strukturno srodnih jedinjenja.

U poglavlju Zaklju¢ak navedeni su zakljuéci, izvedeni na osnovu dobijenih rezultata i

njihove interpretacije.
Poglavlje Literatura sadrzi 234 bibliografska navoda.

U poglavlju Prilog prikazane su tabele sa eksperimentalnim podacima, kao i slika dobijena u

programu RStudio.
2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji, retenciono ponasanje liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja je ispitano u razli¢itim hromatografskim
uslovima. U okviru iste farmakoloSke grupe testiranih jedinjenja, prisutna je strukturna
raznolikost koja uti¢e na pojavu razlika u hromatografskom ponasanju. Zbog toga je slozeno
definisati odgovaraju¢e hromatografske uslove i opisati retenciono ponasanje i) primenom
zajednickog retencionog modela ii) analizom Kkvantitativne veze strukture i retencije
(Quantitative Structure Retention Relationship, QSRR) iii) definisanjem novih parametara

retencije.
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U prvom delu doktorske disertacije, retenciono ponasanje liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja je ispitano na mixed-mode HILIC/RP stacionarnoj
fazi.

U sirokom opsegu promene zapreminskog udela modifikatora mobilne faze (¢ 0,05-0,90)
opisana je promena logaritma retencionog faktora (logk) u funkciji ¢. Promena logk = f(p) je
definisana nelinearnom multi-modal funkcijom, koja je konveksnog U-oblika. Retencioni
model koji odgovara konveksnoj multi-modal funkciji ukazuje na istovremeno prisustvo
HILIC i RP interakcija u ukupnom mehanizmu zadrzavanja. Na suprotnim krajevima logk =
f(¢), jedan retencioni mehanizam dominira naspram drugog, odnosno HILIC interakcije u
poredenju sa RP predvode retenciono ponasanje i obrnuto. U dualnom HILIC/RP retencionom
mehanizmu, HILIC regioni su od RP regiona odvojeni prevojnom tackom (¢min). Prevojna
tacka je znacajan deskriptor dualne HILIC/RP retencije i predstavlja minimalnu vrednost logk
= f(p) funkcije. Za sva testirana jedinjenja, vrednosti prevojne tacke su uspesno odredene, pri
¢emu u zavisnosti od njihovih strukturnih karakteristika varira i Sirina dobijenih HILIC i RP
regiona. Uoceno je da kod jedinjenja sa izrazenijim lipofilnim karakteristikama RP interakcije
dominiraju u ukupnom procesu retencije (gmin < 0,50), dok je hidrofilni retencioni mehanizam
izrazeniji kod jedinjenja sa istaknutim polarnim osobinama (¢min > 0,50). Takode, detaljna
analiza retencionog ponasanja strukturno srodnih jedinjenja je izvrSena poredenjem oblika
logk = f(¢) funkcije i $irine dobijenih RP i HILIC regiona.

U HILIC i RP regionima, testirana je primenljivost particionog i adsorpcionog modela u
opisivanju retencionog ponaSanja. U odnosu na adsorpcioni model, particioni model je
pokazao neSto bolju primenljivost u opisivanju HILIC retencije, posebno za derivate
piperazina i njihova strukturno srodna jedinjenja. Primenom metode vektora podrske (Support
Vector Machine, SVM) i viSestruke linearne regresione analize (Multiple Linear Regression
Analysis, MLR) izdvojene su molekulske osobine sa najve¢im uticajem na adsorpcioni i
particioni mehanizam, kao i na vrednosti prevojne tacke (pmin). UoCeno je da na particioni
mehanizam znacajan efekat imaju lipofilne karakteristike, dok je na adsorpcioni mehanizam u
HILIC regionu izrazeniji uticaj geometrijskih karakteristika ispitivanih jedinjenja. Na uslove
prelaska iz HILIC-a u RP (pmin) uticale su vrednosti koeficijenta distribucije (logD),
molekulska masa i elektronske osobine liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora.
Vrednosti koeficijenata eksterne validacije (visoke Q? oo i Q%x:, Niske RMSEP) pokazale su
da se napravljeni QSRR modeli mogu primeniti u predvidanju retencionih karakteristika i kod

novosintetisanih liganada na imidazolinskim i serotoninskim receptorima.
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Pored uticaja zapreminskog udela modifikatora, matematicki je definisan uticaj ukupne
polarnosti mobilne faze na retenciono ponaSanje. Ustanovljeno je da se ukupna polarnost
mobilne faze moze iskoristi za pouzdano predvidanje retencionog ponasanja testiranih
jedinjenja, ali i za definisanje vrednosti prevojne tacke. Kod vise od 50% testiranih jedinjenja,
primena ukupne polarnosti je pokazala bolje statisticke rezultate u odnosu na primenu
zapreminskog udela modifikatora mobilne faze kao zavisno promenljive.

