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HABECTH HA3UB ®AKYJITETA WJIM HEHTPA
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npe3uMe, 3Bambe,
WHCTUTYIIH]a)

np Tatjana Baxosuh Cexynuh, pemoBan npodecop, YHuBep3ureT y HoBom

Cany, [IpuponHo-MaTeMaTHIKu GaKyaTeT

Hacnos paga:

Kapakrepu3zanyja HOBOCHHTETHUCAHHX JIepUBaTa IUKIOAIKAaHCIHPO-5-

XUIAHTOMHA IPUMEHOM TeUHE XpoMartorpaduje

Jesuk nybOnmkanuje
(temo):

Cpricku (JlaTHHULA)

Du3uUKy onuc pana:

Yuetu 6poj

Crpanuma 189

ITornasba 7

Pedepennn 188

Tabena 19 (11 y mpuiory)
Cnuka 41 (32 y npusiory)

I'padukona 0
Ipunora 1
Hayyna o6nacr: Xemmja
VYixa HayuHa 001acT Xemuja

(Hay4yHa IUCUMIUINHA):

Kibyune peun /
IpeaMeTHa
OJIPEAHHMIIA:

CIHUPOXUIAHTOMHH; TUITo(rITHOCT; TeuHa Xpomarorpaduja; QSRR;

XeMOMeTpHja

Pe3ume Ha je3uky
paga:

Xpomatorpadcko TMoHamame U JurnopmiHocT 21 HOBocWHTeTHCAHOT 3-(4-
CYIICTUTYHCAaH! OCH3MI)IUKIOAIKAHCINPO-5-XUIAaHTONHA IPOy4YaBaHa je y
yCIIOBMMa TeYHE XpoMaTtorpaduje Ha oOpHyTHM (azama. Xpomarorpadcko
NOHAIIake HMCIUTHBAHO je NMPHMEHOM TedHe Xpomartorpaduje Ha TaHKOM
CJIOjy M T€YHE Xpomarorpaduje 1moj BUCOKHUM NpHUTHCKOM. Kao HemokperHa
(aza mpuMemeH je XEeMMjCKM MOJIU(QHMKOBAHM CHIIMKA T'ell ca KOBAIEHTHO
BezannM C-18 rpynama. Kao nokperse ¢asze kopuiheHe cy TBOKOMIIOHEHTHE
CMellle BOJEC ¥ OPraHCKOI pacTBapaya y pasiHYUTHM 3alpEeMHHCKUM

omHocuMa. Y xpomarorpaduju Ha TAaHKOM CIIOjy IMOKpeTHe ¢a3e Cy caapixaie

I AyTop mokropcke aucepranuje motmicao je u nputoxkmo cienehe O6paciie:
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jenaH ox ciuenehux opraHckux pacTBapaya: €TaHOJI, A-TIPONAHOJ, I-IPOIIAHOI,
t-0yTaHOJ, alETOHUTPHII, alleTOH, TeTpaxuapodypan win 1,4-11uoKcaH, 10K je
y xpomarorpaduju Mol BHCOKUM IPUTHCKOM Kao MOKpeTHa ¢a3a KopuirheHa
CMella BOJE U allCTOHUTPHUIIA.

Ha ocHOBY pe3yiiTaTa HCIIUTUBAKba AUCKYTOBAH j€ YTHIA] IPHPOAE OPTaHCKOT
pacTBapaua y MOKpeTHOj (ha3u, yTHIAj CTPYKTYpe CIHPOXHIAHTOHHA, Kao U
yTUIIa] canapXkaja OpraHCKOr pacTBapadya Ha Xpomarorpad)cko ITOHaIIamke
WCIIUTHBAaHUX jenumbema. JInHeapHa 3aBHCHOCT Ry BpEJHOCTH  Of
3aIPEMHUHCKOT yJIeJIa OPraHCKOT pacTBapaya y MOKpeTHOj (a3u yTBpheHa je 3a
CBa WCIUTHBAaHA jequbclha. Ha Taj HaumH oMoryheHO je u3padyHaBame
xpomatorpadpckor mapamerapa sunoduiHocTH (Ry’, omHocHO log k).
Wzpauynatu xpomarorpadcku mapameTpH JHIIOPHIHOCTH Cy yropeheHu ca
pauyHckuMM napaMerpuma JunodunHoctd (log P) mpuMeHOM JHMHEapHe
perpecroHe aHaJn3e U YCIOCTaBJbeHE Cy JIMHEaPHE 3aBUCHOCTH.

IMoneonn koedunmjeHtn log P 3a CBe WCHHMTHBAaHE CIIMPOXHUJIAHTOWHE
oxpeheHn cy ¥ MHAMPEKTHO y3 MoMoh pedepHTHHX jelUbErba, OJHOCHO Ha
OCHOBY kanmOparnmoHnx Mojena. LSER monenoBame npuMemeHo Kako Ou ce
YCTaHOBWJIO KOje HHTEpaKmHje MJOBOJE JO pacmloiene y CaMHM
XpoMmatorpa)CKUM CHTEMHMa, OIHOCHO paclojesie H3Mel)y IOKpeTHe H
unenokpetre daze. [Topen unentudukanuje narepakimja, LSER moxenoBame
je IpUMEHECHO 3a YTBpHHBambe BPCTE, Kao U 3a oapehiBame jaunHe XEMH]CKHX
HMHTEpaKIHja.

QSRR ananm3a je npruMembeHa 3a NPOHAIAKEHE MaTEMAaTHUKUX MOJIENa KOjUM
ce ommcyje Be3a m3Mmely xpomaTorpadckux mapamerapa JHITO(QWIHOCTH H
CTPYKType  HOBOCHHTETHCAaHMX  JiepHMBaTa  choupoxugantounHa. Jlo
omrosapajyhnx QSRR mozena momuto ce mMpUMEHOM METO/E BHIIECTPYKE
muaeapre perpecuje (MLR). CrmocobHOCT mpenBubama CBakor Mojena je
neduHrCcaHa UHTEPHUM BaJTMIAIIMOHUM KOS(HUIM]EHTOM.

[MpaBusio JIMIMHCKOT je TNPHUMEHEHO ca LUBbEeM Ja Ce IPOBepH Ja JIH
UCIIUTHBAaHN  CIIUPOXUIAHTOMHM HMajy Jo0py (TEOpHWjCcKy) OpajHy
OHMOIOCTYITHOCT.

VYTHmaj opraHcKor pacTBapada y MOKpPeTHOj (a3H, Kao M yTUIA] CYICTUTYEeHTa
Ha Xpomarorpad)cky JHIIOQHIHOCT NPOICHEH je MPUMEHOM MeTola
MyJITHBapHjaHTHE aHaIW3e, Xujepapxumjckom kimactep aHammzoM (HCA) u
aHamu3oMm riaBHuX kommoHeHata (PCA). Oe wmetoge owmoryhaBajy
rpynucame UCIUTUBAHUX JA€pHUBaTa CHIHUPOXHUIAHTOMHA, Ka0 U MPUMEHCHUX
MOKpeTHUX (aza mpeMa HHUXOBOj MOJIAPHOCTH. [IpuMeHOM OBe ABE MeToje
IIpoy4YaBaHa je M MOBE3aHOCT XpoMaTorpadcKux Iapamerapa JHIO(QUIHOCTH

nu HOTGHHI/IjaHHe OHOJIOIIKE AKTUBHOCTH CIIUPOXUAAHTOUHA.
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SPISAK SKRACENICA

ADMET

C-18

CA

DAD
F-vrednost

HCA
HPLC
HPTLC
LESR
logk
logK,w
logk,
log P
MLR

PCA

PRESS

QZ
QSAR

QSPR

QSRR

— absorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija i1 toksi¢nost
(engl. absorption, distribution, metabolism, excretion and
toxicity)

— oktadecil ugljovodonicni niz

— klaster analiza (engl. Cluster analysis)

— diodni detektor (engl. Diode Array Detector)

— FiSerov test

— hijerarhijska klaster analiza (engl. Hierarchical cluster
analysis)

— tecna hromatografija pod visokim pritiskom (engl. High
performance liquid chromatograph)

— visoko efikasna hromatografija na tankom sloju (engl. High
performance thin-layer chromatography)

— linearni odnos energije solvatacije (engl. Linear solvation
energy relationship)

— retenciona konstanta (HPLC)

— podeoni koeficijent preuzet iz EPI Suite baze podataka

— retencija jedinjenja u ¢istoj vodi (HPLC)

— podeoni koeficjent

— viSestruka linearna regresija (engl. Multiple linear regression)
— analiza glavnih komponenti (engl. Principal component
analysis)

— suma kvadrata odstupanja od predvidenih vrednosti (engl.
Predicted residual error sum squares)

— interni validacioni koeficijent

— kvantitativna veza izmedu strukture i aktivnosti jedinnjenja
(engl. Quantitative structure-activity relationships)

— kvantitativna veza izmedu strukture 1 fizicko-hemijskih
svojstava jedinjenja (engl. Quantitative Structure-Property
Relationships)

— kvantitativna veza izmedu strukture i retencije jedinjenja (engl.

QuantitativeStructure Retention Relationships)



RP-HPLC

RP-LC

RP-TLC

SLR

THF
TLC

— koeficijent korelacije

— prilagoden koeficijent determinacije (engl. Adjusted R?)

— faktor zadrzavanja

— retenciona konstanta (TLC)

— retencija jedinjenja u Cistoj vodi (TLC)

— obrnuta faza (eng. Reversed Phase)

— tecna hromatografija pod visokim pritiskom na obrnutim
fazama (engl. Reversed-phase high performance liquid
chromatography)

— tecna hromatografija na obrnutim fazama, (engl. Reversed
phase liquid chromatography)

— hromatografija na tankom sloju na obrnutim fazama (engl.
Reversed phase thin-layer chromatography)

— retenciona konstanta

— prosta linearna regresija (engl. Simple linear regression)

— tetrahidorfuran

— hromatografija na tankom sloju (engl. Thin-layer

chromatography)



SKRACENICE KORISCENIH MOLEKULSKIH DESKRIPTORA

ALOGP

ALOGP2

AMR
ARR
BBB
ClogP
DBI
ECC

HIA

IAC

ISIZ

logPpyotto
1ogPcrippen
logPviswanadhan
miLogP
MLOGP

MLOGP2
MW

nBT

nC

nCl
nH

— podeoni koeficijent oktanol-voda (engl. Ghose-Crippen
octanol-water partition coeff.)

— kvadrat podeonog koeficijenta oktanol-voda (engl. squared
Ghose-Crippen octanol-water partition coeff.)

— molarna refrakcija (engl. Ghose-Crippen molar refractivity)

— aromati¢ni odnos, (engl. aromatic ratio)

— krvno-mozdana barijera (engl. Blood Brain Barrier)

— podeoni koeficijent

—indeks grananja (engl. Dragon branching index)

— ekcentri¢nost (engl. Eccentricity)

— hidrofilni faktor (engl. hydrophilic factor)

— humana intenstinalna absorpcija (engl. Human intestinal
absorption)

— ukupan indeks koji pruza informaciju o atomskom sastavu,
(engl. total information index on atomic composition)

— indeks koji pruza informaciju o veli¢ini molekula, (engl.
information index on molecular size)

— podeoni koeficijent

— podeoni koeficijent

— podeoni koeficijent

— podeoni koeficijent

— Morigucijev podeoni koeficijent oktanol-voda, (engl.
Moriguchi octanol-water partition coeff.)

— kvadrat Morigucijevog podeonog koeficijenta oktanol-voda,
(engl. squared Moriguchi octanol-water partition coeff-)

— molekulska masa, (engl. molecular weight)

— ukupan broj atoma, (engl. number of atoms)

— ukupan broj veza, (engl. number of bonds)

— broj atoma ugljenika, (engl. number of Carbon atoms)

— broj atoma hlora, (engl. number of Chlorine atoms)

— broj atoma vodonika, (engl. number of Hydrogen atoms)



nHAcc
nHDon
nHet
nN

nO

nX

PDI
Pol

PPB

RBN
SAacc

SAtot

Se

Si

Sp

Sv

TPSA(NO)

— broj atoma koji su akceptori u vodoni¢noj vezi, (engl. number
of acceptor atoms for H-bonds)

— broj atoma koji su donori u vodonicnoj vezi, (engl. number of
donor atoms for H-bonds)

— broj heteroatoma, (engl. number of heteroatoms)

— broj atoma azota, (engl. number of Nitrogen atoms)

— broj atoma kiseonika, (engl. number of Oxygen atoms)

— broj atoma halogenih elemenata, (engl. number of halogen
atoms)

—indeks gustine pakovanja, (engl. packing density index)

— broj koji ukazuje na polarnost molekula, (engl. polarity
number)

— vezivanje za protein krvne plazme (engl. Plasma protein
binding)

— udeo veza oko kojih je moguéa slobodna rotacija, (engl.
rotatable bond fraction)

— broj rotirajucih veza, (engl. number of rotatable bonds)

— povrSina akceptorskih atoma, (engl. surface area of acceptor
atoms from P_VSA-like descriptors)

— ukupna povrSina, (engl. total surface area from P _VSA-like
descriptors)

— zbir atomskih Sanderson-ovih elektronegativnosti, (engl. sum
of atomic Sanderson electronegativities)

— zbir prvih jonizacionih potencijala, (engl. sum of first
ionization potentials)

— zbir polarizabilnosti atoma, (engl. sum of atomic
polarizabilities)

— zbir van der Vals-ovih zapremina atoma, (engl. sum of atomic
van der Waals volumes)

— topoloska polarna povrs$ina izrazena preko polarnog doprinosa
atoma N i O, (engl. topological polar surface area using N,O

polar contributions)



TPSA(Tot)

VvdwMG

VvdwZaz

Uc
Ui

— topoloska polarna povrs$ina izrazena preko polarnog doprinosa
atoma N, O, S i P, (engl. topological polar surface area using
using N, O, S, P polar contributions)

— van der Vals-ova zapremina, (engl. van der Waals volume
from McGowan volume)

— van der Vals-ova zapremina izracunata na osnovu Zao-
Abraham-Zisimosove jednacine, (engl. van der Waals volume
from Zhao-Abraham-Zissimos equation)

— zapremina, (engl. McGowan volume)

— broj nezasicenih veza, (engl. unsaturation count)

— indeks nezasi¢nosti, (engl. unsaturation index)
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1ZVOD

Hromatografsko ponaSanje 1 lipofilnost 21 novosintetisanog 3-(4-supstituisani
benzil)cikloalkanspiro-5-hidantoina proucavana je u uslovima te¢ne hromatografije na
obrnutim fazama. Hromatografsko ponasanje ispitivano je primenom tecne
hromatografije na tankom sloju i1 tene hromatografije pod visokim pritiskom. Kao
nepokretna faza primenjen je hemijski modifikovani silika gel sa kovalentno vezanim C-
18 grupama. Kao pokretne faze koriS¢ene su dvokomponentne smese vode i organskog
rastvarata u razliitim zapreminskim odnosima. U hromatografiji na tankom sloju
pokretne faze su sadrzale jedan od sledecih organskih rastvaraca: etanol, n-propanol, i-
propanol, f-butanol, acetonitril, aceton, tetrahidrofuran ili 1,4-dioksan, dok je u
hromatografiji pod visokim pritiskom kao porkertna faza koriS¢ena smeSa vode i

acetonitrila.

Na osnovu rezultata ispitivanja diskutovan je uticaj prirode organskog rastvaraca u
pokretnoj fazi, uticaj strukture spirohidantoina, kao 1 uticaj sadrzaja organskog rastvaraca
na hromatografsko ponasanje ispitivanih jedinjenja. Linearna zavisnost Ry vrednosti od
zapreminskog udela organskog rastvaraca u pokretnoj fazi utvrdena je za sva ispitivana
jedinjenja. Na taj naCin omoguceno je izracunavanje hromatografskog parametara
lipofilnosti (Ry®, odnosno log k). IzraGunati hromatografski parametri lipofilnosti su
uporedeni sa racunskim parametrima lipofilnosti (log P) primenom linearne regresione

analize i uspostavljene su linearne zavisnosti.

Podeoni koeficijenti log P za sve ispitivane spirohidantoine odredeni su i indirektno uz
pomo¢ referentnih jedinjenja, odnosno na osnovu kalibracionih modela. LSER
modelovanje je primenjeno kako bi se ustanovilo koje interakcije dovode do raspodele u
samim hromatografskim sistemima, odnosno raspodele izmedu pokretne i nepokretne
faze. Pored identifikacije interakcija, LSER modelovanje je primenjeno za utvrdivanje

vrste, kao 1 za odredivanje jac¢ine hemijskih interakcija.
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QSRR analiza je primenjena za pronalazenje matemati¢kih modela kojim se opisuje veza
izmedu hromatografskih parametara lipofilnosti i strukture novosintetisanih derivata
spirohidantoina. Do odgovaraju¢ih QSRR modela doslo se primenom metode viSestruke
linearne regresije (MLR). Sposobnost predvidanja svakog modela je definisana internim

validacionim koeficijentom.

Pravilo Lipinskog je primenjeno sa ciljem da se proveri da li ispitivani spirohidantoini

imaju dobru (teorijsku) oralnu biodostupnost.

Uticaj organskog rastvaraca u pokretnoj fazi, kao i uticaj supstituenta na hromatografsku
lipofilnost procenjen je primenom metoda multivarijantne analize, hijerarhijskom klaster
analizom (HCA) i1 analizom glavnih komponenata (PCA). Ove metode omogucavaju
grupisanje ispitivanih derivata spirohidantoina, kao 1 primenjenih pokretnih faza prema
njihovoj polarnosti. Primenom ove dve metode prouavana je 1 povezanost

hromatografskih parametra lipofilnosti i potencijalne bioloske aktivnosti spirohidantoina.
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ABSTRACT

The chromatographic behavior and lipophilicity of 21 newly synthesized 3-(4-substituted
benzyl)cycloalkanespiro-5-hydantoins  were studied in reversed-phase liquid
chromatography conditions. Chromatographic behavior was analyzed by using thin-layer
liquid chromatography and high-performance liquid chromatography. Chemically
modified silica gel with covalently bonded C-18 groups was used as the stationary phase.
Two-component mixtures of water and organic solvent in different volume ratios were
used as mobile phases. In thin-layer chromatography, the mobile phases contained one of
the following organic solvents: ethanol, n-propanol, i-propanol, t-butanol, acetonitrile,
acetone, tetrahydrofuran, or 1,4-dioxane, while in high-performance liquid

chromatography the mixture of water and acetonitrile was used as mobile phase.

Based on the test results, the influence of the nature of the organic solvent in the mobile
phase, the influence of the structure of spirohydantoin, as well as the influence of the
content of the organic solvent on the chromatographic behavior of the tested compounds
was analyzed. The linear dependence of the R\, value on the volume fraction of organic
solvent in the mobile phase was determined for all tested compounds. In this way, it was
possible to calculate the chromatographic parameters of lipophilicity (Ry, ie log k). The
calculated chromatographic parameters of lipophilicity were compared with the calculated
parameters of lipophilicity (log P) using linear regression analysis and linear dependences

were established.