Pored toga, primenom Box-Cox transformacije u programu RStudio, definisane su nove
zavisnosti izmedu retencionog faktora i zapreminskog udela modifikatora mobilne faze.
Izdvojeno je pet novih zavisnosti sa boljim statistiCkim karakteristikama (XR, 1Q, LQ, I, IR)
u odnosu na standardno kori§¢enu multi-modal i kvadratnu funkciju. Uoceno je da trend
promene retencionog ponasanja, odnosno oblik logk = f(p) funkcije, je primarno odreden
lipofilnim i geometrijskim osobinama (aromati¢nost, sferi¢nost) testiranih jedinjenja, koje
posledi¢no utiu i na primenljivost XR, 1Q, LQ, II, ili IR jednac¢ina u opisivanju retencionog
ponasanja.

Minimumi novopredloZenih jednacina su testirani U SVOJStvU prevojne tacke, poredenjem sa
referentnim vrednostima koje su dobijene kubnom spline interpolacijom. Najpouzdaniju
primenu u odredivanju vrednosti prevojne tacke u odnosu na referentnu gmin, pokazale su
novopredlozene I, IR, XR i LQ funkcije.

Za regione u kojima dominiraju HILIC (logky) ili RP (logkg) interakcije, ali i duz celog
HILIC/RP (logka) regiona, metodom integracije su dobijeni novi parametri retencije, pri ¢emu
je izmedu parametara dobijenih integracijom XQ i IR funkcije uo¢eno najvece slaganje.
Takode, vrednosti retencionih parametara logky > logkg za ligande imidazolinskih receptora i
logky < logkr za ligande serotoninskih receptora.

Metoda glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA), hijerarhijskog
klasterovanja (Hierarchical Cluster Analysis, HCA) i Box-Cox grafici, iskoriséeni su za
vizuelno poredenje 1 klasifikaciju dobijenih vrednosti prevojne tacke, regresionih
koeficijenata novopredlozenih retencionih modela i parametara retencije. Na osnovu
korelacije izmedu parametara retencije i molekulskih osobina testiranih jedinjenja, definisana
je fizicko-hemijska priroda testiranih hromatografskih sistema. Analizom strukturnih
karakteristika ispitivanih jedinjenja, ustanovljeno je da parametri lipofilnosti i jonizacione
karakteristike primarno odreduju retenciono ponasanje u RP regionu, dok je veéa slozenost
HILIC sistema zabelezena na osnovu velikog broja interakcija koje uticu na retenciono
ponasanje npr. vodoni¢ne veze, dipolne interakcije, jonizacione karakteristike, aromati¢nost i

strukturne osobine molekula (molekulska masa, van der Waals-ov radijus, dijametar).
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U drugom delu rada, retenciono ponaSanje liganada imidazolinskih i serotoninskih
receptora i srodnih jedinjenja je ispitano u NA-HILIC i SFC sistemima. Kako se potencijalna
ograni¢enja HILIC-e u ispitivanjima lipofilnijih, a SFC tehnike u ispitivanjima polarnijih
jedinjenja prevazilaze modifikacijama mobilne i odabirom odgovarajuce stacionarne faze,
ispitan je: i) uticaj zapreminskog udela modifikatora mobilne faze ii) uticaj dodatka kiseline
mobilnoj fazi, na retenciju ispitivanih jedinjenja na diol i modifikovanoj mixed-mode diol
koloni.

Dobijene logk vrednosti na mixed-mode diol su veée u poredenju sa logk vrednostima na diol
stacionarnoj fazi, zbog ¢ega je uoc¢eno da nepolarne alifaticne grupe na povrsini mixed-mode
stacionarne faze znafajno uti¢u na retenciono ponaSanje. Pored toga, na mixed-mode diol
stacionarnoj fazi, vrednosti logk parametra u SFC-u su generalno vise u odnosu na NA-
HILIC, jer je CO, mnogo slabiji eluent u odnosu na acetonitril.