The partition coefficients log P for all tested spirohydantoins were determined indirectly,
as well, with the help of reference compounds, based on calibration models. LSER
modeling was used to determine which interactions lead to the partition in the
chromatographic systems, that is the partition between the mobile and stationary phases.
In addition to identifying interactions, LSER modeling was used to determine the type as

well as the strength of chemical interactions.
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QSRR analysis was applied to find mathematical models for describing the relationship
between chromatographic lipophilicity parameters and the structure of newly synthesized
spirohydantoin derivatives. The corresponding QSRR models were obtained by using the
multiple linear regression (MLR) method. The predictability of each model is defined by

an internal validation coefficient.

Lipinski's rule was applied to verify whether the tested spirohydantoins have good

(theoretical) oral bioavailability.

The influence of the organic solvent in the mobile phase, as well as the influence of the
substituent on chromatographic lipophilicity, was assessed using multivariate analysis
methods, hierarchical cluster analysis (HCA), and principal components analysis (PCA).
These methods group the tested spirohydantoin derivatives, as well as the applied mobile
phases based on their polarity. The relationship between chromatographic parameters of
lipophilicity and the potential biological activity of spirohydantoin was analyzed using

these two methods.
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1. UVOD
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Derivati hidantoina predstavljaju grupu jedinjenja koja se Siroko primenjuju u
farmaceutskoj 1 hemijskoj industriji. Medicinska primena derivata hidantoina poslednjih
godina postala je veoma aktivna oblast istrazivanja. Sam hidantoinski prsten nema
bioloSku aktivnost, medutim supstituisani derivati hidantoina pokazuju visoku bioloSku
aktivnost 1 imaju Sirok spektar terapijske primene, kao antikonvulzivi, antiaritmici,
hipnotici ili kao antibakterijski agensi. Samim tim su i od izuzetnog znacaja za

medicinu! 3.

Dva najpoznatija derivata hidantoina koja se primenjuju u medicini su fenitoin (5,5-
difenil-hidantoin) 1 mefenitoin (5-etil-3-metil-5-fenilhidantoin). Fenitoin je jedan od
najstarijih lekova koji se uspesno primenjuje u spre¢avanju epilepticnih napada. Utvrdeno
je da je fenitoin najefikasniji antikonvulziv, iako je efikasan samo kod 30 % pacijenata.
Desetak godina nakon otkri¢a fenitoina, otkriven je mefenitoin. Znacajan metabolit
mefenitoina je nirvanol (5-etil-5-fenil-hidantoin) koji se primenjivao kao hipnotik.
Medutim, kada je ustanovljena toksi¢nost nirvanola, koris¢enje mefenitoina je dozvoljeno
jedino u slucaju nemoguénosti primene antikonvulzanata manje toksi¢nosti. Zbog ovog

razloga mefenitoin je danas izbagen iz upotrebe?*.

Jedna grupa derivata hidantoina, koja se poslednjih godina intezivno proucava, jesu
spirohidantoini. Eksperimentalni i literaturni podaci su pokazali da se i spirohidantoini
mogu primenjivati kao potencijalni lekovi u tretmanu razliCitih poremecaja nervnog
sistema>%, kao psihotropni agensi’™®, zatim u tretman infektivnih i alergijskih oboljenja,

kao i u leCenju kancera!013.

U cilju proucavanja bioloske aktivnosti spirohidantoina, neophodno je pre svega ispitati
fizicka, hemijska i strukturna svojstva koja u mnogome mogu doprineti predvidanju i
razumevanju njihove potencijalne bioloske aktivnosti. Naroc€ito je vazno da se prilikom
ispitivanja novosintetisanih potencijalno aktivnih jedinjenja prvo odrede parametri koji su

neophodni za fizicko-hemijsku karakterizaciju novih jedinjenja'415.
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Zbog cinjenice da bioloska aktivnost jedinjenja u velikoj meri zavisi od istih fizicko-
hemijskih svojstava od kojih zavisi i hromatografska retencija ispitivanog jedinjenja, u
ovom radu za odredivanje fizicko-hemijskih svojstava derivata spirohidantoina

primenjena je teCna hromatografija na obrnutim fazama.

Cilj ovog rada jeste ispitivanje uticaja hemijske strukture, kao 1 rastvaraCa na
hromatografsko ponasanje derivata spirohidantoina. Hromatografsko retenciono
ponasanje svih ispitivanih derivata spirohidantoina bic¢e eksperimentalno odredeno
primenom hromatografije na tankom sloju na obrnutim fazama (TLC) 1 tecne
hromatografije pod visokim pritiskom na obrnutim fazama (HPLC). Primenom
odgovarajuc¢ih retencionih modela koji opisuju promenu retencionog ponasanja u
zavisnosti od sadrzaja organskog rastvaraca pokretne faze bi¢e odreden hromatografski

parametar lipofilnosti.

Takode, jedan od vaznih ciljeva ovog rada jeste proucavanje veze izmedu hromatografski
odredenih parametara lipofilnosti 1 izraCunatih log P vrednosti. Pored ovih jednostavnih
korelacija, primenom viSestruke linearne regresije (MLR) bice izraCunati matematicki
modeli kojima se definiSe kvantitativni odnos izmedu molekulskih deskriptora 1
hromatografskog parametra lipofilnosti. Kvalitet dobijenih QSRR modela bi¢e procenjen

na osnovu odgovarajucih statistickih parametara.

Radi dobijanja jasnije slike o tipu interakcija koje su zastupljne i dominantne u razlicitim
hromatografskim sistemima bi¢e primenjeno LSER modelovanje i Abrahamova
solavatohromna jednacina. Dok pravilo Lipinskog ¢e se primeniti sa ciljem da se proveri

da li ispitivani spirohidantoini imaju dobru (teorijsku) oralnu biodostupnost.

Primenom pogodnih hemometrijskih metoda, hijerarhijske klastera analize (Hierarchical
Cluster Analysis, HCA) 1 analize glavnih komponenti (Principal Component Analysis,
PCA) bi¢e proucavane sli¢nosti i razlike izmedu samih ispitivanih jedinjenja, izmedu
hromatografskih sistema, kao 1 svih parametara lipofilnosti (eksperimentalnih 1

izraCunatih).
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2. OPSTI DEO
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2.1. Hidantoini

Hidantoin je 1861. godine otkrio Bajer (Baeyer). [zu¢avaju¢i mokraénu kiselinu, Bajer je
hidantoin izolovao iz smeSe proizvoda nastalih hidrogenovanjem alantoina'®. Alantoin je
derivat hidantoina koji se javlja u prirodi 1 predstavlja proizvod oksidacije mokra¢ne
kiseline u metaboli¢koj razgradnji purina. Alantoin je u prirodi najzastupljeniji u korenu
biljke gavez, nalazi se i u urinu vecine zivotinja, izuzev visih primata i coveka. Danas se u
velikoj meri alantoin sinteticki proizvodi. Hemijski sintetizovan alantoin je identi¢an sa
prirodnim, nije toksic¢an i bezbedan je. Hidantoin se moze izolovati iz nekoliko prirodnih
izvora, iz pupoljaka orijentalnog drveta platana, izdanaka Secerne repe, trulog kitovog

mesa, pigmenata krila leptira i urina!”.

Tri godine nakon otkri¢a (1864), Bajer je uspeo da sintetiSe hidantoin iz bromacetiluree,
ali nije mogao da razjasni strukturu. Prvi koji je predpostavio i utvrdio danas prihvac¢enu

strukturnu formulu hidantoina bio je Streker!8 (Strecker) (slika 1).

HNU S’NH

O

Slika 1. Hemijska struktura molekula hidantoina

Molekul hidantoina (imidazolidin-2,4-dion) je petoclani cikli¢ni ureid sa dva atoma azota
u prstenu koji se nalaze u polozaju 1 i 3. Pored atoma azota u prstenu se nalaze i dve

karbonilne grupe u polozaju 2 i 4.
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Kristalografska pro€avanja strukture pokazuju da je hidantoinski prsten priblizno planaran
1 da jedinjenja sa hidantoinskim prstenom imaju veliku rigidnost strukture. Ova rigidnost
strukture potice od dva amida u prstenu koji stvaraju rezonatni oblik sa dvostrukom

vezom u pozicijama 1-2 i 3-4 (slika 2)!7.

HN NH —

O

Slika 2. Rezonantne strukture obe amidne grupe u hidantoinskom prstenu

Prisustvo dve karbonilne grupe u hidantoinskom prstenu omogucuje postojanje izomernih
keto-enolnih oblika. Hidantoini i njegovi derivati su uglavnom u keto obliku, odnosno
keto tautomeri pokazuju vecu stabilnost. U amidnim jedinjenjima se i ocekuje veca
stabilnost keto tautomera, jer usled velike elektronegativnosti kiseonika elektroni su
pomereni prema karbonilnoj grupi, uz to se amino grupa koja je vezana za karbonilnu

grupu ponasa kao elektron-donor!®.

Medutim, opticki aktivni hidantoini lako tautomerizuju u alkalnoj sredini $to ukazuje na

postojanje enolne strukture molekula hidantoina (slika 3).

Slika 3. Tautomerizacija opticki aktivnih hidantoina u alkalnoj sredini
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Druga vrsta tautomerije se uocava ako u poloZaju C-5 postoji dvostruka veza, a primeri

takvih tautomera su cis/trans izomeri!’.

U c¢vrstom stanju molekuli hidantoina grade intermolekulske vodoni¢ne veze sa dva
susedna molekula. Vodoni¢ne veze se uspostavljaju izmedu vodonikovih atoma u

polozajima N-1 i N-3 sa atomom kiseonika u polozaju C-2 (slika 4).

R R
Ri~/ \yo Ri~_/ \/O
~ N N N N e
\H/ \H\\ /H/ \H
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Slika 4. Vodonicne veze izmedu molekula 5,5-disupstituisanih hidantoina

Rastojanje izmedu povezanih molekula je manje od 28,7 nm, a uglovi su ve¢i od 169°.
Zanimljivo je napomenuti, da atom kiseonika u polozaju C-4 uopSte ne ucestvuje u

gradenju vodoni¢nih veza?®.
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2.2. Spirohidantoini

Cikloalkanspiro-5-hidantoini su jedinjenja koja se sastoje iz hidantoinskog prstena
(imidazolidin-2,4-diona) i cikloalkana koji je kondenzovan sa hidantoinskim prstenom u
poloZaju 5. Izmedu dva prstena ostvaruje se spiro-veza, odnosno dva prstena su povezana
preko jednog zajednickog C atoma, tzv. spiro-atoma. Zahvaljuéi tetraedarskoj prirodi
spiro C-atoma koji ih povezuje, ravni prstenova su orijentisane pod pravim uglom jedna u
odnosu na drugu. Prisustvo krute spiro strukture doprinelo je veem interesovanju za

detaljnije ispitivanje spiro jedinjenja.
2.2.1. Fizi¢ka svojstva spirohidantoina

Spirohidantoini su ¢vrste kristalne supstance, sa razli¢itom tackom topljenja. Za razliku
od supstituisanih spirohidantoina koji se tope na nizim temepraturama, nesupstituisani
analozi imaju visoke tacke topljenja, Sto je posledica vece polarnosti molekula i povecane
moguénosti medumolekulskog povezivanja vodoni¢nim vezama. Usled prisustva velikog
broja heteroatoma i1 karbonilnih grupa u hidantoinskom prstenu spirohidantoini su
hidrofilni molekuli. Spirohidantoini se rastvaraju u toploj vodi, etanolu, sir¢etnoj kiselini 1

alkalijama?®.
2.2.2. Hemijska svojstva spirohidantoina

Hemijska svojstva spirohidantoina uslovljena su strukturom prisutnih karbonilnih grupa,
kao 1 rekacijama na oba atoma azota. Karakteristi¢ne reakcije za spirohidantoine su kisela

1 bazna hidroliza i supstitucija u polozajima 1 i 3 hidatoinskog prstena.
2.2.2.1. Kiselost

Konstanta disocijacije hidantoina, koja ima vrednost 7,59-10-1°, pokazuje da su hidantoini
1 njegovi derivati slabe kiseline priblizno iste jacine kao fenoli, odnosno cijanovodoni¢na
kiselina. Posledica kiselosti hidantoina je prisustvo N-H veze u poloZaju 3 koja se nalazi
izmedu dve elektron-akceptorske karbonilne grupe koje doprinose polarnosti molekula 1
samim tim doprinose povecavaju kiselosti vodonika u polozaju N3-hidatoinskog prstena.
Odnosno, posledica disocijacije na imidnom N3-H atomu je kiselost hidantoina.
Supstitucijom u polozaju 3 kiselost hidantoina se znatno smanjuje 1 postaje bliska

kiselosti amida, s obzirom da u tom slu¢aju kiselost poti¢e od amidnog N1-H atoma?!-2,
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2.2.2.2. Hidroliza

Hidroliza hidantoina i spirohidantoina moze se izvoditi kako u kiseloj, tako 1 u baznoj
sredini. Medutim, znatno je ¢es¢i postupak alkalne hidrolize, pri ¢emu se kao intermedijer
formira hidantoinska kiselina, koja na kraju hidrolizuje do odgovaraju¢e a-aminokiseline

kao krajnjeg proizvoda?3.
2.2.2.3. Supstitucija u polozajima N1 i N3

Reakcije supstitucije kod hidantoina i njegovih derivata su moguce na oba atoma azota
hidantoinskog prstena. Imidi proton, odnosno vodonik vezan za azot u polozaju 3
hidantoinskog prstena je kiseliji od vodonika vezanog u polozaju N1. Prema tome,

polozaj N3 je mnogo reaktivnije mesto za odigravanje reakcije supstitucije.

Piner (Pinner) je otkrio da se hidantoini mogu veoma lako alkilovati u polozaju N3
dejstvom alkil-halogenida u baznoj sredini. Za razliku od polozaja N3, gde se reakcija
alkilovanja uglavnom odigrava bez poteskoca, u polozaju N1 to nije slucaj. Odnosno,
primenom istog postupka, tj. dejstvom alkil-halogenida u baznoj sredini nije moguce
direktno alkilovanje hidantoina u N1 polozaju. Osim u sluc¢aju kada je u polozaju C5
molekula hidantoina prisutna fenil-grupa ili dvostruka veza, jer prisustvo dvostruke veze
aktivira azot u polozaju N1 i na taj naCin se omogucava zamena atoma vodonika

odgovaraju¢om alkil-grupom!”.

Pored reakcija alkilovanja, hidantoini i njegovi derivati mogu da se ariluju ili acetiluju u

polozajima N1 i/ili N3 §to zavisi od reakcionih uslova®*2>,
2.2.3. Bioloska aktivnost spirohidantoina

Spirohidantoini 1 njegovi derivati predstavljaju veoma vaznu farmakoloSku klasu
jedinjenja, koja pokazuju Siroki spektar bioloske aktivnosti. Generalno, za delovanje

potencijalno bioloski aktivnih jedinjenja u osnovi su najvaznije dve stvari:

e distribucija bioloski aktivnog jedinjenja od mesta primene do mesta delovanja

e interakcija bioloski aktivnog jedinjenja sa receptorom

Najvaznija primena hidantoina i negovih derivata je u tretmanu poremecaja nervnog

sistema kao $to je epilepsija’®?’. Epilepsija je hroni¢no neurolo$ko oboljenje koje

10
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karakteriSu spontani epilepticni napadi. Epilepticni napadi su praceni epizodnim
visokofrekventnim praznjenjem implusa za koje je zaduZena grupa neurona u mozgu. Ovi
napadi se klinicki klasifikuju u dve kategorije: periodicni (lokalno praznjenje) i
generalizovani (napadi obuhvataju ceo mozak)?®. Epilepsija se uglavnom leé¢i lekovima i
terapija mora da bude usmerena na suzbijanje napada. Lekovi za leCenje epilepsije se
nazivaju antikonvulzivi. Antikonvulzivi su efikasni u suzbijanju epilepti¢nih napada kod
50—80% pacijenata, medutim nezeljena dejstva ovih lekova su dosta Cesta. Iz tog razloga
postoji konstanta potreba za pronalaZzenjem novih efikasnijih lekova sa manje nepozeljnih

nuspojava?’.

Jedan od najznacajnijih antikonvulziva iz grupe hidantoina je fenitoin, odnosno 5,5-
difenilhidantoin. Iako je njegova antikonvulzivna aktivnost otkrivena pre viSe od osam
decenija, fenitoin je lek koji 1 dalje ima Siroku primenu jer je efikasan u terapijma
razli¢itih epilepti¢nih napada®®. Od otkri¢a fenitoina pa do danas sintetizovani su mnogi

derivati hidantoina, obuhvataju¢i i spirohidantoine.

Aktivnost nekog molekula zavisi od interakcija koje se uspostavljaju izmedu samog
molekula 1 receptora. ProuCavaju¢i mehanizam delovanja fenitiona, naucnici su
pretpostavili da se fenitoin vezuje za deo receptora uspostavljanjem vodoni¢nih veza
preko karbonilne grupe u poloZzaju 2 i NH grupe u polozaju 3. U skladu sa
pretpostavljenim mehanizmom delovanja, dve fenil grupe vezane za ugljenikov atom u
polozaju 5 stite vodoni¢ne veze koje se uspostavljaju izmedu imidnog dela hidantoinskog
prstena 1 proteinskog dela receptora od dejstva vode. Veoma znacajna svojstva
antikonvulzivnih derivata fenitoina su sposobnost da grade vodoni¢ne veze i stepen

pokretljivosti fenil grupa30-33,

Proucavanje hidantoina kao bioloski aktivnih jedinjenja sa antikonvulzivnim dejstvom
pocelo je joS 1938. godine. Na osnovu proucavanja strukturno razlicitih jedinjenja slicne
antikonvulzivne aktivnosti, naucnici su nastojali da definiSu opsti farmakoforni model

antikonvulziva i dosli su do slede¢ih zakljucaka:

e Kamerman i Kamerman (Camerman and Camerman) su uoCili da je za
antikonvulzivnu aktivnost neophodno prisustvo velikih hidrofobnih grupa sa
sli¢cnom orijentacijom u prostoru, kao i prisustvo dve elektron-donorske grupe

takode sliénog prostornog polozaja i orijentacije’*3.
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e Dzouns i Vudberi (Johnes and Woodbury) su predlozili opsti model koji sadrzi
najmanje jednu aromati¢nu grupu, jednu elektron-donorsku i jednu vodonik
akceptorsko-donorsku grupu koje se nalaze jedna u odnosu na drugu pod

odredenim uglom?37-3°,

e Endrjuz (Andrews) i saradnici su predlozili model koji se sastoji iz dva aromati¢na
prstena odgovarajuce orijentacije i treCeg dela molekula koji je obi¢no cikli¢ni
ureid sa velikim brojem funkcionalnih grupa koje su sposobne za uspostavljanje

vodoniénih veza*®.