Razlike izmedu retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i
srodnih jedinjenja u SFC i NA-HILIC sistemima kvantifikovane su na osnovu: i) vrednosti
parametara S ii) definisanja retencionih mehanizama iii) primene LSER jednacine i iv)
razdvajanja strukturno srodnih jedinjenja.

U mixed-mode sistemima nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi, dobijene su visoke vrednosti
parametara S koje ukazuju na znacajne razlike izmedu NA-HILIC i SFC retencije. Promena
retencionin mehanizama u NA-HILIC sistemu je posledica protonovanja dostupnih
funkcionalnih grupa na povrsini mixed-mode kolone, $to posledi¢no dovodi do promena u
redosledu eluiranja i retenciji ispitivanih jedinjenja.

Efekat dodatka kiseline mobilnoj fazi u SFC sistemu, suprotan je u odnosu na NA-HILIC.
Male razlike u dobijenim logk vrednostima su pokazale, da dodatak kiseline mobilnoj fazi
slabije utice na promenu retencionog ponasanja u SFC-u, u odnosu na NA-HILIC sistem. S
tim u vezi, uocava se da kiselost CO, mobilne faze ima znacajan efekat na retencioni proces,
jer u kiselim uslovima dolazi do protonovanja baznih jedinjenja i gradenja jonskih parova.
Zbog toga, dolazi do porasta molekulske mase i dipolnog momenta, ali i povecanog
zadrzavanja ispitivanih jedinjenja u SFC uslovima. Kod jedinjenja sa izrazenijim baznim
karakteristikama kao npr. liganada serotoninskih receptora, logk vrednosti u SFC-u su vise u
odnosu na NA-HILIC sistem.

Linearni retencioni modeli su uspe$no primenjeni za opisivanje retencionog ponasanja, S tim
da je u SFC sistemu, adsorpcioni pokazao nesto bolju primenljivost u odnosu na particioni

model.
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Na osnovu linearne korelacije solvatacionih energija (LSER), ustanovljeno je da polarne
interakcije izmedu ispitivanih jedinjenja i funkcionalnih grupa na stacionarnoj fazi, kao i
vodoni¢ne veze imaju dominantan efekat na NA-HILIC i SFC retencioni proces. Poredenje
LSER/SFC i LSER/NA-HILIC modela je potvrdilo da nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi,
dolazi do znacajnih promena u mehanizmima retencije, posebno na modifikovanoj mixed-
mode diol koloni.

Visoke vrednosti faktora selektivnosti (a) su pokazale, da se testirani NA-HILIC i SFC
sistemi mogu uspe$no primeniti U razdvajanju strukturno srodnih hemijskih parova. Na
osnovu proton/donorskih i proton/akceptorskih karakteristika, kao i polarnosti testiranih
jedinjenja objasnjena je i molekulska osnova uspesnog razdvajanja.

Metodologija eksperimentalnog dizajna je primenjena za definisanje razdvajanja
strukturno srodnih jedinjenja i uticaja parametara hromatografskog sistema (temperatura,
zapreminski udeo metanola, koncentracija pufera) na retenciono ponaSanje u NA-HILIC i
SFC sistemima. Vrednosti faktora selektivnosti («) su pokazale da se testirani NA-HILIC i
SFC sistemi, mogu iskoristiti za istovremeno hromatografsko ispitivanje liganada
serotoninskih receptora (ziprazidon, aripiprazol) i strukturno srodnih jedinjenja. S tim u vezi,
vece a vrednosti izmedu ziprazidona i srodnih jedinjenja su dobijene u SFC sistemu u odnosu
na NA-HILIC, na klasi¢noj diol stacionarnoj fazi. U mixed-mode SFC sistemu, zapreminski
udeo metanola i kvadratna vrednost koncentracije pufera su pokazali negativan efekat na
retenciju odabranih liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora, dok je pozitivan efekat
pokazala promena koncentracije pufera i promena kvadratne vrednosti zapreminskog udela
metanola u mobilnoj fazi. Takode je uoceno, da pri nizim vrednostima zapreminskog udela

metanola u mobilnoj fazi (<20%), dolazi do promene retencionog mehanizma.