Veliki broj jedinjenja sa antikonvulzivnim dejstvom se uklapa u pomenute modele.
Medutim, neka jedinjenja ne ispoljavaju biolosku aktivnost i pored toga Sto u svojoj
strukturi sadrze sve neophode grupe za antikonvulzivno dejstvo. To ukazuje da na
bioloSku aktivnost jedinjenja znaCajan uticaj imaju i drugi faktori koji jo§ uvek nisu

poznati*!.

Na osnovu navedenih strukturnih elemenata koje definiSu aktivnost, postavljen je
farmakoforni model za derivate hidantoina, koji ukljuuje postojanje vodonik akceptor-

donorske grupe, elektronegativne grupe i aromati¢ne grupe*?.

Raznovrsna bioloska aktivnosti spirohidantoina i njegovih analoga postize se prilikom
uvodenja razli¢itith farmakofornih grupa, upravo iz tog razloga poslednjih godina
spirohidantoini se Cesto izuCavaju. Jedan od najvaznijih faktora za biolosSku aktivnost,
prolozak leka kroz bioloske membrane, kao i prirodu interakcija sa receptorom jeste

zadovoljavajuca lipofilnost derivata spirohidantoina®’.

Spirohidantoini, kao derivati hidantoina, pokazuju antikonvulzivnu*4¢ aktivnost, §to je i
o¢ekivano. Proucavanjem njhove antikonvulzivnosti uocava se da supstituenti na atomu
azota znacajno utiCu na antikonvulzivnu aktivnost i lipofilnost molekula*?. Derivati
spirohidanoina pokazuju Siroki spektar bioloskih aktivnosti vezanih za centaralni nervni
sistem, te se primenjuju i u leenju depresije*’*8, §to ukazuje na njihovu primenu kao

antipsihotika i antidepresiva**~>2.

Dokazano je da derivati hidantoina sa specificnim strukturnim elementima, kao S$to je
cikloalkilspiro supstituent vezan za hidatoinski prsten, pokazuju i antiproliferativnu®*>3-8

aktivnost. Serija derivata cikloalkanaspiro-5-hidantoina, kod kojih je policikli¢na jedinica
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preko hidantoinskog prstena povezana sa boc¢nim alkil lancem, deluje citotoksi¢no na

karcinom dojke i debelog creva®’.

Spirohidantoini pokazuju i antiinflamatornu aktivnost, pri ¢emu privlace paznju kao
potencijalni lekovi u lecenju infektivnih oboljenja (infekcija izazvana HIV-om), a i od
znacaja su za prevenciju ili tretman imunoregulatornih, kao i inflamatornih oboljenja’°.
Veoma su delotvorni u leéenju dijabetesa*”, dok su spirohidantoini sa analgetskim
dejstvom veoma efikasni u terapijskom le¢enju migrene®, a kod nekih spirohidantoina

potvrdena je antimikrobna aktivnostS!.
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2.3. Lipofilnost

Lipofilnost predstavlja fizicko-hemijsko svojstvo koje opisuje sposobnost molekula da se
viSe rastvara u lipidima nego u vodi i predstavlja jedno od najznaCajnih svojstava
molekula koje je od velikog znacaja u oblasti medicinske hemije, farmakologije i1 Zivotne
sredine. Izraz lipofilnost se Cesto poistovecuje sa izrazom hidrofobnost, medutim njihvo
znacenje je sasvim drugacije. Lipofilnost predstavlja afinitet molekula, ili dela molekula
prema lipofilnom okruzenju. Dok se hidrofobnost opisuje kao grupisanje nepolarnih
molekula ili molekula u vodenom okruzenju koje nastaje usled tendencije vode da istisne

nepolarne molekule®>63,

Lipofilnost je svojstvo molekula koje je u direktnoj vezi sa pasivnim prolaskom molekula
kroz bioloSke membrane, kao i njihovom rastvorljivos¢u. Takode utiCe 1 na uspostavljanje
interakcija bioloski aktivhog molekula i1 aktivnog mesta receptora. Lipofilnost je
uslovljena procesima farmakokinetike i farmakodinamike samog molekula. Ovi procesi
zavise od sposobnosti molekula da interaguje sa dve razli¢ite sredine, nevodenom (Celijka
membrana) 1 vodenom (unutrasnjost celije), odnosno zavise od lipofilnosti molekula.

Lipofilnost molekula je od sustinskog znacaja za biolosku aktivnost molekula®-.

2.3.1 Podeoni koeficijent P

Podeoni koeficijent P obi¢no se koristi za izrazavanje lipofilnosti. Predstavlja odnos
koncentracije rastvorene supstance u vodenoj i organskoj fazi (jednacina (1))¢7. Zbog
velikog opsega vrednosti podeonog koeficijenta koristi se logaritamska vrednost
podeonog koeficijenta, odnosno log P.

S

log P=-" (1)
c

w

gde je ¢, koncentracija rastvorene supstance u vodenoj fazi, a ¢y je koncentracija
rastvorene supstance u nepolarnom organskom rastvaracu, n-oktanolu®®. Organski
rastvaraC n-oktanol je izabran zbog dugog ugljovodoni¢nog niza i prisustva —OH grupe,
koja moze biti i donor i akceptor protona u vodoni¢noj vezi®. S obzirom na to, da
podeoni sistem n-oktanol-voda predstavlja dobru laboratorijsku aproksimaciju bioloske

membrane odabran je kao refentni sistem rastvaraa u procesima modelovanja’®’!.
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Podeoni koeficijent predstavlja znacajan parametar za razumevanje bioloskog ponaSanja

ispitivanog jedinjenja u organizmu.

Vrednost logaritma podeonog koeficijenta nekog molekula moze ukazati na ponaSanje

molekula u bioloSkom okruzenju.

Ukoliko je:
e log P> 1 molekul je lipofilan,
e log P <—1 molekul je hidrofilan,
¢ log P =0 molekul je jednako rastvorljiv u vodi i nepolarnoj organskoj fazi,

e log P> 5 molekul je toksi¢an’2.

U slucaju kada rastvoreno jedinjenje jonizuje, podeoni koeficijent log P vise ne
predstavlja odgovarajuéi koeficijent lipofilnosti, jer on opisuje samo raspodelu neutralnih
molekula. Lipofilnost ovakvih supstanci izrazava se preko koeficijenta distribucije D.
Koeficijent distribucije D se definiSe kao odnos koncentracija jonizovanog i
nejonizovanog oblika rastvorenog jedinjenja u organskoj i1 vodenoj fazi, odnosno definise

lipofilnost pri odredenoj pH vrednosti’.

Odredivanje vrednosti podeonog koeficijenta (log P) moguce je eksperimentalnim i
racunskim metodama. Klasi¢ne eksperimentalne metode za odredivanje lipofilnosti jesu

metoda muckanja i metoda sporog mesanja.

Metoda muckanja (eng. shake flask) se izvodi tako Sto se ispitivano jedinjenje mucka u
sistemu dva rastvaraca koja se medusobno ne mesaju (najées¢e n-oktanol i voda). Nakon
uspostavljene ravnoteze 1 razdvajanja slojeva rastvaraca, odreduje se koncentracija
ispitivanog jedinjenja u svakoj od faza’*7%. Iako je jednostavna, nedostatak ove klasi¢ne
metode je duZina trajanja eksperimenta i $to zahteva relativno veliku koli¢inu jedinjenja
za analizu. Metodom muckanja moguce je odrediti vrednosti podeonih koeficijenata samo
kod jedinjenja ¢ije su log P < 5, u protivnom dolazi do stvaranja emulzije’>. Primenom

ove metode nemoguce je odrediti podeoni koeficijent za izrazito hidrofilna jedinjenja.

Za neka jedinjenja nije moguce odrediti podeoni koeficijent primenom tradicionalne
metode muckanja’®. U ovakvim slu¢ajevima primenjuje se modifikovana metoda
muckanja, odnosno metoda sporog mesanja. Obe metode se izvode na identi¢an nacin, s

tim da se kod metode sporog meSanja rastvarai sporo meSaju do uspostavljanja
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ravnoteze, pri ¢emu se sprecava nastajanje emulzije. lako, primenom obe metode
odredivanje podeonog koeficijenta traje dugo, obe su pouzdane za odredivanje lipofilnosti

neutralnih rastvorenih jedinjenja, kao i jonizovanih jedinjenja u neutralnom obliku”’.

Osim klasi¢nih metoda, lipofilnost jedinjenja se moze odrediti 1 drugim eksperimentalnim
metodama, u koje se ubrajaju: hromatografija na obrnutim fazama,
micelarna/mikroemulziona elektrokineticka hromatografija, pH-metrijska metoda, metoda
filter probe, itd. Vodece mesto medu metodama za odredivanje lipofilnosti ima tec¢na
hromatografija, tj. teCna hromatografija na obrnutim fazama (RP-LC). Podjednako je
rasprostranjena primena kako tecne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) tako 1

hromatografije na tankom sloju (TLC).

Kao $to je ve¢ ranije navedeno, pored eksperimentalnih metoda, za odredivanje
lipofilnosti mogu se koristit 1 raCunske metode. Danas postoji veliki broj softverskih

paketa koji se primenjuju za izraCunavanje lipofilnosti.

Racunske metode se mogu klasifikovati u dve grupe:

e metode koje se zasnivaju na podstrukturama molekula (Substructure-Based
Methods). Postoje dva pristupa ovoj metodi: atomski, gde se sabiraju doprinosi
pojedinac¢nih atoma u molekulu, i fragmentacioni, gde se posmatraju doprinosi

fragmenata u molekulu’®8°,

e metode koje se zasnivaju na odgovaraju¢im svojstvima molekula (Property-Based
Methods). Ove metode podrazumevaju koris€enje deskriptora koji opisuje ceo
molekul (trodimenzionalni i topoloski deskriptori) i zasnivaju se na empirijskim ili

na 3D strukturama’®-8!,
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Podela racunskih metoda za izraCunavanje log P vrednosti u zavisnosti od sadrzaja

sloZenosti informacija prikazana je u tabeli 1.

Tabela 1. Primenjeni algoritmi za izracunavanje log P vrednost3* 34

algoritam izvor pristup
ALOGP www.vcclab.org/lab/edragon atomski
ALOGP2 www.vcclab.org/lab/edragon atomski
MLOGP www.vcclab.org/lab/edragon molekulski
MLOGP2 www.vcclab.org/lab/edragon molekulski
ClogP ChemDraw Ultra 7.0 fragmentacioni
102P crippen ChemDraw Ultra 7.0 fragmentacioni
10gPviswanad ChemDraw Ultra 7.0 fragmentacioni
10gPgroto ChemDraw Ultra 7.0 fragmentacioni
miLogP www.molinspiration.com/cgi-bin/properties fragmentacioni
logP www.admet.scbdd.com/calcpre/index/# atomski

Prednost racunskih metoda u odnosu na eksperimentalne je to $to ne traju dugo i pruzaju
mogucnost izraCunavanja log P vrednosti ¢ak 1 za molekule velike lipofilnosti. Medutim,
nedostatak raCunskih metoda je taj Sto je velina softverskih paketa formirana za
izratunavanje podeonih koeficijenata neutralnih molekula, zatim racunske metode
pokazuju izvesne nepreciznosti kod molekula kod kojih postoje interaktivne funkcionalne
grupe ili kod slozenih molekula sa fragmentima koji se ne nalaze u bazama podataka.

IzraCunavanja su najmanje precizna za tautomere, cviter-jonske i jonizovane molekule.

2.3.2. Hromatografska lipofilnost

Tecna hromatografija na obrnutim fazama je veoma pogodna metoda za odredivanje
lipofilnosti jedinjenja, koja omogucava jednostavno i brzo odredivanje lipofilnosti
ispitivanih jedinjenja na osnovu njihovih retencionih parametara. Ovo je moguce
zahvaljujuci sli¢nosti koja postoji izmedu medumolekulskih interakcija koje odreduju
ponasSanje jedinjenja u bioloskoj i hromatografskoj sredini, odnosno na znac¢ajnu sli¢nost
izmedu hromatografske retencije i koeficijenta raspodele u sistemu n-oktanol-voda

(log P)35788,
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U slucaju hromatografije na tankom sloju, retencija ispitivanog jedinjenja se definiSe
pomocu tzv. faktora zadrzavanja ili retardacionog faktora, Rp, kojim se opisuje polozaj
hromatografske mrlje. Odnosno, Ry vrednost predstavlja odnos predenog rastojanja

ispitivane supstance (/,) 1 rastojanja fronta rastvaraca (/) od starta, jednacina (2):

Rp == @

Pored Rr vrednosti Cesto se definiSe 1 tzv. Ry vrednost. Odnosno, na osnovu

eksperimentalno odredenih Ry vrednosti se ra¢unaju Ry vrednosti primenom jednacine®’:

1
R, :log(R——I) (3)

Odnos izmedu Ry vrednosti 1 zapreminskog udela organskog rastvaraca (¢) predstavljen

je jedna¢inom®?:
R, =R, +Sp (4)

gde je
@ - zapreminski udeo organskog rastvaraca u pokretnoj fazi
R\° — vrednost odsecak prave,

S — nagib prave

Odsecak prave, odnosno Ry vrednost je dobijena ekstrapolacijom izraunate Ry
vrednosti na 0 % udela organskog rastvaraca, tj predstavlja retenciju u Cistoj vodi. Ry
vrednost predstavlja hromatografsku retencionu konstantu, koja se vrlo ¢esto koristi kao
merilo lipofilnosti jedinjenja. Medutim, ukoliko postoji linearna zavisnost izmedu nagiba
1 odsecka prave u gore pomenutoj jednacini (4), vrednost nagiba se takode moze smatrati

validnom merom lipofilnosti®!.

U slucaju te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom zadrzavanje, odnosno retencija
ispitivanog jedinjenja je zasnovana na izokratskim merenjima, izrazava se retencionim

faktorom £, koji je jednak:

k== 5)
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gde je ¢, retenciono vreme ispitivanog jedinjenja, a f, tzv. mrtvo vreme, odnosno

retenciono vreme pokretne faze (retenciono vreme prvog pika na hromatogramu).

Retencija, odnosno zadrzavanje ispitivanih jedinjenja izrazena je kao logaritam
retencionog faktora®, log £, §to je definisano jednacinom (6):

t —t,

logk = log( ) (6)

0
Vrednost logaritma retencionog faktora (log k) se menja sa promenom zapreminskog
udela organskog rastvaraa u pokretnoj fazi, pri ¢emu se dobijena zavisnost moze

prikazati jednacinom (7):
logk = logk,,+ S¢ (7)

gde ¢ predstavlja udeo organskog rastvaraca u pokretnoj fazi, log k,, predstavlja odsecak

prave, a S nagib prave.

Osnovne prednosti ovih metoda u odnosu na tradicionalni nacin odredivanja lipofilnosti
jeste duzina trajanja eksperimenta, reproduktivnost, neosetljivost na prisustvo necistoca i
degradacionih proizvoda koji nastaju tokom hromatografskog procesa, manje koli¢ine
ispitivanih jedinjenja potrebne za analizu, kao i jednostavnija priprema ispitivanih

jedinjenja za samu analizu.
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2.4. Hemometrijska analiza

Hemometrija je multidisciplinarna nau¢na oblast koja primenjuje matematicke,
informaticke, statisticke 1 logiCcke metode za obradu podataka i prevazilazenje
eksperimentalnih problema u prirodnim naukama. Na samom pocetku razvoja
hemometrija se uglavnom primenjivala u oblasti analiticke hemije za izbor 1 optimizaciju
analitickih metoda. Medutim, hemometrijska analiza se pokazala veoma pogodnom za
obradu velikog broja podataka i izdvajanje najbitnijih informacija iz njih, te se danas
uspesno primenjuje u mnogim naucnim oblastima, kao $to su organska hemija, biohemija,
biotehnologija, biologija, molekularna biologija, forenzitka hemija, itd**>. Jedna od
najznacajnijih oblasti primene hemometrije je predvidanje svojstava jedinjenja ili
klasifikacija na osnovu podataka o molekulskoj strukturi i fizicko-hemijskim svojstvima

nekog jedinjenja®-7.

Multivarijantne tehnike koje se najées¢e primenjuju u hemometrijskoj analizi su klaster
analiza (engl. Cluster analysis, CA) i analiza glavnih komponenti (engl. Principal
component analysis, PCA). Obe pomenute tehnike se primenjuju za uocavanje slic¢nosti ili

razlika izmedu ispitivanih jedinjenja i njihovo grupisanje®®.

2.4.1. Klaster analiza

Klaster analiza (engl. Cluster analysis, CA) predstavlja multivarijantnu tehniku ¢iji je
osnovni zadatak grupisanje objekata (ispitanika, proizvoda ili drugih objekata) na osnovu
njihovih karakteristika. Cilj klaster analize jeste adekvatno grupisanje pri ¢emu je sli¢nost
medu objektima unutar svake grupe maksimalna, a sli¢nost izmedu grupa minimalna. U
klaster analizi pre izvodenja samog postupka analize nije poznat ni broj grupa, kao ni
karakteristike samih grupa. Grupe koje nastaju prilikom primene klaster analize nazivaju
se klasteri (engl. cluster). Ukoliko se primenom klaster analize dobije neocekivano
grupisanje objekata, postoji mogucénost da su identifikovane relacije izmedu posmatranih
objekata koje su do tad bile nepoznate i koje treba istraziti. Klaster analiza ima znacajnu
primenu u razli¢itim oblastima, kao Sto su: biologija, hemija, medicina, psihologija,

sociologija, inZenjerstvo, ekonomija, marketing, statistika, itd.
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Primenom klaster analize najceSce se zeli sprovesti grupisanje objekata u izvestan manji
broj grupa. Prema tome, slicno analizi glavnih komponenti i klaster analiza se moze
primeniti za redukciju analiziranih podataka. Za razliku od PCA analize, kod CA analize
redukcija podataka se sprovodi u odnosu na broj objekata, a ne u odnosu na broj

promenljivih.

Postupak klaster analize se sastoji iz dva osnovna koraka, izbora odgovarajue mere
sli¢nosti i izbora algoritma klasterovanja. Mere sli¢nosti koje se najéesce koriste u klaster
analizi su mere udaljenosti. Postoji nekoliko mera udaljenosti koje se primenjuju, pri
¢emu upotreba razliitih mera udaljenosti rezultuje razliCitim rezultatima analize.
Najces¢e koriS¢ena mera slicnosti jeste Euklidska udaljenost. Za reSavanje problema
klasterovanja razvijene su razli¢ite metode, medutim najzastupljenije i najceSce korisSéene
metode jesu nehijerarhijske 1 hijerarhijske metode klasterovanja. Hijerarhijske metode se
u osnovi sastoje iz procesa u kom se spajaju objekti u grupe, a u narednom koraku se
spajaju objekti 1 predhodno formirane grupe, tako da se jednom formirane grupe samo
prosiruju novim objektima, bez moguénosti prelaska objekata iz jedne grupe u drugu. Za
razliku od hijerarhijskih metoda, nehijerarhijske metode dozvoljavaju mogucénost
premesStanja objekata iz ranije formiranih grupa. Kod nehijerarhijskih metoda se
pretpostavlja da je broj grupa unapred poznat. Sam postupak nehijerarhijskog grupisanja
zapocinje inicijalnom podelom skupa objekata u izabrani broj grupa, potom se odredi
odstojanje izmedu svakog objekta i svake grupe i zatim se objekti izmedu grupa

premestaju sve dok izabrana funkcija kriterijuma grupisanja to sugerise®®%.,
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Hijerarhijska klaster analiza

Hijerarhijska klaster analiza (engl. Hierarchical cluster analysis, HCA) je hemometrijska
metoda koja se koristi za grupisanje sliénih objekata u klastere. Grupisanje objekata
primenom HCA moze se sprovesti na dva nacina, primenom algomerativne metode ili
divizione metode. Algomerativni metod polazi od pojedina¢nih objekata, odnosno u
prvom koraku svaki objekat €ini jedan klaster, nakon ¢ega se bliski objekti postepeno
spajaju u jedan klaster. Metode koje spadaju u ovu grupu zajednicki se nazivaju
hijerarhijske metode udruzivanja. Divizioni hijerarhijski metod funkcioniSe obrnuto,
odnosno od jednog klastera gde se nalaze svi objekti se formiraju dva nova klastera, a od
njih sledeca dva, itd., sve dok se ne formira onoliko klastera koliko ima pojedina¢nih

objekata. Ove metode se zajedni¢ki nazivaju hijerahijske metode deobe?®1%0,

U okviru aglomerativne HCA analize postoje razli¢ite metode izraCunavanja rastojanja,

odnosno udaljenosti izmedu klastera. U najpoznatije metode ubrajaju se sledece:

1. metoda pojedinacnog povezivanja (engl. single linkage clustering) se zasniva na

povezivanju dva objekta u dva razli¢ita klastera koja imaju najmanju medusobnu
udaljenost (najvecu sli¢nost), pri cemu ta dva objekta formiraju klaster. Nakon toga,
posmatra se udaljenost izmedu klastera i1 najblizi se spajaju. Proces se nastavlja sve
dok se svi objekti ne nadu u jednom klasteru,

2. metoda potpunog povezivanja (engl. complet linkage clustering) je veoma sli¢na

metodi jednostrukog povezivanja i predstavljena je kao maksimalna udaljenost
izmedu svih objekata u dva razliCita klastera. Primenom ove metode povezuju se
objekti koji imaju maksimalnu medusobnu udaljenost, odnosno objekti sa
minimalnom sli¢noscu,

3. metoda prosecnog povezivanja (engl. avrage linkage clustering) definiSe udaljenost

izmedu dva klastera kao prosek udaljenosti izmedu svih parova koje se mogu
definisati izmedu dva objekta. Prednost ove metode u odnosu na prethodne dve je u

tome $to uzima u obzir sve parametre klastera,

4. metoda centroidna (engl. Centroid clustering methods) definiSe udaljenost izmedu
dva klastera kao udaljenost izmedu aritmetickih sredina dva klastera, odnosno
njihovih centroida!®!,

5. Vardova metoda (engl. Wards clustering methods), kod ove metode se za svaki

klaster racuna aritmeticka sredina svake promenljive (varijable). Zatim se za svaki
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objekat racuna kvadratna Euklidska udaljenost do aritmeticke sredine klastera i svi
objekti ¢ija je ukupna (zajedni¢ka) suma ovih odstupanja minimalna spajaju se u
klaster. U ovoj metodi udaljenost izmedu dva klastera predstavlja sumu kvadrata
izmedu svih promenljivih koje su grupisane u dva klastera. Vardova metoda spada u

jednu od naj¢esée primenjivanih metoda u nauénim istrazivanjima'o2,

Rezultati algomerativne HCA analize se graficki predstavljaju u obliku
dvodimenzionalnog hijerahijskog dijagrama, nalik stablu, poznat pod nazivom
dendrogram. Vertikalna skala (rastojanje) na dendrogramu definiSe sli¢nosti, odnosno
razlike izmedu analiziranih podataka, odnosno Sto je vertikalno rastojanje manje

analizirani objekti su sli¢niji i obrnuto.

2.4.2. Analiza glavnih komponenti

Analiza glavnih komponenti (engl. Principal component analysis, PCA) predstavlja jednu
od najjednostavnijih, najpopulanijih 1 najces¢e primenjivanih multivarijantnih
hemometrijskih tehnika. PCA analiza je tehnika koja se primenjuje za analizu skupa
velikog boja podataka u slu¢aju kada ti podaci sadrZe suviSne informacije®. Cilj primene
PCA analize jeste smanjenje broja podataka. Na taj nacin se analiza pojednostavljuje,
veliki broj podataka se smanjuje na mnogo manji broj, pri cemu se zadrzavaju skoro sve

informacije sadrzane u prvobitnom skupu podataka.

Primenom PCA analize originalne promenljive se transformiSu u nove medusobno
nezavisne promenljive koje se nazivaju glavne komponente (engl. principal components,
PC). Svaka glavna komponenta (PC1, PC2,...PC,) predstavlja linearnu kombinaciju
originalnih promenljivih (X, Xj,...X;,). Na primer prva i druga glavna komponenta se

mogu izracunati na slede¢i nacin:
PCl =a; X; +a;Xs +...+ a;,X, (8)
PC2 = a, X; + anXs +...+ a5X, 9
gde ay1-ay, 1 axi-ay, predstavljaju koeficijente glavnih komponenti

U toku analize se dobija onoliko glavnih komponenti koliko je promenljivih (n) bilo u
skupu podataka. Prva glavna komponenta (PC1) opisuje najve¢i deo promenljivih

originalnog skupa podataka. Druga glavna komponenta (PC2) opisuje maksimum
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preostalih promenljivih, a naredne komponente se formiraju tako da opisuju onaj deo

promenljivih koji nije opisan prethodno izdvojenim glavnim komponentama!®.

Treba napomenuti da se primenom PCA analize ne postiZze uvek smanjenje velikog broja
originalnih promenljivih. Ukoliko originalne promenljive nisu u medusobnoj korelaciji
PCA analiza nece dati dobar rezultat. Najbolji rezultat se postize kada su orginalne

promenljive u visokoj korelaciji bilo pozitivnoj ili negativnoj”®.

Nakon dobijanja glavnih komponenti sprovodi se njihova redukcija 1 svode se na manji
broj. Najveca koli¢ina promenljivih sadrzana je u prvih nekoliko glavnih komponenti i po
pravilu, broj glavnih komponenti koji se uzima za dalju obradu bi trebao da opisuje Sto

veci procenat ukupne varijanse, najmanje 80%!%4,

Rezultati PCA analize se prikazuju pomocu grafika skorova (score plof) i grafika
koeficijenata latentnih promenljivih (loading plot). Grafik latentnih promenljivih

pokazuje koliko svaka promenljiva doprinosi rasporedu objekata duz PC ose.
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2.5. Kvantitativna veza izmedu strukture i svojstva molekula

Opste je poznato da struktura molekula u velikoj meri uti¢e na fizicka svojstva jedinjenja,
kao $to su: boja, miris, rastvorljivost, gustina, tacka topljenja, elektricna provodljivost,
itd. Osim fizickih svojstava, vremenom je otkriveno da hemijska reaktivnost, kao i
bioloska aktivnost takode zavise od molekulske strukture!9:1%6 Ukoliko se struktura
molekula posmatra kao nezavisno promenljiva, fizicka svojstva, hemijska reaktivnost i
bioloSka aktivnost se mogu posmatrati kao zavisno promenljive. Prema tome, veliki broj
naucnih istrazivanja je doprineo razvoju, boljem razumevanju i definisanju veze izmedu
strukture i karakteristika molekula'®’"1%° U =zavisnosti od karakteristika molekula,

razlikuju se tri pristupa:

¢ QSAR (Quantitative Structure - Activity Relationships) — opisuje kvantitativnu

vezu izmedu strukture i aktivnosti jedinjenja,

¢ QSRR (Quantitative Structure - Retention Relationships) — definiSe kvantitativnu

vezi izmedu strukture 1 retencije jedinjenja,

e QSPR (Quantitative Structure - Property Relationships) — definiSe kvantitativnu

vezu izmedu strukture i fizicko-hemijskih svojstava jedinjenja.

2.5.1. Kvantitativna veza izmedu strukture i retencije jedinjenja, QSRR

Razvoju QSRR pristupa, kao i veoma znacajnu ulogu QSRR modela doprinela su nau¢na
istrazivanja skraja devedestih godina, ¢iji je predvodnik bio Kalisan (Kaliszan)!'!%:1!1,
QSRR analiza predstavlja kvantitativnu vezu koja opisuje odnos izmedu hromatografskog
ponasanja ispitivanih jedinjenja 1 njihove molekulske strukture. U sklopu QSRR

istrazivanja koriste se hromatografski retencioni podaci®>8¢,

Za blize definisanje kvantitativnih odnosa izmedu strukture i retencije, QSRR, neophodne

su dve vrste ulaznih podataka:

e set kvantitativno uporedivih retencionih podataka za dovoljno veliku grupu

jedinjenja, koji predstavljaju zavisno promenljive podatke,

e set razli¢itih parametara koji opisuju strukturne karakteristike ispitivanih

jedinjenja i koji predstavljaju nezavisno promenljive podatke'!2.

25



Doktorska disertacija Kristina Tot

Primenom kompjuterskih tehnika ovi ulazni podaci se koriste za dobijanje QSRR modela.
Za dobijanje adekvatnog QSRR modela neophodano je da ulazni set podataka bude
relevantan, odnosno potreban je odgovarajuc¢i odabir molekula i njihovih molekulskih
deskriptora, kao i1 da je model statisticki znaCajan. Za linearnu zavisnost izmedu
retencionih podataka i molekulskih deskriptora primenom QSRR analize, preporucuje se
da su ispitivana jedinjenja strukturno slicna, u suprotnom linearna zavisnost se teSko
postize!!3, Ukoliko se QSRR analiza primenjuje na jedinjenja koja su strukturno razlicita,
za dobijanje odgovarajucih rezultata (modela), nepohodno je pocetni set podataka podeliti

u grupe koje sadrze jedinjenja sa strukturno sli¢nim fragmentima'!4,

Pored adekvatnog ulaznog seta podataka, za formiranje statisticki znacajnih modela
neophodno je odabrati odgovarajuce statisticke tehnike. Za QSRR ispitivanja koriste se
klasifikacione 1 regresione hemometrijske tehnike. Klasifikacione tehnike se koriste za
uocavanje sli¢nosti ili razlika izmedu ispitivanih jedinjenja i njihovo grupisanje. Dok
regresione tehnike sluze za analizu povezanosti izmedu zavisno i nezavisno promenljivih,
omogucavaju definisanje regresionih koeficijenata, kao 1 statistiCku evaluaciju
pretpostavljenog regresionog modela. NajceSce statisticke tehnike koje se koriste u QSRR
studijama su: visSestruka linearna regresija (engl. Multiple Linear Regression, MLR),
analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis, PCA), hijerarhijska
klaster analiza (Hierarchical Cluster Analysis, HCA), parcijalna regresija najmanjih
kvadrata (Partial Least Square, PLS), veStacke neuronske mreze (Artificial Neural

Networks, ANN)!13,

Statisticki znac¢ajan QSRR model se moze koristiti za predvidanje retencionog ponasanja,
srodnih, novih, jo§ nesintetisanih jedinjenjal'®, za identifikaciju najznacajnijih
molekulskih deskriptora, za objasnjenje mehanizma razdvajanja u primenjenom
hromatografskom sistemu!!’, za odredivanje sloZenih fizi¢ko-hemijskih svojstava

jedinjenja!'®, kao i za procenu relativne bioloske aktivnosti'!®.
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2.5.2. Molekulski deskriptori

Da bi na adekvatan nacin definisali kvantitativhu vezu izmedu retencije i strukture
molekula koriste se razli¢iti molekulski deskriptori. Molekulski deskriptori su brojevi koji
na odgovaraju¢i nacin definiSu strukturu molekula!?®, Molekulski deskriptori
predstavljaju krajnji rezultat matematicke i logicke procedure, kojom se hemijska
informacija sadrzana u molekulu prevodi u numericku vrednost koja simboli¢no

predstavlja odredenu karakteristiku molekula!?!.

Broj deskriptora koji se mozZe izracunati za neko jedinjenje je prakticno neograni¢en. U
literaturi su opisane hiljade deskriptora, od jednostavanih koji daju broj veza ili broj
atoma u molekulu, do slozenih koji u obzir uzimaju trodimenzionalnu strukturu'??. Za
izrac¢unavanje molekulskih deskriptora danas postoji veliki broj razli¢itih softvera i
moguce je izracunati preko 4000 molekulskih deskriptora, Sto potvrduje njihov naucni
znaéaj i veliku primenu'2!. Cak i najjednostavniji softverski paketi za crtanje hemijskih
struktura molekula imaju opciju izracunavanja nekih jednostavnih molekulskih

deskriptora.

Postoji nekoliko nacina na osnovu kojih se molekulski deskriptori mogu klasifikovati.
Jedna od najjednostavnijih podela je na osnovu nacina dobijanja deskriptora, odnosno na

eksperimentalne i teorijske.

Eksperimentalni molekulski deskriptori predstavljaju rezultat eksperimentalno
izmerenih vrednosti i najces¢e se odnose na fizicko-hemijska svojstva molekula, dok su
teorijski deskriptori izracunati primenom razli¢itih kompjuterskih programa i medusobno
se mogu razlikovati prema nacinu predstavljanja molekula. Osnovna razlika izmedu
eksperimentalnih 1 teorijskih molekulskih deskriptora je ta Sto teorijski deskriptori ne

sadrze statistiCku gresku koja nastaje usled eksperimentalnog merenja'?3.

Molekulski deskriptori, koji pripadaju grupi teorijskih deskriptora, u zavisnosti od
sloZenosti 1 vrste primenjenog algoritma za njihovo izraCunavanje mogu se podeliti na
bezdimenzionalne (0D), jednodimenzionalne (1D), dvodimenzionalne (2D),

trodimenzionlane (3D) i ¢etvorodimenzionalne (4D) molekulske deskriptore.
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e bezdimenzionalni deskriptori (0D) — su najjednostavniji, bezdimenzionalni
deskriptori koji se dobijaju na osnovu molekulske formule. 0D molekulski
deskriptori daju smo informacije o vrsti i broju atoma, ali ne i o samoj strukturi
molekula. Ovoj grupi molekulskih deskriptora pripadaju molekulska masa,
ukupan broj atoma u molekulu, broj atoma jednog elementa u molekulu, broj

prstenova, broj atoma u prstenu, broj jednostrukih, dvostrukih, trostrukih veza, itd.

¢ jednodimenzionalni deskriptori (1D) — se odnose na funkcionalne grupe i
fragmente koji su znacajni za molekul. 1D molekulski deskriptori daju informacije
o broju odredenih fragmenata i fizicko-hemijskim svojstvima molekula, kao 1 0D
molekulski deskriptori, ni 1D deskriptori ne sadrze informacije o molekulskoj
strukturi. Ovoj grupi deskriptora pripada broj primarnih, sekundarnih, tercijarnih

C-atoma, broj supstituisanih C-atoma, itd'?!.

¢ dvodimenzionalni deskriptori (2D) — se odnose na fleksibilnost, veli¢inu,
lipofilnosti molekula, itd. 2D deskriptori obuhvataju informacije o nacinu
povezivanja atoma u molekulu, kao 1 informacije o prirodi hemijskih veza izmedu
atoma, nezavisno od drugih parametara, kao Sto su rastojanje izmedu jezgara,
ugao veze 1 uvijanje ugla veze. Ovakvo predstavljanje molekulske formule zasniva
se na teoriji molekulskih grafova, pri ¢emu se deskriptori dobijeni na ovaj nacin

nazivaju jo§ i topoloski deskriptori.

e trodimenzionalni deskriptori (3D) — odnosno topografski deskriptori daju
informacije o prostornoj orijentaciji i konformaciji molekula. Cesto se nazivaju jo$
i prostorni deskriptori (npr. molekulska povrSina, molekulska zapremina,
momenat inercije, itd)!?*. Ovoj grupi pripadaju razli¢iti tipovi 3D deskriptora, kao

na primer elektronski, sterni, itd.

e (Cetvorodimenzionalni deskriptori (4D) — odnosno energetski deskriptori opisuju
molekul u trodimenzionalnom prostoru, kao i interakcije sa atomima koji ga
okruzuju. Kao rezultat se dobija vektorsko polje energetskih interakcija datog

molekula i okruZenja!?.
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Prednost 0D i 1D deskriptora je njihovo lako izracunavanje i tumacenje, jer ne obuhvataju
konformacionu problematiku, a nedostatak ovih deskriptora je Sto nose mali sadrzaj
informacija i veliki broj razli¢itih informacija mogu imati iste vrednosti ovih deskriptora.
Iako 3D 1 4D deskriptori nose vise informacija u odnosu na jednostavne deskriptore,
njihov nedostatak je Sto previse informacija c¢esto ima za posledicu dobijanje
nereproduktivnih modela. Na osnovu cega se mozZe zakljuciti da najboji moguci

deskriptori ne postoje.

UopSetno govoreci, molekulski deskriptori mogu biti vise ili manje korisni, jednostavni ili
primenljivi, ali svaki dobar molekulski deskriptor treba da poseduje i druge vazne
karakteristike. Da bi se molekulski deskriptor primenjivao u QSAR/QSRR modelima
potrebno je da omogucéava strukturno tumacenje, pokazuje dobru korelaciju sa najmanje
jednim svojstvom molekula, ukoliko je moguce, pravi razliku medu izomerima, da je
primenljiv na delove strukture, da je nezavisan i jednostavan, da nije u korelaciji sa
drugim deskriptorima, da se lako izraCunava, da moZe da se primeni na strukturno slicne
molekule i da se postepeno menja sa postepenim promenama u strukturi, da ne ukljucuje

eksperimentalne podatke!2°.

Prema prirodi informacije koju nose molekulski deskriptori se mogu podeliti na fizicko-

hemijske, topoloske, talasno-mehanicke i bioloske.

Fizicko-hemijski deskriptori se odnose na sva fizicko-hemijska svojstva molekula.
Fizi¢ko-hemijski deskriptori karakteriSu svojstva celog molekula jednom vrednoscu (npr.
lipofilnost (log P), rastvorljivost, temperatura topljenja, zapremina molekula i dr). Od
svih deskriptora najéesc¢e se koristi log P, deskriptor lipofilnosti molekula izrazen kao

logaritam podeonog koeficijenta P za sistem 1-oktanol-voda!?’.

Topoloski deskriptori su dvodimenzionalni deskriptori koji se dobijaju na osnovu
molekulskih grafova i nose informacije o vrsti atoma i nacinu njihovog povezivanja. Ovi
deskriptori omogucavaju jednostavno odredivanje veli¢ine 1 oblika molekula, cikli¢nost,
kao i odredivanje ra¢vanja u strukturi'?®"132, Danas postoji veliki broj kompjuterskih
programa za jednostavno i brzo izra¢unavanje topoloskih deskriptora, Sto omogucéava

njihovu Siroku primenu u QSRR modelima.