3. Uporedna analiza doktorske disertacije sa podacima iz literature

Ligandi oa-adrenergickih/imidazolinskih i serotoninskih receptora osnovnim ili
sporednim mehanizmima postizu odgovarajuc¢i farmakoloski efekat na centrani nervni sistem
(CNS). Ligandi a-adrenergickih/imidazolinskih receptora su derivati parcijalno hidriranog
imidazolovog heterociklusa koji se koriste u: terapiji hipertenzije, alergijskog konjuktivitisa,
nazalne kongestije, glaukoma, poremecaja paznje kod dece, multiple skleroze, kao i terapiji

sréane insuficijencije [1-2]. Ligandi serotoninskih receptora su derivati piperazina i najéesce

.....
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postigao optimalni terapijski efekat neophodan je razvoj selektivnih liganada [5-6], ali i
istovremeni napredak odgovaraju¢ih hromatografskih metoda, koje se mogu primeniti u svim

fazama optimizacije i ispitivanja novih lekova.

Najjednostavniji opis hromatografskog ponasanja postize se na stacionarnim fazama
¢iji aktivni centri omogucuju jasno izdvajanje dominatnog retencionog mehanizma, kao §to je
silika gel stacionarna faza. Tom prilikom, retencioni proces je opisan jednostavnom linearnom
jednacinom logk = f(p) [7] ili njenim logaritmom logk = f(logy) [8]. Kada particioni ili
adsorpcioni mehanizmi uti¢u na retenciju, osnovna veza izmedu retencionog ponaSanja i
elucione snage rastvaraca definiSe se na osnovu teorije linearnog retencionog modelovanja
(Linear Solvent Strength, LSS) ili primenom jednacine Snyder-Soczewinski. LSS model
definise osnovni particioni model kao glavni mehanizam razdvajanja u RP sistemima, na
osnovu raspodele analita izmedu polarne stacionarne i nepolarne mobilne faze [7]. Pored LSS
modela, primenjena je i kvadratna jedna¢ina Schoenmakers-a i saradnika [8] za opisivanje
particionog procesa u RP uslovima. Adsorpcioni model je definisan na osnovu jednacine
Snyder-Soczewinski kao linearna logk = f(loge) zavisnost, koja je primenjena za opisivanje
retencije u NP i HILIC sistemima [9]. Vazan nedostatak upotrebe lineranih modela je njihova

primenljivost, koja je ogranic¢ena samo na uske intervale promene ¢ vrednosti.

Kada je re¢ o sistemima hidrofilnih interakcija, posebno se isti¢e uloga adsorbovane vode u
cilju razumevanja HILIC retencije. Zbog toga, svaka polarna stacionarna faza koja zadrzava
molekule vodene faze, moze se primeniti u HILIC sistemima. HILIC stacionarne faze
najcesce sadrze polarne (amino, cijano, ili diol) i hidrofobne funkcionalne grupe (aril, alkil)
[10]. Pored toga, i ¢ista silika [10], kao i stacionarne faze modifikovane cviterjonskim [11] ili
katjonskim funkcionalnim grupama se takode koriste u HILIC sistemima [12]. Cesla i
saradnici su istakli znacaj nelinearnih funkcija u opisivanju izokratskog HILIC ponaSanja
(kvadratna funkcija, multi-modal funkcija, empirijska Neue-Kuss funkcija) [13], dok je u
uslovima HILIC gradijenta, zabeleZena uspeSnija primenljivost LSS i multi-modal funkcije u
odnosu na primenu kompleksnije Neue-Kuss ili primenu kvadratne funkcije [14]. U ovoj
doktorskoj disertaciji linerani retencioni modeli su uspesno primenjeni za opisivanje retencije
u sistemima HILIC i RP interakcija, pri ¢emu je particioni model pokazao uspes$niju

primenljivost u odnosu na adsorpcioni za definisanje HILIC retencije.

U slucajevima kada je prosiren interval ¢ vrednosti, nelinearna retencija se definise
koris€¢enjem viSeparametarskih funkcija, koje su zasnovane na kombinaciji linearnih

aproksimacija [15]. U ovoj doktorskoj disertaciji, primenom nelinearne multi-modal logk =
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f(¢) funkcije je pouzdano opisano retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja u prosirenom
intervalu ¢ vrednosti na mixed-mode stacionarnoj fazi. Pojava nelinearnosti se ¢esto vezuje za
sisteme dualnih HILIC/RP interakcija, u kojima je neophodna primena viSeparametarskih
funkcija za definisanje retencionog ponaSanja. Sa pojavom nelinearnosti i konveksne logk =
f(p) raspodele retencionih podataka, uveden je i pojam prevojne tacke ili uslova u kojima
dolazi do promene vodeceg mehanizma retencije [12]. lako se moze uoditi da u zavisnosti od
lipofilnih karakteristika ispitivanih jedinjenja variraju i vrednosti ¢min, ali i zastupljenost
hidrofilnih i reverzno-faznih interakcija u ukupnom mehanizmu zadrZzavanja, u literaturi nema
dostupnih rezultata predikcionog QSRR (¢min) modelovanja. Prema tome, u ovoj doktorskoj
disertaciji su napravljeni modeli kvantitativne veze strukture ispitivanih jedinjenja i vrednosti
prevojne tacke, primenom MLR/QSRR i SVM/QSRR analize. Na osnovu koeficijenta
distribucije, jonizacionih karakteristika i molekulske mase jedinjenja, omoguceno je
predvidanje vrednosti ¢min i kod novosintetisanih liganada imidazolinskih i sertoninskih

receptora i strukturno srodnih jedinjenja.

Pored strukturnih osobina ispitivanih jedinjenja na prevlast RP ili HILIC mehanizma, uti¢u i
fizi¢ko-hemijske karakteristike mobilne i stacionarne faze. Primena polarne mobilne sa
polarnom stacionarnom fazom omogucava prisustvo HILIC interakcija, dok nepolarna
mobilna faza u kombinaciji sa polarnom stacionarnom fazom utice na pojavu reverzno-faznog
mehanizma zadrzavanja. lako za tumacenje dualne HILIC/RP retencije do sada nije
primenjena, moze se smatrati da ukupna polarnost mobilne faze uti¢e na osnovnu podelu
hromatografskih uslova, kao i vrstu retencionog ponasanja u dualnim HILIC/RP sistemima. U
ovoj doktorskoj disertaciji, ukupna polarnost mobilne faze je uspesno primenjena kao zavisno
promenljiva za modelovanje retencionog ponasanja i definisanje uslova smene izmedu
hidrofilnih i reverzno-faznih interakcija. Ukupna polarnost je odredena dipolnim momentom i
vodoni¢nim interakcijama Sistema, zbog ¢ega u odnosu na zapreminski udeo modifikatora
mobilne faze, ima direktno fizi¢ko-hemijsko znacenje [16].

Kako retencioni mehanizmi zavise od karakteristika stacionarne i mobilne faze, kao i
molekulskih osobina ispitivanih jedinjenja, opSti matematicki oblik promene retencije u
zavisnosti od zapreminskog udela modifikatora mobile faze (logk=f(¢)) nije utvrden. Zbog
toga je potrebno testirati razliCite oblike logk=f(¢) zavisnosti, kako bi se pronasao
najprecizniji opis retencionog ponasanja u testiranim hromatografskim uslovima. Sa ciljem
pronalazenja najpreciznije logk=f(¢) zavisnosti za ligande imidazolinskih i serotoninskih

receptora i srodnih jedinjenja, na dobijene retencione podatke u mixed-mode sistemu je
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primenjena Box-Cox transformacija (B(¢)) [17]. Dobijeni nelinearni logk=f(¢) retencioni
modeli su pokazali bolje statisticke karakteristike u odnosu na primenu standardne multi-
modal i kvadratne funkcije. Metodom integracije povrSine su definisani novi parametri
retencije, koji u odnosu na logaritam retencionog faktora daju informacije o prose¢noj
retenciji u regionima u kojima dominiraju hidrofilne ili reverzno-fazne interakcije, kao i
prosecnoj retenciji duz ukupnog HILIC/RP regiona.