Talasno-mehanicki deskriptori, odnosno elektronski deskriptori sadrze informacije o
raspodeli elektrona u molekulskim orbitalama, kao i energiji koja pripada odredenoj

raspodeli elektrona. Ovi molekulski deskriptori se najces¢e primenjuju kod aromati¢nih i
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konjugovanih sistema. Primeri molekulskih deskriptora iz ove grupe su: gustina atomskog
naelektrisanja, dipolni momenat, energija najviSih zauzetih orbitala, HOMO (engl.
Highest Occupied Molecular Orbitals), energija najnizih slobodnih orbitala, LUMO
(engl. Lowest Unoccpied Molecular Orbitals), itd'?'. Glavni nedostatak talasno-
mehanickih deskriptora jeste dugotrajan proces izracunavanja, kao i Cinjenica da je

tumacenje 1 razumevanje ovih deskriptora ¢esto kompleksno.

Bioloski ili ADMET deskriptori sadrze informacije o bioloSkim svojstvima molekula,
koja su vezana za absorpciju, distribuciju, metabolizam, eliminaciju (izlu¢ivanje) 1
toksi¢nost. Primeri deskriptora koji pripadaju ovoj grupi su: deskriptor absorpcije u
gastrointestinalnom traktu, HIA %(engl. Human Intestinal Absorption)'33, deskriptor
prolaska kroz krvno-mozdanu barijeru, BBB (engl. Blood Brain Barrier)'3* 136, deskriptor
vezivanja za proteine krvne plazme, PPB % (engl. Plasma Protein Binding)'?’, deskriptori
inhibicije ili aktivacije odredenih enzima, deskriptori toksikoloskih svojstava molekula!38,

itd.
2.6. Linearni odnos energije solvatacije

Linearni odnos energije solvatacije (engl. Linear Solvation Energy Relationship, LSER)
je model koji uzima u obzir razlicite interakcije (dipolarne, polarizabilne, vodoni¢ne veza)
koje doprinose ukupnoj vrednosti neke fizicke veli¢ine (npr. retencioni parametar u

hromatografskim sistemima, pomeranje apsorpcionih maksimuma u spektroskopiji...).

Ovakav pristup je veoma znacajan jer pomocu parametara koji opisuju interakcije u
datom sistemu omogucava se prepoznavanje dominatnih interakcija, definisanje
sposobnosti okruzenja da intereaguje sa nekim jedinjenjem, kao i procenu parametara
samog jedinjenja. Pored toga, LSER pristup omogucava i procenu interakcija koje su
odgovorne za razlicite fiziCko-hemijske procese. Zbog toga je od izuzetne vaznosti imati

uvid u interakcije koje su dominatne u datom sistemu.

Radi lakSeg i boljeg razumevanja razlicitih interakcija koje se deSavaju u datom sistemu
najcesce se primenjuje jednacina koju je predlozio Abraham i data je slede¢im izrazom

(10)139,140'

SP=I1+eE+sS+ad+bB+vV (10)
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U ovoj jednacini, SP predstavlja odredeno svojstvo jedinjenja koje se, na primer, odnosi
na njegovu raspodelu izmedu dve faze. Parametri koji su zavisni od tipa/vrste jedinjenja
sukE, S, A, B1iV (velika slova) i odnose se na: E je viSak polarizabilnosti (u odnosu na n-
alkan iste molarne zapremine), S opisuje dipolarnost jedinjenja, A opisuje sposobnost
jedinjenja da bude donor protona pri uspostavljanju vodoni¢ne veze, B opisuje sposobnost
jedinjenja da bude akceptor protona pri uspostavljanju vodoni¢ne veze i V odgovara

molarnoj zapremini jedinjenja, a / je konstanta koja zavisi od svojstva sistema!4!~143,

Koeficijenti u Abrahamovoj jednadini oznaceni malim slovima, e, s, a, b, 1 v,
predstavljaju doprinose sistema: e predstavlja sposobnost sistema da intereaguje sa
jedinjenjem preko elektronskog para, s definiSe dipolarnost, @ i b opisuju donorsko-
akceptorska svojstva pri uspostavljanju vodoni¢ne veze, dok v opisuje relativnu
sposobnost formiranja Supljine u nepokretnoj 1 pokretnoj fazi. Odnosno, parametar v

predstavlja uticaj zapremine samog molekula.

LSER model predloZen od strane Abrahama se primenjuje u modelovanju particionih
procesa'467148  JTako LSER model nije ba§ uvek najbolji izbor prilikom odredivanja
hromatografskih parametara, prednost LSER modela je u tome Sto pruza uvid u osnovne

interakcije koje uticu na vrednost hromatografskih parametara.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO



Doktorska disertacija Kristina Tot

3.1. Ispitivana jedinjenja

U ovom radu ispitivano je retenciono ponasanje 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-
5-hidantoina. Ispitivana jedninjenja su sintetisana na Katedri za organsku hemiju
TehnoloSko-metalurS§kog fakulteta u Beogradu!#. Ispitivana jedinjenja su sintetisana
prema modifikovanoj metodi koju su objavili Suzuki (Suzuki) i saradnici!®®. Strukture
ispitivanih jedinjenja date su u tabeli 2. Ispitivani derivati cikloalkanspiro-5-hidantoina se
mogu svrstati u tri serije i to su: serija 1: 3-(4-supstituisani benzil)ciklopentanspiro-5-
hidantoini, serija 2: 3-(4-supstituisani benzil)cikloheksanspiro-5-hidantoini i serija 3: 3-
(4-supstituisani benzil)cikloheptanspiro-5-hidantoini. U okviru svake serije, jedinjenja se
medusobno razlikuju prema supstituentu R (H, CH3;, OCH3;, Cl, Br, CN i NO,) koji je u

para polozaju vezan za benzil-grupu u polazaju 3 hidantoinskog prstena.

Tabela 2. Strukture ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-hidantoina.

serija I serija I1 serija I1I

ciklopentanspiro-5-hidantoini  cikloheksanspiro-5-hidantoini  cikloheptanspiro-5-hidantoini

Broj n R Broj n R Broj n R
jedinjenja jedinjenja jedinjenja

L1 3 H 1.1 4 H 1.1 5 H
1.2 3 CH, 11.2 4 CH, 111.2 5 CH,
L3 3 OCH, IL3 4 OCH, 111.3 5 OCH,
L4 3 Cl 1.4 4 Cl I11.4 5 Cl
L5 3 Br I1.5 4 Br I1L.5 5 Br
1.6 3 CN I1.6 4 CN I11.6 5 CN
1.7 3 NO, 117 4 NO, 1117 5 NO,
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3.2. Hromatografska analiza

Retenciono ponasanje tri serije novosintetisanih derivata spirohidantoina ispitivano je
primenom hromatografije na tankom sloju (TLC) i te¢ne hromatografije pod visokim

pritiskom (HPLC).

3.2.1. Hromatografija na tankom sloju

U hromatografiji na tankom sloju kao nepokretna faza koriS€ene su gotove ploce,
dimenzija 10x10 cm, modifikovanog silika gela RP-18 i fluorescentnim indikatorom
(silica gel 60 RP-18 F,s45, HPTLC, Merck, Germany), a kao pokretne faze koriSéene su
dvokomponentne smeSe vode i organskog rastvaraca u razli¢itim zapreminskim udelima.
Pokretne faze su sadrzale jedan od sledec¢ih organskih rastvaraca: etanol (Sigma-Aldrich),
n-propanol (Sigma-Aldrich), i-propanol (Lachema), #butanol (Sigma-Aldrich),
acetronitril (J. T. Backer), aceton (Zorka-Pharma), tetrahidrofuran (THF) (Zorka-Pharma)
ili 1,4-dioksan (Sigma-Aldrich). Svi upotrebljeni organski rastvaraci u pokretnoj fazi bili

su analiti¢ke ¢istoce.

Zapreminski udeli organskih rastvaraa u primenjenim pokretnim fazama varirani su u

slede¢em opsegu:

- P(etanol) = 50—70% V/v, sa prirastajem od 2—5%,

- Q(n-propanol) = 50—=74% Vv/v, sa prirastajem od 4-10%,
. @(i-propanol) = 50—70% v/v, sa prirastajem od 4-6%,

- @(-butanol) = 30—70% v/v, sa prirastajem od 4—6%,

- Pacetonitriy = 0—=70% v/v, sa priraStajem od 4—6%,

- Paceton) = 50%—80% v/v, sa prirastajem od 4—6%,

. ¢rur) = 40=70% v/v, sa prirastajem od 4—6%,

0 N N R W~

- Q(1 4-dioksan) = 50—74% Vv/v, sa priraStajem od 4—10%.

Pripremljeni su rastvori ispitivanih jedinjenja u etanolu. Sadrzaj ispitivanih jedinjenja u
rastvoru je bio 1 mg/cm?. Na nepokretnu fazu pomocu kapilare naneto je oko 2 ul
pripremljenog rastvora, na rastojanju od 5 mm od ivice plo¢e. Hromatogrami su razvijani

jednodimenzionalnom uzlaznom tehnikom, bez prethodnog =zasi¢enja atmosfere
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hromatografske kade (CAMAG, Switzerland) parama rastvara¢a na sobnoj temperaturi
(2242 °C). Nakon S$to je rastvara¢ presao put od ~4,5 cm, hromatografski proces je
prekinut, a ploc¢e izvadene iz kade u kojoj su razvijane. Nakon razvijanja, na ploci je
oznacena visina fronta pokretne faze, a zatim su hromatogrami suSeni na vazduhu.
Ispitivana jedinjenja su detektovana pomoc¢u UV lampe (CAMAG, Switzerland), na UV
svetlosti talasne duZine 245 nm, pri ¢emu su se na fluorescentnoj osnovi javile tamne

mrlje.

Nakon identifikacije, za svako ispitivano jedinjenje izmeren je predeni put od starta, kao 1
put koji je presao front pokretne faze. Nakon izmerenih rastojanja, za svako ispitivano
jedinjenje izraCunate su Ry vrednosti prema jednacini (2). Na osnovu izraunatih Rp
vrednosti zatim su izracunate Ry vrednosti primenom jednacine (3). Retencioni podaci,

Ry vrednosti za sve pokretne faze dati su u Prilogu (tabele P1-P8).

3.2.2. Teéna hromatografija pod visokim pritiskom

Kao nepokretna faza koris¢ena je C-18 kolona Poroshell 120 (Santa Clara, California,
USA) (pre¢nik kolone je 3 mm, duzina kolone je 10 mm) sa veli¢inom cestica od 2,7 pm.
Kolona je termostatirana na temperaturi 40°C. Injekciona zapremina ispitivanih jedinjenja
bila je 5 ul, a jedinjenja su detektovana pomocéu DAD detektora na 210 nm + 4 nm. Kao
pokretna faza koriS€ena je smeSa vode 1 acetonitrila (J. T. Backer) visokog stepena
Cistoce, HPLC kvaliteta. Zapremiski udeo acetonitrila u pokretnoj fazi se kretao u opsegu

od 60 % do 80 % v/v, sa prirastajem od 5 %. Protok pokretne faze iznosio je 0,8 ml/min.

Za analizu hromatografijom pod visokim pritiskom rastvori ispitivanih jedinjenja
pripremljeni su tako $to je odmeren 1 mg ispitivanog jedinjenja i rastvoren u 1 cm?
acetonitrila. Rastvori su zatim filtrirani kroz LLG Syringe PTFE filter (pre¢nik 25 mm,
veli¢ina pora 0,45 um) (LLG Labware, Meckenheim, Germany). Koris¢en je HPLC
sistem serije Agilent Technologies 1100 (Santa Clara, California, USA) sa DAD
detektorom i Agilent ChemStation softverom za obradu podataka, opremljen pumpom,

degazerom i automatskim injektorom.
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Sa hromatograma je oc€itano mrtvo retenciono vreme (#y), odnosno prvi signal koji se
pojavljuje na hromatogramu, kao i retenciona vremena ispitivanih jedinjenja (#,). Na
osnovu izmerenih retencionih vremena za svako ispitivanio jedinjenje prema jednacini (5)
izracunate su vrednosti retencionih faktora ispitivanih jedinjenja (k), odnosno logaritmi
retencionih faktora (logk) na osnovu jednacine (6). Retencioni podaci, odnosno log k

vrednosti date su u Prilogu (tabele P9).
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3.3. Kompjuterska izraCunavanja

3.3.1. Geometrijska optimizacija molekulske strukture ispitivanih jedinjenja i

izraCunavanje molekulskih deskriptora

Primenom ChemDraw Ultra 7.0 programa!>! nacrtane su 2D molekulske strukturne

formule ispitivanih jedinjenja. Zatim su 2D molekulske strukture optimizovane pomocu

Chem.3D.Ultra 7.0 programa, tako $to su 2D strukture prevedene u 3D konformacione

formule, 1 pomoc¢u molekulsko-mehanicke MM+ metode zasnovane na MM?2 algoritmu

odredena je 3D konformacija sa minimalnom energijom.

3D formule sa minimalizovanom energijom korS¢ene su za izraCunavanje molekulskih

deskriptora kompjuterskim programom Dragon 5.5'52. Izracunato je ukupno preko 2700

molekulskih deskriptora, od kojih je u radu koris¢eno 40. Molekulski deskriptori

kori$¢eni u radu izraCunati kompjuterskim programom Dragon 5.5 dati su u tabeli 3.

Tabela 3. Molekulski deskriptori korisceni u radu izracunati programom Dragon 5.5

Broj Oznaka

Znacenje molekulskih deskriptora

1 MW molekulska masa, (engl. molecular weight)
) Sy zbir van der Vals-ovih zapremina atoma, (engl. sum of atomic van der
Waals volumes)

3 Se zbir atomskih Sanderson-ovih elektronegativnosti, (engl. sum of atomic
Sanderson electronegativities)

4 Sp zbir polarizabilnosti atoma, (engl. sum of atomic polarizabilities)

5 Si zbir prvih jonizacionih potencijala, (engl. sum of first ionization potentials)

6 nAT ukupan broj atoma, (engl. number of atoms)

7 nBT ukupan broj veza, (engl. number of bonds)

8 RBN broj rotiraju¢ih veza, (engl. number of rotatable bonds)

9 nH broj atoma vodonika, (engl. number of Hydrogen atoms)

10 nC broj atoma ugljenika, (engl. number of Carbon atoms)

11 nN broj atoma azota, (engl. number of Nitrogen atoms)

10 nO broj atoma kiseonika, (engl. number of Oxygen atoms)

13 nCl broj atoma hlora, (engl. number of Chlorine atoms)

14 nHet broj heteroatoma, (engl. number of heteroatoms)

15 nX broj atoma halogenih elemenata, (engl. number of halogen atoms)

16 ARR aromaticni odnos, (engl. aromatic ratio)

17 nHAcc broj atoma koji su akceptori u vodoni¢noj vezi, (engl. number of acceptor

atoms for H-bonds)
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Tabela 3. Nastavak

Broj Oznaka Znacenje molekulskih deskriptora
13 1HDon broj atoma koji su donori u vodoni¢noj vezi, (engl. number of donor
atoms for H-bonds)
19 Hy hidrofilni faktor, (engl. Aydrophilic factor)
20 AMR molarna refrakcija, (engl. Ghose-Crippen molar refractivity)
topoloska polarna povrsina izrazena preko polarnog doprinosa atoma N
21  TPSA(NO) 1 0, (engl. topological polar surface area using N,O polar
contributions),
topoloska polarna povrsina izrazena preko polarnog doprinosa atoma N,
22 TPSA(Tot) O, SiP, (engl. topological polar surface area using using N, O, S, P
polar contributions)
23 MLOGP Morigucijev podeoni koeficijent '0.l<tanol-voda, (engl. Moriguchi
octanol-water partition coeff. (logP))
24 MLOGP2 kvadrat Morigucijevog podeonog koeficijenta oktanol-voda, (engl.
squared Moriguchi octanol-water partition coeff. (logP"2))
25 ALOGP podeoni koeficijent oktanol-YQda, (engl. Ghose-Crippen octanol-water
partition coeff. (logP))
26 ALOGP? kvadrat podeonog koeficijenta oktanol-voda, (engl. squared Ghose-
Crippen octanol-water partition coeff. (logP"2))
27 Vx zapremina, (engl. McGowan volume)
2% VvdwMG van der Vals-ova zapremina, (engl. van der Waals volume from
McGowan volume)
van der Vals-ova zapremina izraCunata na osnovu Zao-Abraham-
29  VvdwZaz Zisimosove jednacine, (engl. van der Waals volume from Zhao-
Abraham-Zissimos equation)
30 PDI indeks gustine pakovanja, (engl. packing density index)
udeo veza oko kojih je moguca slobodna rotacija, (engl. rotatable bond
31 RBF .
fraction)
32 ECC ekcentri¢nost, (engl. Eccentricity)
33 DBI indeks grananja, (engl. Dragon branching index)
34 SAtot ukupna povrsina, (engl. total surface area from P_VSA-like descriptors)
35 SAace povrsina akceptorskih atoma, (engl. surface area of acceptor atoms
from P_VSA-like descriptors)
36 Uc broj nezasic¢enih veza, (engl. unsaturation count)
37 Ui indeks nezasi¢nosti, (engl. unsaturation index)
38 Pol broj koji ukazuje na polarnost molekula, (engl. polarity number)
39 IAC ukupan indeks koji pruza informaciju o atomskom sastavu, (engl. fotal
information index on atomic composition)
40 ISIZ indeks koji pruza informaciju o veli¢ini molekula, (engl. information

index on molecular size)
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Osim podeonih koeficijenta ALOGP, ALOGP2, MLOGP i MLOGP?2 koji su izracunati
pomocu softvera Dragon 5.5, koriS€eni su i drugi programi za izraCunavanje vrednosti
podeonog koeficijenta, kao $to su Molinspiration'** (miLogP), ChemDraw Ultra 7.0'3!

(ClOgP, 1OgPCrippen’ 1OgPViswanadhan 1 1OgPBrottO) 1 ADMETlab154 (lOg P)

Pomoc¢u programa ADMETIlab'>* online su izracunate i vrednosti za log D (logaritam
distribucionog koeficijenta pri pH = 7,4) 1 logS (logaritam rastvorljivosti u vodi).
Programom Pre ADMET!® izracunate su vrednosti farmakokineti¢kih parametra: afinitet
vezivanja jedinjenja za proteine plazme (engl. Plasma Protein Binding, PBB%),
raspodela kroz krvno-mozdanu barijeru (engl. Blood Brain Barrier, BBB) i humana

intestinalna (crevna) absorpcija (engl. Human Intestinal Absorption, HIA%).

Abrahamovi solvatohromni parametri (velika slova 4, B, S, E 1 V) u jednacini (10) za

referentna jedinjenja preuzeti su iz UCF-LSER baze podataka!>®.