U potpunosti nije razjasnjeno koji retencioni mehanizam je prisutan u HILIC i SFC
sistemu, kao ni koliki je doprinos particionog i adsorpcionog mehanizma na retenciono
ponasanje [18]. Studijama molekulske dinamike je pokazano da se karakteristike
adsorbovanog vodenog sloja (npr. profil gustine rastvaraca, lokalna orjentacija adsorbovanog
rastvarata, kompozicija adsorbovanog sloja) znacajno razlikuju od karakteristika
adsorbovanog organskog sloja, pa se mogu ocekivati drugaciji retencioni mehanizmi izmedu
retencije u AQ-HILIC i NA-HILIC sistemima [19]. Superkriti¢na fluidna hromatografija se
sve vise koristi i postaje komplementarna primeni RP i HILIC hromatografije. Zbog toga je
rutinska primena SFC tehnike, uvedena i u regulatorne farmaceutske propise (npr. dobra
proizvodacka praksa; Good Manufacturing Practice-GMP) [20]. U SFC sistemima, mobilna
faza se obi¢no sastoji od CO; i odredenog udela metanola. U slucaju kori§¢enja polarnih
stacionarnih faza (silika gel, diol, amino, cijano itd.) moze se oCekivati retenciono ponaSanje
slicno NP mehanizmu, dok se u slu¢aju kori$¢enja nepolarnih stacionarnih faza (Cig, Cg, fenil
itd.) o¢ekuje sli¢nost sa RP mehanizmom retencije. Koris¢enje metanola u SFC mobilnoj fazi
dovodi do pojave dodatnih interakcija (vodoniéne veze, dipol-dipol interakcije, interakcije
uslovljenje adsorpcijom rastvaraca), pa Se i u modelovanju retencije, uspe$no Kkoriste
standardne linearne ali i viseparametarske funkcije [21]. Linearni retencioni modeli, kao i
linearne korelacije solvatacionih energija (LSER) su uspesno primenjen za modelovanje NA-
HILIC i SFC, retencionog ponasanja ispitivanih jedinjenja. Tom prilikom, adsorpcioni model
je pokazao bolje statisti¢ke karakteristike u odnosu na particioni u SFC sistemima. Na osnovu
pregleda literature se uocava, da su rezultati ispitivanja retencionog ponasanja liganada
imidazoliskih i serotoninih receptra i srodnih jedinjenja ove doktorske disertacije, prvi

dostupni podaci o uporednoj analizi retencionih mehanizama u SFC i NA-HILIC sistemima.

Metodologija eksperimentalnog dizajna se ¢esto primenjuje u RP i HILIC sistemima
[22-23] ali je njena upotreba zabelezena i U superkriti¢noj fluidnoj hromatografiji [24]. Tom
prilikom, su ispitani uticaji razli¢itih faktora na SFC retenciju npr. pritisak, temperatura, nagib

gradijenta. U ovoj doktorskoj disertaciji, metodologija eksperimentalnog dizajna je
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primenjena u cilju definisanja faktora sa najznacanijim uticajem na SFC retencioni proces,
kao i blizeg odredivanja ili kvantifikacije njihovog efekta. Na taj nacin je definisan uticaj
koncentracije pufera, udela modifikatora mobilne faze i temperature na retenciono ponasanje
liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u SFC uslovima.
Takode je zabeleZeno, da se uspesno razdvajanje strukturno srodnih jedinjenja postize u SFC
sistemima, koje u slucaju liganada serotoninskih receptora pokazuje bolje karakteristike u

SFC u odnosu na standardne RP uslove [25-26].

Primenom kvantitativne veze strukture i retencije se moze proceniti korelacija
retencionih karakteristika ispitivanih jedinjenja sa parametrima lipofilnosti, u cilju
optimizacije hromatografskih uslova za primenu u in vitro biofarmaceutskim ispitivanjima.
Rezultati ove doktorske disertacije pokazuju da lipofilnost liganada imidazolinskih i
serotoninskih znacajno uti¢e na retencione karakteristike u reverzno-faznim uslovima, kao
npr. na vrednosti novopredlozenog logkgr parametra. U sluc¢aju HILIC i SFC sistema,
retencioni proces liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja je
mnogo slozeniji jer je pokazano da zavisi od geometrijskih karakteristika molekula,

proton/donor i proton/akceptor osobina, dipolnih interakcija i dr.
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Predvidanje retencionog ponasanja, sa manjim brojem predhodnih eksperimenata je znacajan
segment ispitivanja novosintetisanih liganada 1 njihovih strukturno srodnih jedinjenja.
Razli¢ite statistiCke strategije se mogu Koristiti u pronalazenju najpreciznijih zavisnosti
eksperimentalno dobijenih retencionih parametara sa parametrima hromatografskog sistema,
kao i sa strukturnim osobinama testiranih jedinjenja. Na taj nacin je omogucen napredak u
polju fundametalnog razumevanja retencionog procesa koji bi trebalo da dovode do brzeg i
jednostavnijeg definisanja hromatografskih uslova razdvajanja, kao i njihove primene u in
vitro biofarmaceutskim ispitivanjima.

Fizicko-hemijska slozenost dualnih HILIC/RP sistema omogucuje ispitivanje
strukturno razli¢itih hemijskih grupa na istoj stacionarnoj fazi, ali istovremeno otezava
definisanje opste jednacine u cilju predvidanja retencije. U ovoj doktorskoj disertaciji
predloZeni su novi pristupi za modelovanje retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i
serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja u sistemima sa dualnim HILIC/RP interakcijama,
koji su zasnovani na definisanju: i) uticaja ukupne polarnosti mobilne faze ii) novih
matematickih modela za predvidanje retencionog ponasanja primenom Box-Cox
transformacije iii) formula za izracunavanje prevojne tacke iv) novih parametara retencije
(deskriptori retencije) v) QSRR modela za predvidanje vrednosti prevojne tacke i parametara
retencije.

Aspekt razumevanja retencionog ponasanja na mixed-mode stacionarnoj fazi je prosiren, kao i
naCin na koji se moze interpretirati pojava nelinearnosti u retencionom ponasanju. Tom
prilikom, sagledane su matemati¢ke karakteristike dobijenih troparametarskih logk = f(¢p)
funkcija (regresioni koeficijenti, integral i minimum funkcije), kako bi se kvantifikovale
karakteristike retencionog procesa i definisala veza sa strukturnim osobinama ispitivanih
jedinjenja. S obzirom da novodefinisani parametri retencije zavise od fizi¢ko-hemijskih
osobina liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora, oni se mogu primeniti u svojstvu
retencionih deskriptora (lipofilnost) prilikom in vitro biofarmaceutskih ispitivanja. Kao
statisticke tehnike za obradu retencionih podataka primenjene su: metoda kubne spline
interpolacije, metoda analize glavnih komponenata i metoda hijerarhijskog klasterovanja.
Rezultati su pokazali da se novodefinisani retencioni parametri (logky, logkg, logka) i
jednacine (IR, XR, LQ, II, IR) mogu uspesno primeniti u tumacenju dualnih retencionih
mehanizama. Modeli SVM/QSRR i MLR/QSRR se mogu primeniti u pouzdanom
predvidanju vrednosti prevojne tacke novosintetisanih liganada imidazolinskih i serotoninskih

receptora i strukturno srodnih jedinjenja.
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U ovoj doktorskoj disertaciji retenciono ponaSanje liganada imidazolinskih i

serotoninskih receptora i srodnih jedinjenja je po prvi put ispitano u NA-HILIC i SFC
sistemima na mixed-mode diol i diol stacionarnim fazama. Ispitane su i razlike izmedu SFC i
NA-HILIC retencionih mehanizama, koje dovode do pojave razlika u redosledu eluiranja i
razdvajanju strukturno srodnih jedinjenja.
Dobijeni rezultati prikazuju retencione karakteristike u dva slozena hromatografska sistema,
na osnovu karakteristika mobilne i stacionarne faze. Moze se uociti, da su ispitivanjima
obuhvaceni komplementarni hromatografski uslovi zasnovani na uticaju nepolarne
metanol/CO, naspram uticaja polarnije metanol/acetonitril mobilne faze. Takode
modifikovana mixed-mode diol u odnosu na klasicnu diol stacionarnu fazu, obezbeduje
dodatne hidrofobne interakcije u sistemu i nesto drugaciji mehanizam retencije.

Rezultati su pokazali da do znacajnih promena u retencionim mehanizmima izmedu
NA-HILIC i SFC-a dolazi nakon dodatka kiseline mobilnoj fazi, sto je posebno vidljivo na
mixed-mode koloni. Razlike izmedu NA-HILIC i SFC retencije su kvantifikovane
definisanjem vrednosti parametra S, interpretacijom LSER jednacine i1 karakteristikama
razdvajanja strukturno srodnih hemijskih parova. Rezultati QSRR modelovanja pokazuju da
na retencioni proces u SFC i NA-HILIC najvise utiu polarne interakcije i vodoni¢ne veze.
Metodom eksperimentalnog dizajna su definisane zavisnosti izmedu retencionog faktora i
parametara SFC sistema za pouzdano predvidanje retencionog ponasanja, kao i uslovi u
kojima se postize uspesno razdvajanje liganada serotoninskih receptora i strukturno srodnih
jedinjenja.

Sagledavajuci prikazane rezultate, moze se zakljuciti da je kandidat izveo detaljno
istrazivanje koje se ogleda u i) vizuelnoj/grafickoj interpretaciji dobijenih retencionih
podataka ii) karakterizaciji retencionih mehanizama kroz primenu standardnih retencionih
modela, ali i definisanje novih nelinearnih zavisnosti iii) definisanju vrednosti prevojne tacke,
novih parametara retencije i njihovoj karakterizaciji primenom PCA, HCA analize, kubne
spline interpolacije iv) ispitivanju uticaja mobilne i stacionarne faze, kao i uticaja parametara
hromatografskog sistema i v) primeni metoda kvantitativne veze strukture i retencije. Naucni
doprinos obuhvata i uporednu analizu retencionog ponasanja liganada imidazolinskih u
odnosu na ligande serotoninskih receptora u HILIC i RP, kao i u NA-HILIC i SFC
sistemima.