3.3.2. Obrada eksperimentalnih rezultata

Za obradu eksperimentalnih rezultata koriS¢en je program Microsoft Office Excel 2007.
Primenom statistickog paketa Data Analysis, koji se takode nalazi u okviru Microsoft
Office Excel-a uradena je prosta linearna regresija (engl. Simple linear regression, SLR),
dok je za viSestruku linearnu regresiju (engl. Multiple linear regression, MLR) primenjen

program Statistica v.14.0 (StatSoft (Europe), GmbH, Hamburg).

Primenom MLR analize dobijeni su regresioni modeli gde su kao zavisno promenljive bili
primenjeni hromatografski parametri lipofilnosti, odnosno Ry’ vrednosti izraunate za
osam razli¢itih pokretnih faza (etanol—voda, n-propanol—voda, i-propanol-voda, t-
butanol—voda, acetonitril-voda, aceton—voda, 1,4-dioksan—voda i THF—voda) na RP-18
modifikovanom silika-gelu. Pored Ry’ vrednosti, u MLR analizi kao zavisno promenljiva
primenjen je 1 parametar lipofilnosti logky, koji je odreden primenom HPLC-a u
pokretnoj fazi acetonitril-voda na RP-18 modifikovanoj nepokretnoj fazi. Kao nezavisno

promenljive primenjeni su molekulski deskriptori.
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Za statisticku analizu hromatografskih podataka primenjena je hijerarhijska klaster
analiza (HCA) i analiza glavnih komponenti (PCA). Ove dve analize odradene su uz

pomo¢ programa Statistica v.14.0 (StatSoft (Europe),GmbH, Hamburg).

Statisticka analiza je prvo primenjena na pojedine serije ispitivanih jedinjenja, pri ¢emu
su multivarijacione tehnike (HCA 1 PCA) izvedene na matricama podataka (7x8), gde
parametri lipofilnosti odredenih hromatografski u osam razli¢itih pokretnih faza

predstavljaju varijable (kolone), a redovi odgovaraju ispitivanim jedinjenjima jedne serije.

Nakon toga, HCA i PCA analize su primenjene na sva ispitivana jedinjenja, gde parametri
lipofilnosti predstavljaju varijable (kolone), dok ispitivana jedinjenja predstavljaju redove

formirane matrice (21x19).

Pre primene odabrane multivarijacione analize, podaci matrice su standardizovani kako bi
uticaj svih analiziranih parametara bio jednak. Kod HCA analize kao mera udaljenosti,
odnosno razli¢itosti primenjena je Euklidova razdaljina, a klasteri su formirani primenom

algomerativne Vard-ove metode.

Pravilo Lipinskog je primenjeno na ispitivane derivate spirohidantoina u cilju
proucavanja njihove farmakokineticke aktivnosti. Racunske vrednosti tri molekulska
deskriptora koja su obuhvaéena pravilom Lipinskog izraCunati su pomocu softvera
Dragon (verzija 5.5), dok je vrednost podeonog koeficijenta (log P) izraCunata razli¢itim
kompjuterskim programima. Primenom programa OSIRIS'S” izradunate su vrednosti
parametara koji opisuju sli¢nost ispitivanog jedinjenja sa lekom, kao i vrednosti ocene

leka.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. Retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja u uslovima te¢ne

hromatografije

Retenciono ponasanje novosintetisanih derivata spirohidantoina ispitivano je primenom
te¢ne hromatografije na tankom sloju i primenom tec¢ne hromatografije pod visokim
pritiskom. Kod obe primenjene hromatografske tehnike koris¢ena je oktadecil-

modifikovana nepokretna faza, RP-18.

Pokretne faze su bile smeSe vode 1 organskog rastvaraca. KoriS¢eni su organski rastvaraci
koji su imali razli¢ita donorsko-akceptorska svojstva. Prema proton-donorskoj i proton-
akceptorskoj sposobnosti rastvara¢i se mogu podeliti na proti¢ne 1 aproti¢ne. Proti¢ni
rastvaraCi imaju vezan vodonik za elektronegativan atom, mogu da ga predaju vodonik,
pa se samim tim ponaSaju kao proton donori u vodoni¢noj vezi. Aproticni rastvaraci
nemaju vodonik, ali u svojoj strukturi sadrze jako elektronegativan atom!®, pa su

akceptori protona u vodoni¢noj vezi.
Od osam razli¢itih pokretnih faza, Cetiri su kao organsku komponentu sadrzale organski

rastvaraC iz grupe proti¢nih: etanol, n-propanol, i-propanol i #-butanol, a Cetiri iz grupe

aproticni rastvaraca: acetonitril, aceton, THF 1 1,4-dioksan.

44



Doktorska disertacija Kristina Tot

4.1.1. Uticaj prirode organskog rastvaraca pokretne faze na retenciju ispitivanih

jedinjenja u hromatografiji na tankom sloju

Uticaj prirode organskog rastvaraca u pokretnoj fazi na retenciju spirohidantoina L5, IL5,
IIL.5 prikazan je na slici 5 (za proti¢ne rastvarace) 1 na slici 6 (za aproticne rastvarace).

Sastav pokretne faze je bio 50% voda i 50% organski rastvara¢ (zapreminski udeo).
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Slika 3. Ry vrednosti ispitivanih supstanci (1.3, 113, III 3) za raliéite proticne organske rastvarace
pri istom zapreminskom udelu u pokremoj fazi: etanol (# ), i-propanol (A), t-butanol(®) i n-

propanol ()
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Slika 6. Ry vrednosti ispitivanih supstanci (1.5, IL 3, III 5) za ralidite proticne organske rastvarace
prinjihovem istom zapreminskom udelu u polretgf fazi: aceton (+), acetonitril (8), 1,4-dioksan
{m), i THF (&)
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U hromatografiji na obrnutim fazama, pored nespecifi¢nih hidrofobnih interakcija
ispitivanih jedinjenja sa nepokretnom fazom, na retenciju utiCu specificne donorsko-
akceptorske interakcije. Primenom razlicitih organskih rastvaraca postizu se fine razlike u
polarnim interakcijma ispitivanih jedinjenja sa pokretnom fazom Sto se odrazava na

razlike u Ry vrednostima (slika 51 6).

Prilikom tumacenja interakcija izmedu molekula ispitivanih jedinjenja i pokretne faze u
velikoj meri moze pomo¢i poznavanje Hansenovih parametra rastvorljivosti rastvaraca'>®
koji su u sastavu pokretne faze. Takode, poznavanje dielektricne konstante upotrebljenih
organskih rastvaraca (¢) je od koristi. Po Hansenu svaki rastvara¢ moze biti okarakterisan
sa ukupno tri parametra rastvorljivosti, a to su parametar dq, koji karakteriSe jacinu
disperzionih interakcija, parametar J,, koji opisuje merilo dipolnih interakcija i parametar

On, koji definiSe sposobnost formiranja vodoni¢nih veza tog rastvaraca (tabela 4).

Tabela 4. Hansenovi parametri i dielektricna konstanta upotrebljenih rastvaraca

Rastvarac dq op On €

etanol 15,8 8,8 19,4 243
n-propanol 16,0 6.8 17,4 20,1
i-propanol 15,8 6,1 16,4 18,3
t-butanol 15,2 5,1 14,7 10,9
acetonitril 15,3 18,0 6,1 37,5
aceton 15,5 10,4 7,0 20,7
THF 16,8 5,7 8,0 7,5
1,4-dioksan 19,0 1,8 7.4 2,3

Odabrana jedinjenja 1.5, IL.5 i IIL.5 ¢ija retencija je prikazana na slikama 5 1 6 imaju isti
supstituent R (—Br) a razlikuju se po veli¢ini cikloalkil grupe u polozaju 5 hidantoinskog
prstena. Na taj nacin mozemo da uporedimo R\; vrednosti istog jedinjenja u razli¢itim
pokretnim fazama pri istom zapreminskom udelu organskog rastvaraca. Kod proti¢nih
rastvaraca (slika 5) retencija raste sa porastom polarnosti rastvaraca. Porast retencije je

prema slede¢em rasporedu:

n-propanol < ¢-butanol < i-propanol < etanol

Najve¢e Ry vrednosti kod proti¢nih rastvarata su sa etanolom, a najmanje sa n-
propanolom (slika 5). Ovo se moZe objasniti ¢injenicom da je etanol od svih primenjenih
proti¢nih rastvaraca najpolarniji zbog c¢ega ima najveéu sklonost ka polarnim
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interakcijama. Na ovo svojstvo etanola ukazuje i1 visoka vrednost Hansenovog

parametara, J,,, u odnosu na druge proti¢ne rastvarace (tabela 4).

I kod aproti¢nih rastvaraca retencija ispitivanih jedinjenja je u skladu sa njihovom
polarnoScu, a Sta je u skladu sa vrednostima Hansenovog parametara dipolarnosti, J,,, kao
1 vrednostima dielektricne konstante, e (tabela 4). Sa slike 6 se uocava da je retencija
ispitivanih jedinjenja veca u slucaju polarnih aproti¢nih rastvaraca (acetonitril, aceton) u
odnosu na nepolarne aproti¢ne rastvarace (THF, 1,4-dioksan), gde retencija ispitivanih

jedinjenja opada. Porast retencije je sledeci:

THF < 1,4-dioksan < acetonitril < aceton

Acetonitril u odnosu na aceton ima vecu polarnost na Sta ukazuje i vrednost Hansenovog
parametra, J,, (tabela 4). Prema tome ocekivano je da retencija ispitivanih jedinjenja u
acetonitrilu bude najvefa. Medutim, najveca retencija je izmerena u acetonu kao
organskom rastvaracu pokretne faze. Ovo se moze biti povezano s ¢injenicom da aceton
(0n = 7,0) ima vecu sposobnost gradenja vodoni¢nih veza u odnosu na acetonitril (J, =

6,1).

Takode, iako je THF u odnosu na 1,4-dioksan polarniji na Sta ukazuje vrednost
Hansenovog parametra, J,, (tabela 4), retencija u THF-u je veca. lako to Hansenovi
parametri ne pokazuju, zbog prisustva jednog atoma kiseonika u svojoj strukturi, THF
moze da nagradi samo jednu vodoni¢nu vezu, u odnosu na 1,4-dioksan koji u svojoj
strukturi ima dva elektronegativna atoma, odnosno dva atoma kiseonika koji mogu da

grade dve vodoni¢ne veze.

Ovakvo retenciono ponasanje ispitivanih jedinjenja (slike 5 1 6, tabela 4) ukazuje na to da

je retencija spirohidantoina uslovljena prirodom organskog rastvaraca u pokretnoj fazi.

Na osnovu Ry vrednosti za sva ispitivana jedinjenja predstavljenih u tabelama P1-P8 i
slike P1 i P2 (Prilog) uocava se da je najveca retencija izmerena u etanolu, a najmanja u
THF-u kao organskom rastvara¢u. Prema tome, moze se zakljuciti da priroda rastvaraca
uti¢e na renetciju ispitivanih jedinjenja, odnosno retencija ispitivnanih jedinjenja raste sa

porastom polarnosti primenjenog rastvaraca.
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4.1.2. Uticaj sadrZaja organskog rastvaraca u pokretnoj fazi na retenciju ispitivanih

jedinjenja

Radi ispitivanja uticaja sadrzaja organskog rastvaraca u pokretnoj fazi na retenciju
ispitivanih jedinjenja uradeni su eksperimenti sa pokretnom fazama u kojima je variran
zapreminski udeo organskih rastvaraca, ¢. Na slici 7 su predstavljene Ry vrednosti za
ispitivana jedinjenja I1I.1 (—H), 1.2 (—CH3;) i II1.6 (—CN) primenom hromatografije na

tankom sloju u funkciji zapreminskog udela organskog rastvaraca.
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Slika 7. Zavisnost Ry, vrednosti od zapreminskog udela organskog rastvaraca za derivate

spirohidantoina

Na gornja dva grafika slike 7 su predstavljene zavisnosti Ry vrednosti od zapreminskog
udela dva proti¢na (n-propanol i #-butanol), a graficima u drugom redu za dva aproti¢na

(acetonitril 1 1,4-dioksan) rastvaraca. Ry vrednosti linearno opadaju sa povecanjem
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zapreminskog udela organskog rastvaraca u pokretnoj fazi. Zavisnost Ry vrednosti od
zapreminskog udela organskog rastvaraa za preostala ispitivana jedinjenja, takode
linearno opada sa povecanjem zapremine primenjenog organskog rastvaraca (Prilog, slike

P3-P8).

Uticaj sadrzaja organskog rastvaraca na log k vrednosti ispitivanih jedinjenja primenom
teCne hromatografije pod visokim pritiskom na obrnutim fazama predstavljen je na slici 8.
Na slici 8 predstavljene su logk vrednosti za ispitivana jedinjenja IIL.1 (—H), IIL2
(—CHj3) 1 I11.6 (—CN) sa razli¢itim zapremiskim udelom acetonitrila (¢) u pokretnoj fazi.

0,60

¢ 1.1
¢ 1.2
1.6

0,40

0,20

)
2 0,00 -

20,20

20,40 . .

0,55 0,65 0,75 0,85
@ acetonitril

Slika 8. Zavisnost logk vrednosti od zapreminskog udela acetonitrila odabranih derivata

spirohidantoina

Sa slike 8 se moZe uociti da se log k vrednosti za ispitivana jedinjenja IIL.1, IIL2 i I11.6
menjaju sa promenom zapreminskog udela acetonitrila, odnosno log & vrednosti linearno
opadaju sa povecanjem zapreminskog udela acetonitrila. Graficki prikaz zavisnosti log k&
vrednosti od zapreminskog udela acetonitrila za sva ispitivana jedinjenja prikazan je na
slici P9 (Prilog), gde se moze uociti da promena zapreminskog udela organskog
rastvaraca na identican nacin uti¢e na sva ispitivana jedinjenja, odnosno sa poveéanjem

zapremine acetonitrila, log k& vrednosti za ispitivana jedinjenja linearno opadaju.
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4.1.3. Uticaj strukture ispitivanih jedinjenja na retenciju

Na retenciono ponasanje jedinjenja spirohidantoina proucavan je uticaj hemijske strukture
sve tri serije ispitivanih jedinjenja. Na slici 9 prikazana je promena retencije (Ry 1 log k
vrednosti) sve tri serije ispitivanih derivata spirohidantoina u zavisnosti od supstituenta R
(tabela 1) i broja ugljenikovih atoma prisutnih u cikloalkil grupi. Prikazane Ry, vrednosti
su dobijene sa pokretnom fazom etanol-voda u kojoj je zapreminski udeo etanola bio
50%, odnosno, log k vrednosti odredene sa pokretnom fazom acetonitril-voda u kojoj je
zapreminski udeo acetonitrila bio 60%. Sa slike 9 se uocava da prisustvo nepolarnih
supstituenta, kao Sto su metil (—CHj3), hloro (—Cl) i bromo (—Br) supstituenti, koji
povecavaju hidrofobnost molekula, uzrokuje vecu retenciju u odnosu na nesupstituisani
molekul, §to se objaSnjava izraZenijim interakcijma izmedu ispitivanih jedinjenja sa
nepolarnim supstituentima R 1 nepokretne faze. Od nepolarnih R supstituenata u

ispitivanim jedinjenjima bromid je najmanje polaran, §to i rezultuje najve¢om retencijom.

Suprotno nepolarnim supstituentima, polarne grupe u molekulu, kao §to su metoksi
(—OCH3;), cijano (—CN) i nitro (—NO,) grupa, smanjuju retenciju u odnosu na
nesupstituisani molekul. lako je —NO, spada u polarne funkcionalne grupe, njeno
prisustvo kod vecine ispitivanih derivatia dovodi do povecanja retencije u odnosu na
nesupstituisani molekul. Razlog tome je najverovatnije postojanje mezomerne strukture,
koja moze dovesti do parcijalnog naelektrisanja na atomu azota'®®. Najslabija retecija je

uocena kod ispitivanih jedinjenja gde je supstituent R polarna cijano grupa (slika 9).
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etanol =3 acetonitril =3
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Slika 9. Promena Ry, odnosno logk vrednosti ispitivanih derivata spirohidantoina u zaisnosti od

supstituenta R i broja ugljenikovih atoma prisutnih u cikloalkil grupi

Na retenciono ponaSanje ispitivanih derivata spirohidantoina uti¢e i veli¢ina prisutne
cikloalkil grupe, odnosno broj ugljenikovih atoma prisutan u cikloalkil grupi. U skladu sa
o¢ekivanjima, sa slike 9 se uocava da se renetcija ispitivanih jedinjenja povecava,
odnosno sa povecanjem broja ugljenikovih atoma u cikloalkil grupi dolazi do povecanja

Ry (log k) vrednosti ispitivanih derivata.

Uticaj hemijske strukture, odnosno uticaj prirode supstituenta R 1 veli¢ine cikloalkil grupe
na retenciju ispitivane tri serije derivata spirohidantoina za sve primenjene organske
rastvarace prikazan je na slikama P10 i P11 (Prilogu), gde se uocava sli¢no retenciono

ponasanje ispitivanih jedinjenja.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da na retenciono ponasanje derivata
spirohidantoina osim organskog rastvaraca u pokretnoj fazi, veliki uticaj ima i njihova
hemijska struktura, odnosno priroda supstituenata R koji je vezan u para polozaju za
benzil-grupu u polozaju 3 hidantoinskog prstena, kao i veli¢ina cikloalkil grupe prisutne u

polozaju 5 hidantoinskog prstena.
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4.2. Odredivanje parametra lipofilnosti ispitivanih 3-(4-supstituisani

benzil)cikloalkanspiro-5-hidantoina

Parametri lipofilnosti ispitivanih derivata spirohidantoina su odredeni primenom te¢ne
hromatografije na tankom sloju (TLC) 1 teCne hromatografije pod visokim pritiskom
(HPLC). Osim eksperimentalnih metoda za odredivanje lipofilnosti primenjene su i
teorijske metode izraCunavanja, odnosno razli¢iti matematicki modeli za izraCunavanje

parametra lipofilnosti.

4.2.1. Odredivanje hromatografskog parametra lipofilnosti primenom te¢ne

hromatografije na tankom sloju

Hromatografski parametri lipofilnosti mogu se odrediti direktno na osnovu
hromatografskih merenja primenom jednaine (4). Za svaku ispitivanu supstancu
izraCunate su vrednosti parametara jednacine (4), odsetak (Ry°), nagib (S), kao i
koeficijenti linearne korelacije () za proti¢ne (tabela 5) i aproticne (tabela 6) organske

rastvarace u pokretnoj fazi.