Dobijeni  rezultati  omogucavaju  predvidanje  retencionih  karakteristika
novosintetisanih  liganada imidazolinskih i serotoninskih receptora u razli¢itim

hromatografskim uslovima, ali i dalju optimizaciju hromatografskog sistema za primenu u in
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vitro biofarmaceutskim ispitivanjima. Takode, dobijeni rezultati otvaraju put ka preciznijem
sagledavanju fundamentalnog koncepta retencionog ponasanja, koje je vazno za odabir

odgovaraju¢ih hromatografskih uslova i njihovu primenu u farmaceutskim ispitivanjima.

Rad Obradovi¢ D, Oljaci¢ S, Nikoli¢ K, Agbaba D. Investigation and prediction of retention
characteristics of imidazoline and serotonin receptor ligands and their related compounds on
mixed-mode stationary phase. J Chromatogr A 2019; 1585: 92-104 u kome je publikovan deo

rezultata ove disertacije do sada je citiran dva puta:

e Haddad PR, Taraji M, Szucs R. Prediction of analyte retention time in liquid
chromatography. Anal Chem. 2021; 93: 228-256. (M21a)

e Uijl MJ den, Schoenmakers PJ, Pirok BWJ, Bommel MR van. Recent applications of
retention modelling in liquid chromatography. J Sep Sci. 2020. (M22)

Takode, rad Obradovi¢ D, Komsta L, Agbaba D. Novel computational approaches to
retention modelling in dual hydrophilic interactions/reversed-phase chromatography. J

Chromatogr A 2020; 1619. u kome je publikovan deo rezultata je citiran u:

e Uijl MJ den, Schoenmakers PJ, Pirok BWJ, Bommel MR van. Recent applications of
retention modelling in liquid chromatography. J Sep Sci. 2020. (M22)

6. Provera originalnosti doktorske disertacije

Koris¢enjem programa iThenticate u Univerzitetskoj biblioteci Svetozar Markovic,
Beograd, zavrSena je provera originalnosti doktorske disertacije. Dobijena vrednost za
Similarity Index iznosi 16% kao posledica podudarnosti liénih imena, naziva institucija,
naziva analita, reagenasa, izraza koris¢enih u opisu metodologije i primenjenih
instrumentalnih metoda i tehnika, kao i navodenja uobicajnih fraza koje su koris¢ene u opisu
rezultata istrazivanja.

U skladu sa tim, moZe se zakljuciti da je prilozena doktorska disertacija kandidata

mag. farm. Darije Obradovi¢ originalno nauc¢no delo.
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7. Zakljucak i predlog komisije

Na osnovu svega obrazlozenog, moze se zakljuciti da doktorska disertacija ispunjava
zahteve savremenog naucnog istrazivanja i da prikazani rezultati predstavljaju znacajan i
originalan nau¢ni doprinos za oblast Farmaceutske-medicinske hemije. Rezultati su
publikovani u 3 rada u casopisu vrhunskog medunarodnog znacaja, Journal of
Chromatography A (M21), 3 usmena izlaganja (M32) i 1 saopStenju sa medunarodnih
skupova koje je Stampano u celini (M34).

Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjuje doktorsku disertaciju magistra farmacije
Darije Obradovi¢ i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati ovaj IzveStaj 1 uputi Vec¢u naucnih oblasti medicinskih nauka, radi

dobijanja saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom:

»,Modelovanje retencionog ponasanja liganada imidazolinskih i serotoninskih
receptora i srodnih jedinjenja u razli¢itim hromatografskim uslovima*“

Clanovi komisije:

Dr Danica Agbaba-mentor, profesor emeritus,
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr Katarina Nikoli¢, vanredni profesor,
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr Oleg Alekseevi¢ Spigun, profesor dopisni ¢lan Ruske Akademije Nauka,
Hemijski fakultet Moskovskog drzavnog univerziteta naziva M.V. Lomonosov

Dr Filip Andrié, vanredni profesor,
Univerzitet u Beogradu — Hemijski fakultet

Beograd, 05.04.2021.