Odsecak, odnosno Ry vrednost, je hromatografski parametar kojim se izrazava
lipofilnost jedinjenja. Hromatografski parametar lipofilnosti (Ry") predstavlja
ekstrapolisanu Ry vrednost na 0% organskog rastvaraca, odnosno Ry vrednost
predstavlja retenciju u ¢istoj vodi. U tom slucaju, trebalo bi da zavisi samo od hemijske
strukture ispitivanih jedinjenja, ali ne i od prirode organskog rastvarata u pokretnoj
fazi'é!. Prema tome, oCekiva se da ¢e isto jedinjenje u razli¢itim rastvara¢ima imati
jednake Ry® vrednosti. Medutim, na osnovu podataka iz tabele 5 i tabele 6 moze se uoditi
da se vrednosti hromatografskog parametra lipofilnosti, Ry, medusobno razlikuju,
odnosno da zavise od hemijske strukture ispitivanih jedinjenja, ali i od primenjenog

organskog rastvaraca!9?7163,

Na osnovu podataka prikazanih u tabelama 5 1 6 moze se uociti da kod derivata
spirohidantoina uvodenje svakog narednog C atoma u cikloalkil grupi u ispitivanom
jedinjenju rezultuje povecanjem Ry vrednosti, $to je i oekivano jer kako se povecava

broj C atoma u molekulu, povecavaju se i lipofilna svojstva molekula.
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Dobijeni rezultati (tabele 5 i 6) za koeficijente korelacije i niske vrednosti standardne
devijacije (vrednosti date u zagradi) ukazuju na zadovoljavajue vrednosti za sve
primenjene hromatografske sisteme (» > 0,98; vrednosti standardne devijacije < 0,439),

Sto potvrduje statisticki znacajnu linearnu zavisnost.
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Tabela 5. Vrednosti odsecka (Ry), nagiba (S), i koeficijenta korelacije (r) linearne zavisnosti

jednacine (4) za proticne rastvarace

Ispitivana etanol n-propanol
jedinjenja Ry, g , Ry g .
1.1 1,926(+0,053)  3,312(x0,090)  0,999(+0,016) 1,189(x0,060) 2,732(+0,092)  0,998(+0,017)
1.2 2,528(x0,065) 3,975(+0,110) 0,998(x0,019) 1,441(+0,036) 2,880(x0,056)  0,999(+0,011)
L3 1,985(+0,126)  3,490(x0,213)  0,993(+0,037) 1,145(+0,044) 2,679(+£0,069)  0,999(+0,013)
1.4 2,665(£0,057)  4,056(x0,096) 0,999(+0,017) 1,302(+0,056) 2,740(+0,087)  0,998(+0,016)
L5 2,783(x0,147)  4,116(+0,248)  0,993(+0,043) 1,329(+0,051) 2,757(x0,079)  0,999(+0,015)
L6 1,776(£0,094)  3,665(x0,159) 0,996(+0,028) 0,884(+0,047) 2,611(x0,072)  0,999(+0,014)
1.7 2,033(£0,053)  3,449(x0,089)  0,999(+0,015) 1,090(+0,010) 2,609(+0,016)  1,000(+0,003)
II.1 2,523(+£0,091)  4,008(+0,154) 0,997(+0,027) 1,416(+0,029) 2,860(+0,045)  1,000(+0,009)
11.2 3,057(%0,057) 4,537(x0,097) 0,999(+0,017) 1,354(=0,034) 2,771(£0,052)  0,999(%0,010)
I1.3 2,169(+0,087) 3,551(%0,147) 0,997(+0,026) 1,219(+0,038) 2,757(%0,059)  0,999(%0,011)
114 3,046(+0,070) 4,468(x0,118) 0,999(+0,021) 1,408(%0,043) 2,799(£0,067)  0,999(%0,013)
I1.5 2,925(£0,070)  4,162(x0,118) 0,998(+0,021) 1,532(+0,022) 2,900(+0,034)  1,000(£0,006)
I1.6 2,129(+£0,072)  3,934(+0,121)  0,998(+0,021) 1,362(+0,106) 3,285(+0,164)  0,996(+0,031)
11.7 2,513(+0,054)  4,034(=0,092) 0,999(+0,016) 1,095(+0,038) 2,645(+0,060)  0,999(0,011)
I11.1 2,988(+0,045)  4,489(+0,076)  0,999(+0,013) 1,366(+0,065) 2,806(+0,101)  0,998(+0,019)
I11.2 3,159(£0,118)  4,526(x0,200)  0,996(+0,035) 1,464(+0,025) 2,843(+0,038)  1,000(x0,007)
I11.3 2,729(+£0,081)  4,215(x0,136)  0,998(+0,024) 1,267(+0,086)  2,796(+0,134)  0,996(+0,025)
1114 3,196(+0,115) 4,495(+0,194) 0,996(+0,034) 1,518(=0,039) 2,867(x0,061)  0,999(=0,011)
1115 3,390(+0,110)  4,715(+0,186) 0,997(+0,032) 1,621(x0,041) 3,000(0,064)  0,999(+0,012)
I1L.6 2,466(£0,092)  4,268(x0,155) 0,997(+0,027) 1,189(+0,092) 2,998(+0,142)  0,996(0,027)
I11.7 2,692(+0,103)  4,085(x0,174)  0,996(+0,030) 1,259(+0,045) 2,749(x0,069)  0,999(+0,013)
Ispitivana i-propanol t-butanol
jedinjenja Ry -S ’ Ry’ -S r
L1 1,146(+0,037)  2,420(x0,062) 0,999(+0,010)  1,248(+0,075)  2,697(+0,125)  0,997(+0,021)
1.2 1,334(+0,051)  2,482(+0,084) 0,998(+0,014)  1,574(+0,092)  3,055(+0,152)  0,996(0,025)
L3 1,140(x0,047)  2,488(x0,078) 0,999(x0,013)  1,222(+0,049)  2,667(+£0,082)  0,999(+0,013)
1.4 1,365(£0,025)  2,517(x0,042) 1,000(x0,007)  1,464(x0,035)  2,843(x0,059)  0,999(x:0,010)
L5 1,510(x£0,060)  2,679(x0,100) 0,998(+0,016)  1,626(x0,051)  3,061(x£0,084)  0,999(+0,014)
1.6 0,948(+0,043)  2,386(x0,071) 0,999(£0,012)  1,513(x0,084)  3,203(+0,138)  0,997(+0,023)
1.7 1,161(+0,056)  2,518(x0,093) 0,998(+0,015)  1,393(x0,015)  2,952(+0,025)  1,000(:0,004)
1.1 1,430(£0,029)  2,742(+0,049) 1,000(x0,008)  1,423(+0,067)  2,808(x0,112)  0,998(+:0,018)
11.2 1,376(+0,093)  2,531(x0,154) 0,995(+0,025)  1,623(x0,066)  3,067(£0,110)  0,998(+0,018)
1.3 1,266(+0,064)  2,573(+0,105)  0,998(+0,017)  1,494(+0,081)  2,976(+0,134)  0,997(+0,022)
11.4 1,664(+0,060) 2,846(x0,100) 0,998(+0,016)  1,603(x0,026)  3,036(x0,043)  1,000(:0,007)
IL.5 1,678(+0,080)  2,806(x0,133) 0,997(+£0,022)  1,646(+0,045)  3,088(+0,075)  0,999(+0,012)
11.6 1,265(£0,091)  2,799(+0,151)  0,996(+0,025)  1,521(+0,077)  3,264(+0,127)  0,998(+0,021)
11.7 1,399(+0,046)  2,735(x0,076)  0,999(+0,013)  1,404(+0,036)  2,877(£0,060) 0,999(+0,010)
1.1 1,760(£0,087)  3,083(£0,145)  0,997(20,024)  1,597(+0,043)  3,027(x0,071)  0,999(:0,012)
I11.2 2,053(£0,063)  3,309(+0,104) 0,998(+0,017) 1,674(x0,071)  3,098(+0,117)  0,998(+0,019)
I11.3 1,646(+0,067)  2,933(£0,110)  0,998(+0,018)  1,663(+0,056)  3,168(+0,093)  0,999(+0,015)
111.4 1,857(+0,094) 3,007(£0,156) 0,996(x0,026) 1,802(+0,075)  3,222(+0,124)  0,998(+0,020)
IIL5 1,913(£0,075)  3,033(x0,124)  0,997(+0,020)  1,830(x0,057)  3,281(x0,095)  0,999(+0,016)
I11.6 1,582(+0,122)  3,196(+0,201)  0,994(+0,033)  1,578(+0,050)  3,377(+0,082)  0,999(+0,014)
I11.7 1,528(+0,027)  2,820(+0,045)  1,000(+0,007)  1,603(+0,037)  3,118(+0,061)  0,999(+0,010)
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Tabela 6. Vrednosti odsecka (R),), nagiba (S), i koeficijenta korelacije (r) linearne zavisnosti

Jednacine (4) za aproticne rastvarace

Ispitivana acetonitril aceton
jedinjenja Ry _s p Ry _s p
1.1 2,344(£0,123)  3,696(+0,203)  0,996(+0,033) 2,018(+£0,098) 3,014(+0,142)  0,997(+0,032)
1.2 2,961(x0,175)  4,457(+0,290)  0,994(+0,048)  2,463(x0,073)  3,413(x0,106)  0,999(+0,024)
1.3 2,259(+£0,094)  3,593(+0,156)  0,997(+0,026) 1,880(£0,071) 2,769(+0,103)  0,998(+0,023)
1.4 2,999(+0,123)  4,511(+0,204)  0,997(+0,034) 2,737(x0,122)  3,672(x0,178)  0,997(+0,040)
1.5 3,137(x0,175)  4,670(+0,289)  0,994(+0,048) 2.814(x0,101)  3,691(x0,147)  0,998(+0,033)
1.6 2,403(+0,125)  3,957(+£0,206)  0,996(+0,034) 1,980(%0,102) 3,003(+0,148)  0,996(+0,034)
1.7 2,383(+0,130)  3,780(£0,215)  0,995(+0,035) 2,189(+£0,068)  3,058(+0,099)  0,998(+0,022)
1.1 2,675(£0,091)  4,078(+0,150)  0,998(+0,025) 2,537(£0,097) 3,462(+0,142)  0,997(+0,032)
11.2 2,516(£0,081)  3,658(+0,134)  0,998(£0,022) 2,972(£0,176) 3,900(x0,256)  0,994(£0,058)
I1.3 2,593(+0,084)  4,013(+0,139)  0,998(+0,023) 2,421(x0,105)  3,383(x0,152)  0,997(+0,034)
I1.4 3,040(20,199)  4,403(+0,329)  0,992(£0,054) 3,168(x0,152)  4,074(x0,221)  0,996(+0,050)
IL.5 3,237(0,265)  4,616(+0,439)  0,987(£0,072)  3,248(x0,142)  4,143(x£0,207)  0,996(+0,047)
I1.6 2,451(+£0,230)  3,868(+0,381)  0,986(+0,023) 2,264(+£0,103) 3,153(x0,150)  0,997(+0,034)
I1.7 2,667(+0,203)  4,107(+0,336)  0,990(+0,055) 2,424(x0,092)  3,233(+0,134)  0,997(+0,030)
1111 2,734(£0,126)  3,998(£0,208)  0,996(+0,034)  2,744(+0,069)  3,603(x£0,101)  0,999(+0,023)
I11.2 3,242(+0,138)  4,620(+0,228)  0,996(+0,038)  2,967(x0,082)  3,743(x0,120)  0,998(+0,027)
II1.3 2,788(+0,120)  4,173(x0,198)  0,997(£0,033) 2,865(£0,213) 3,766(x0,310)  0,990(+0,070)
IL.4 3,458(+0,108)  4,844(+0,178)  0,998(£0,029) 3,245(x0,158)  4,045(x0,230)  0,995(+0,052)
II1.5 3,480(+0,115)  4,828(+0,190)  0,998(+0,031) 3,414(+£0,131) 4,169(x0,190)  0,997(+0,043)
I11.6 2,816(£0,173)  4,342(£0,285)  0,994(x0,047) 2,836(£0,113)  3,812(£0,165)  0,997(£0,037)
II1.7 3,058(+0,199)  4,590(+0,330)  0,992(+0,054) 2,869(+0,108) 3,693(+0,158)  0,997(+0,036)
Ispitivana THF 1,4-dioksan
jedinjenja Ry’ —s , Ry -s R
I.1 1,350(0,085)  2,.219(x0,159)  0,992(+0,036)  1,911(+0,083)  3,410(x0,129)  0,998(+0,024)
1.2 1,748(£0,100)  2,627(+0,187)  0,992(£0,043)  2,315(+0,068)  3,772(x0,105)  0,999(+0,020)
1.3 1,426(£0,052)  2,275(+£0,098)  0,997(+0,022)  2,031(x0,079)  3,504(+0,122) 0,998(+0,023)
1.4 1,905(+£0,075)  2,858(x0,141)  0,996(+0,032)  2,671(£0,103)  4,247(+0,160) 0,998(+0,030)
.5 2,098(+0,111)  3,133(£0,207)  0,994(x0,047)  2,622(+0,140)  4,098(x0,216)  0,996(:0,041)
1.6 1,361(x0,065)  2,156(x0,121)  0,995(x0,028)  1,942(+0,075)  3,555(x0,116)  0,998(+0,022)
1.7 1,663(£0,068)  2,440(£0,127)  0,996(+0,029)  2,043(£0,098) 3,456(x0,151) 0,997(+0,028)
I1.1 1,747(£0,087)  2,599(x0,163)  0,994(+0,037)  2,374(£0,053)  3,845(+0,082) 0,999(+0,015)
I1.2 2,137(20,135)  3,106(£0,252)  0,990(x0,058)  2,692(£0,128)  4,070(x0,198)  0,996(:0,037)
1.3 1,688(x0,083)  2,576(x0,156)  0,995(x0,036)  2,262(+0,076)  3,656(x0,117)  0,998(+0,022)
11.4 2,166(£0,108)  3,113(£0,203)  0,994(£0,046)  2,921(£0,070)  4,070(x0,108)  0,999(%0,020)
I1.5 2,304(x0,111)  3,310(x0,209)  0,994(+0,048)  3,038(£0,075)  4,509(x0,117)  0,999(+0,022)
I1.6 1,668(+0,037)  2,525(+£0,069)  0,999(+0,016)  2,376(+0,114)  3,984(+0,176) 0,997(+0,033)
I1.7 1,995(£0,051)  2,889(x0,096)  0,998(+0,022)  2,633(£0,047)  4,198(20,072)  1,000(x0,014)
II1.1 2,042(x0,084)  3,019(x0,158)  0,996(+0,036)  2,629(£0,093)  4,075(x0,145)  0,998(x0,027)
I11.2 2,234(+0,070)  3,164(+£0,131)  0,997(+0,030)  3,015(+0,085) 4,462(+0,132)  0,999(+0,025)
II1.3 1,952(+£0,089)  2,864(x0,167)  0,995(+0,038)  2,620(=0,111)  4,054(=0,172) 0,997(+0,032)
111.4 2,503(£0,124)  3,556(£0,232)  0,994(x0,053)  3,578(£0,115)  5,264(+0,178)  0,998(:0,033)
IIL.5 2,678(x0,082)  3,797(+0,153)  0,998(+0,035)  3,552(£0,087)  5,157(x0,134)  0,999(+0,025)
II1.6 1,957(+0,053)  2,840(£0,098)  0,998(+0,023)  2,541(0,148)  4,054(£0,230) 0,995(+0,043)
I11.7 2.255(x0,022)  3,164(x0,041)  1,000(+0,009)  2,745(+0,170)  4,222(+0,264)  0,994(+0,050)
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Iako se za razliCite organske rastvarace Ry vrednosti medusobno razlikuju, izmedu
dobijenih Ry vrednosti u razli¢itim organskim rastvara¢ima postoji linearna zavisnost.
Na slici 10 su prikazane zavisnosti izmedu Ry’ vrednosti za pokretne faze koje su

sadrzale aceton 1 THF, odnosno aceton i etanol.

4,0 -
B etanol
B THF
3,5 -

Ry (THF, etanol)
(]
A

1,0 T T T 1
1.5 2,0 2,5 3.0 3,5

Ry" (aceton)

Slika 10. Zavisnost izmedu vrednosti R, u acetonu i vrednosti R, u etanolu i THF-u

Sa slike 10 se moze videti da izmedu uporedenih Ry® vrednosti postoji linearna zavisnost.

Sli¢an trend je uocen i prilikom medusobne korelacije ostalih Ry vrednosti.

Korelaciona matrica koja predstavlja koeficijente linearne zavisnosti izmedu Ry

vrednosti dobijenih u razli¢itim organskim rastvaracima data je u tabeli 7.
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Tabela 7. Koeficijenti korelacije (r) hromatografskih parametara lipofilnosti (R, vrednosti)

ispitivanih spirohidantoina dobijeni za razlicite organske rastvarace

o o p— =
=] =) — — <
o = = = j:,' = 1]
rastvarac 2 2 g § g < E 2
g S 3 S S 3 = =
o = = < 54 = <
S - = s -
etanol 1,000
n-propanol 0,805 1,000
i-propanol 0,903 0,759 1,000
t-butanol 0,753 0,667 0,705 1,000
acetonitril 0,854 0,760 0,835 0,822 1,000
aceton 0,939 0,768 0,865 0,837 0,890 1,000
THF 0,938 0,733 0,867 0,802 0,891 0,951 1,000
1,4-dioksan 0,845 0,723 0,856 0,751 0,901 0,856 0,911 1,000

Izmedu Ry vrednosti izraCunatih u razli¢itim organskim rastvara¢ima (tabela 7)

koeficijenati medusobne korelacije su u opsegu 0,667 < r < 0,951. Na osnovu literaturnih

podataka za 95%-ni interval poverenja i broj tacaka, N= 20—22, za znacajnu linearnu

zavisnost vrednost koeficijenta korelacije (r) treba da je veca od 0,444, Prema tome, na

osnovu izracunatih vrednosti korelacionih koeficijenta koje se kre¢u u opsegu 0,667-

0,951, moze se zakljuciti da postoji zna¢ajna medusobna zavisnost Ry vrednosti, kako u

proticnim, tako i u aproti¢énim rastvaracima (iz literaturnih podataka posmatran je 95%-ni

interval poverenja).

Visoki koeficijenti korelacije izmedu Ry vrednosti ukazuju na moguénost zamene

jednog organskog rastvara¢a drugim u cilju postizanja optimalnih radnih uslova.

57



Doktorska disertacija Kristina Tot

4.2.2. Odredivanje hromatografskog parametra lipofilnosti primenom tec¢ne

hromatografije pod visokim pritiskom

Hromatografsko odredivanje lipofilnosti primenom hromatografije pod visokim pritiskom
na obrnutim fazama zasniva se na jednacini (7), (tabela 8). Kao i kod hromatografije na
tankom sloju, mera lipofilnosti ispitivanih jedinjenja je log k., koja predstavlja log k

vrednost ekstrapolisanu na 0% organske komponente u pokretnoj fazi (¢istoj vodi).

Tabela 8. Vrednosti odsecka (log k), nagiba (S), i koeficijenta korelacije (r) izracunati prema
Jjednacini (7)

Ispitivana acetonitril
jedinjenja log Ky —s p
I.1 0,814(+£0,013) 1,280(=0,018) 1,000(+0,004)
1.2 1,091(%£0,033) 1,581(£0,045) 0,998(+0,009)
L3 0,791(%£0,032) 1,284(£0,043) 0,998(+0,009)
1.4 1,190(%£0,032) 1,672(£0,044) 0,999(+0,009)
L5 1,251(20,034) 1,693(£0,047) 0,998(+0,010)
1.6 0,670(£0,026) 1,195(=0,036) 0,998(+0,007)
1.7 0,861(+0,031) 1,409(x0,042) 0,998(+0,009)
I1.1 1,033(£0,030) 1,488(=0,041) 0,998(+0,009)
11.2 1,305(+0,038) 1,743(+£0,052) 0,998(+0,011)
I1.3 0,940(+£0,060) 1,378(%+0,083) 0,993(+0,017)
11.4 1,424(+£0,042) 1,868(+0,057) 0,998(+0,012)
I1.5 1,504(+£0,054) 1,943(+0,073) 0,997(+0,015)
I1.6 0,868(+£0,048) 1,403(=0,065) 0,996(+0,014)
11.7 1,056(+£0,047) 1,543(+0,064) 0,997(+0,013)
1.1 1,280(£0,046) 1,713(£0,063) 0,997(+0,013)
I11.2 1,579(£0,051) 2,013(£0,070) 0,998(+0,015)
I11.3 1,235(%£0,046) 1,678(£0,062) 0,997(+0,013)
111.4 1,697(+0,062) 2,126(+0,085) 0,997(+0,018)
L5 1,775(x0,065) 2,185(+0,088) 0,997(+0,018)
I11.6 1,135(x0,038) 1,687(+0,052) 0,998(+0,011)
1117 1,330(£0,047) 1,828(%0,065) 0,998(+0,014)

Na osnovu podataka prikazanih u tabeli 8 takode se moze uociti da parametar lipofilnosti
log ky kod derivata spirohidantoina zavisi od hemijske strukture ispitivanih jedinjenja,
odnosno od prirode supstituenta R, kao i1 velic¢ine cikloalkil grupe prisutne u ispitivanom
jedinjenju. Sli¢no kao kod TLC-a, porastom broja C atoma povecavaju se lipofilna

svojstva jedinjenja.
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4.2.3. Korelacija parametara lipofilnosti odredenih eksperimentalnim putem

Iz literature’! je poznato da u hromatografiji na obrnutim fazama, za seriju strukturno
sli¢nih jedinjenja izmedu vrednosti odecka, Ry i log k., i nagiba S, postoji linearna
zavisnost. Iz tog razloga, medusobno su korelisane vrednosti odsecka i odgovarajuc¢ih

nagiba.

Za definisanje lipofilnosti jedinjenja pored Ry i log k,, vrednosti moZe se koristiti i nagib
prave, S'¢7"170, Na osnovu podataka prikazanih u tabelama 5 i 6 moze se videti da
vrednosti nagiba S, prate Ry vrednosti ispitivanog jedinjenja, odnosno §to je veca
vrednost Ry® vedi je i nagib i obrnuto. Takode, na osnovu podataka prikazanih u tabeli 8
moze se videti da vrednosti nagiba S, prate log k,, vrednosti 1 da se kao alternativna mera
lipofilnosti jedinjenja moze koristiti i nagib prave S, koji je povezan sa specificnom

hidrofobnom povrSinom ispitivanih jedinjenja.

Na slici 11 je prikazana zavisnosti Ry® od S za etanol kao predstavnika proti¢nih, na slici
12 zavisnosti Ry od S za THF kao predstavnika aproti¢nih organskih rastvaraca, dok je
na slici 13 prikazana medusobna korelacija odsecka, log &y, 1 nagiba, S za acetonitril
(aproti¢ni organski rastvara¢). Na osnovu slika 11-13 se vidi da 1 u slucaju

spirohidantoina postoji linearna zavisnost navedenih parametara.
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3.0 1

2.5 -

0
Ry

2.0 4

1,5 T T T 1

Slika 11. Zavisnost vrednosti R,/ od S u etanolu

2.5 -

2.0 1

0
Ry

1,0 T T T 1
-4.0 -3.5 -3.0 -2.5 -2.0

Slika 12. Zavisnost vrednosti R),* od S u THF-u
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1.8 -

L5 -

0.6 . . .

SHPLC

Slika 13. Zavisnost vrednosti log ky, od nagiba, S u acetonitrilu

Na slici 11 moze se uociti da kod etanola dolazi do izdvajanja tri jedinjenja (1.6, I1.6 1
I11.6), sva tri jedinjenja sa cijano grupom. U odnosu na ostala ispitivana jedinjenja njihov
odsecak je manji od ocekivanog. Pretpostavljamo da jedinjenja sa cijano grupom stupaju
u jace polarne interakcije sa etanolom, kao proti¢nim organskim rastvaracem usled ¢ega
dolazi do odstupanja. Sli¢no ponasanje je primeceno kod svih proti¢nih rastvaraca. Kod
aproticnih rastvaraca (slika 12) ovog odstupanja nema. Iz tog razloga, za dalja
razmatranja zavisnosti izmedu odsecka i nagiba (tabela 9) ispitivana jedinjenja sa cijano
grupom nisu uklju¢ena prilikom izracunavanja kod proti¢nih rastvaraca. Zato je broj
tacaka kod proti¢nih organskih rastvaraca bio N = 18, a kod aproti¢nih je bio N = 21. Sa
slike 13 gde je kao organski rastvara¢ primenjen aproticni acetonitril, moze se takode
uociti da jedinjenja sa cijanom grupom ne odstupaju, a zavisnost izmedu hromatografskih
parametara, odsecka prave log k,, i nagiba S, je linearna. Linearna zavisnost Ry od S je
dobijena 1 za druge primenjene organske rastvarace (n-propanol, i-propanol, z-butanol,
acetonitri, aceton i 1,4-dioksan). Grafici zavisnosti su dati u Prilogu, na slikama P12-

P17.
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Jednacine lineranih zavisnosti odsecaka i nagiba za sve primenjene rastvarace date su u

tabeli 9.

Tabela 9. Jednacine linerane zavisnosti vrednosti odsecka od nagiba, S i koeficijent linearne

korelacije (v) za razlicite primenjene rastvarace

rastvarac jednacina r N
etanol Ry =—1,031(£0,047) S — 1,539(+0,193) 0,984(+0,080) 18
n-propanol Ry® =—1,525(£0,120) S —2,918(x0,335) 0,954(+0,047) 18
i-propanol Ry =—1,029(£0,085) S — 1,320(x0,235) 0,949(+0,088) 18
t-butanol Ry =—0,951(£0,065) S — 1,305(x0,194) 0,965(+0,045) 18
acetonitril R\ =—0,902(£0,053) S — 0,996(0,225) 0,969(+0,093) 21
aceton R\® =—1,067(£0,037) S — 1,133(£0,132) 0,989(+0,067) 21
THF Ry® =—0,823(£0,019) S — 0,415(x0,056) 0,995(+0,037) 21
1,4-dioksan Ry® =-0,923(£0,034) S — 1,182(£0,138) 0,988(+0,074) 21
acetonitril* log ky, = —1,090(£0,028) S — 0,620(£0,047)  0,994(+0,035) 21
*HPLC

Na osnovu podataka u tabeli 9 moze se videti da su za sve primenjene organske
rastvarae dobijene visoke vrednosti koeficijenta korelacije » > 0,949, a niske vrednosti
standardne devijacije. Najbolja zavisnost je dobijena za THF-u (» = 0,995), gde je
vrednost koeficijenta uz odsecak najmanja. NajloSija zavisnost se uocava kod i-propanola
kao organskog rastvaraca (r = 0,949). Ovako visoke vrednosti korelacije (» > 0,949) u
jednacinama mogu se objasniti ¢injenicom da i na odsecak, i na nagib uticu isti fizicko-

hemijski parametri'®!.

S obzirom da postoji dobra linearna zavisnost izmedu odsecka i nagiba (tabela 9) moze
se zaklju¢iti da se pored odseCka (R, odnosno logk, vrednosti), za definisanje

lipofilnosti moze koristi 1 nagib S.
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Ako uporedimo hromatografske parametre lipofilnosti odredene primenom dve
hromatografske tehnike, TLC i HPLC, uocava se da se njihove brojc¢ane vrednosti ne
podudaraju, iako Ry i log k,, predstavljaju isto - retenciju u ¢istoj vodi (tabela 6 i tabela
8). Srednje vednosti za Ry su 2,82, a za logk,, su 1,18. Ipak hromatografski parametri
lipofilnosti, Ry i log k,, za sistem acetonitril-voda su u linearnoj zavisnosti koja se moze

prikazati jednacinom (11):

Ryv® = 1,522(%0,139) + 1,098(+0,114) log (11)

r=0,911(x0,155); F = 93,190; p < 0,000

Na osnovu vrednosti koeficijenta korelacije (» = 0,911) moze se uociti da hromatografski
parametri lipofilnosti pokazuju zadovoljavajuca slaganja, Sto ukazuje na pogodnost
primene obe hromatografke tehnike, 1 TLC 1 HPLC, u ispitivanju derivata

spirohidantoina.
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4.2.4. Indirektno odredivanje log P vrednosti spirohidantoina

U cilju razvoja indirektne metode za odredivanje podeonog koeficijenta log P primenom
tecne hromatografije prvo su razmatrana referentna jedinjenja. Referentna jedinjenja
obuhvataju niz standardnih jedinjenja koje je OECD (Organization for Economic

Cooperation and Development)!7!:172 preporucila za odredivanje lipofilnosti.

Referentna jedinjenja su odabrana na slede¢i nacin:

e da ne podlezu protolizi pri datim eksperimentalnim uslovima, odnosno da postoje

u svom neutralnom obliku,

e broj referentnih jedinjenja je odreden prema standardnoj proceduri predlozenoj od
strane OECD prema kojoj je najmanje 6 referentnih jedinjenja neophodno za

dobru kalibraciju,

e log P vrednosti referentnih jedinjenja su u opsegu log P vrednosti ispitivanih

spirohidantoina.

Za indirektnu procenu lipofilnosti ispitivanih jedinjenja odabrano je 10 referentnih
jedinjenja koja su navedena u tabeli 10. S obzirom na to da struktura referentnih
jedinjenja nije bila sli€na sa strukturom ispitivanih jedinjenja, pored 10 referentnih
jedinjenja dodata su i dva hidantoina koja se koriste kao lekovi (mefenitoin i fenitoin)
tako da je bilo ukupno 12 jedinjenja. Njihove eksperimentalno odredene log P vrednosti

preuzete su iz EPI Suite baze podataka (v. 4.11 US EPA)'73,

Referentna jedinjenja su koriS¢ena za konstruisanje kalibracione krive tako Sto je
odredena njihova retencija pod istim hromatografskim uslovima kao 1 derivati
spirohidantoina. Za odredivanje retencije referentnih jedinjenja primenjene su obe
hromatografske tehnike (TLC i HPLC), kao nepokretna faza koris¢ena je RP-18, a kao
pokretna faza koris€ena je smeSa vode i acetonitrila. Primenom TLC analizirano je svih
12 referentnih jedinjenja, dok je HPLC analiza radena sa manjim brojem jedinjenja,
odnosno sa 8 referentnih jedinjenja. Na osnovu retencije izraCunate su vrednosti

odsecaka, R\ i log k,, (tabela 10) primenom jednacina (4) i (7).
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Tabela 10. Referentna jedinjenja, njihove log P vrednosti (preuzete iz EPI Suite baze podataka) i
hromatografski parametri lipofilnosti (HPLC i TLC)

Broj Coe . HPLC TLC
jedinjenja Referentna jedinjenja logK,, log k. R
1 mefenitoin 1,69 - 1,676
2 nitrobenzen 1,85 - 1,604
3 benzoeva kiselina 1,87 0,232 1,274
4 4-nitrofenol 1,91 0,520 1,558
5 naftilamin 2,25 0,976 1,688
6 4-hlorfenol 2,39 0,777 1,814
7 fenitoin 2,47 - 1,845
8 4-hlorbenzoeva kiselina 2,65 0,679 1,721
9 brombenzen 2,99 - 2,672
10 2,4-dihlorfenol 3,06 1,142 1,894
11 benzofenon 3,18 1,657 2,907
12 difenilamin 3,50 1,926 3,132

Na osnovu vrednosti Ry i log &, referentnih jedinjenja i vrednosti log K,,, preuzetih iz
baze primenom linearne regresije izraCunata su dva kalibraciona modela. Kalibracioni

modeli, kao 1 statisticki parametri modela prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11. Kalibracioni modeli izracunati na osnovu hromatografskih podataka referentnih

Jjedinjenja i statisticki podaci regresionih jedanacina

statistiCki parametri Broj
Model kalibracionog
4 p n modela
R\°=0,842 log P, - 0,110 0,859 <0,05 12 1
log k,, = 0,872 log P, — 1,279 0,919 <0,05 8 2

Oba dobijena kalibraciona modela su primenjena za izracunavanje log P vrednosti
ispitivanih spirohidantoina. Vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti (Ry i
log k) uvrstene su u odgovarajuce kalibracione modele, vrednosti za Ry u modelu (1) i
vrednosti za log k,, u modelu (2), 1 na taj nacin indirektno su izracunate log P vrednosti

ispitivanih spirohidantoina.
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Iz tabele 11 se uocava da oba modela pokazuju statisti¢ki znacajnu linearnu zavisnost (p
< 0,05). Nesto bolji koeficijenti korelacije su dobijeni za hromatografski parametar
lipofilnosti log &y, odnosno u slucaju kada je kao hromatografska tehnika primenjena
teCna hromatografija pod visokim pritiskom (kalibracioni model (2)). Medutim, oba
dobijena kalibraciona modela su priblizno ujednacenog kvaliteta na Sta ukazuje i
vrednosti koeficijenta korelacije. Na osnovu dobijenih modela moZe se zakljuciti da oba
parametra hromatografske lipofilnosti, odnosno Ry’ i log k,, se mogu upotrebiti za
kvantitativno indirektno odredivanje lipofilnosti. Izracunate log P vrednosti ispitivanih
jedinjenja date su u tabeli P10 u Prilogu (indeks 1, odnosno 2 uz log P vrednost se odnosi

na primenjen kalibracioni model).
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4.2.5. Odredivanje lipofilnosti ispitivanih jedinjenja ra¢unskim putem

Pored eksperimentalnih metoda za odredivanje lipofilnosti, danas su dostupni i razliciti
kompjuterski programi, koji na osnovu molekulske strukture jedinjenja izracunavaju
njegovu lipofilnost. Na ovaj nacin se omogucava jednostavno, efikasno 1 brzo
izraCunavanje log P vrednosti jedinjenja, Sto je od posebnog znacaja prilikom

preliminarnih ispitivanja.

U ovom radu primenjeni su razli¢iti programi za izracunavanje log P vrednosti ispitivanih

derivata spirohidantoina. U tabeli 12 su prikazane njihove vrednosti.

Tabela 12. Vrednosti log P ispitivanih derivata spirohidantoina dobijene racunskim putem

&y & & & g T 2 A
Ispitivana O ?5 Q O -V -9 £ 2 g0 .
o o S Q ) S e wE A 3 0
jedinjenja 3 = =) =3 O =T =7 -9 = =
= = 5 c g ¥ E
L1 2,10 441 1,78 3,16 2,14 1,80 1,80 2,35 2,04 2,05
1.2 2,59 6,69 2,04 4,14 2,63 228 231 2,776 249 2736
L3 2,09 435 1,52 230 205 1,67 1,59 248 2,10 2,06
1.4 2,77 7,65 230 530 285 236 236 297 272 2]71
LS 2,85 8,12 243 590 3,00 2,63 264 324 285 281
1.6 1,98 3,92 1,43 2,05 1,57 1,83 1,88 1,85 1,80 1,92
1.7 2,00 398 1,83 3,33 1,88 - - 2,31 2,00 1,96

11 2,56 6,54 2,04 414 269 222 224 280 255 244
1.2 3,0 926 228 522 319 270 271 322 300 275
113 2,54 646 1,76 3,11 2,61 2,09 1,9 293 261 245
114 322 1038 2,55 651 341 2797 276 342 323 3,10
IL5 331 10,93 2,67 7,15 356 3,04 3,03 369 336 320
IL6 244 593 1,68 2,83 2,13 225 228 231 231 231
1.7 245 601 208 433 244 - _ 276 251 235
1111 3,00 9,08 228 522 325 2,63 264 326 306 283
I11.2 3,50 1225 253 639 375 3,12 3,11 3,67 350 3,14
1.3 3,00 898 201 403 317 251 239 339 311 284
1114 3,68 13,53 280 7,81 397 3,19 3,06 388 373 349
1115 3,76 14,15 292 850 4,12 346 343 415 386 3,5
1116 2,80 837 1,93 3,71 269 267 2,68 277 281 2,70
1117 201 846 233 544 300 - _ 322 301 2,74

U idealnom slucaju, bez obzira na primenjeni program prilikom izracunavanja, log P
vrednosti za isto jedinjenje treba da budu $to je moguce sli¢nije, a korelacija izmedu njih
treba da bude potpuna (r = 1). Medutim, to nije uvek tako!’*. To dokazuju i podaci

prikazani u tabeli 12, gde su za isto ispitivano jedinjenje izraCunate razli¢ite vrednosti
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podeonog koeficijenta, log P. Cinjenica da postoje razlike izmedu izracunatih log P
vrednosti, moze se tumaciti kao posledica primene razli¢itih programa koji se razlikuju po
nadinu izracunavanja, odnosno algoritmu za izraCunavanje ovog parametra. Primenjeni

algoritmi za izraCunavanje log P vrednost prikazani su u tabeli 1.

1z tabele 12 se vidi da u okviru svake serije najvecu vrednost podeonog koeficijenta, ima
jedinjenje L.5, IL5 odnosno IIL5 koje kao supstituent ima brom (—Br), a najmanju log P
vrednost ima jedinjenje 1.6, I1.6 odnosno I11.6 kod kog je supstituent cijano grupa (—CN).

Ovo zapazanje je u skladu sa eksperimentalnim podacima (tabele 5, 6 1 8).

Medutim, iako se medusobno razlikuju, racunske vrednosti log P opisuju isto svojstvo
molekula i zbog toga je uradena medusobna korelacija svih izracunatih vrednosti

podeonog koeficijenta, log P. U tabeli 13 su prikazane vrednosti medusobne korelacije.

Tabela 13. Korelacioni matriks log P vrednosti izracunatih pomocu razlicitih programa

ALOGP
ALOGP
2
MLOG
P
MLOG
P2
ClogP
lOgPCr]pp
logPVlswa
nad
lOgP Broto
miLogP
logP

ALOGP 1,000

ALOGP2 0,995 1,000

MLOGP 0914 0,913 1,000

MLOGP2 0,916 0,923 0,995 1,000

ClogP 0,983 0,978 0934 0,931 1,000

logPcrippen 0,981 0,979 0,923 0,924 0,941 1,000
logPviswanaa 0,965 0,962 0,920 0,921 0,918 0,996 1,000

logPgte 0,959 0,954 0,928 0,926 0,987 0,912 0,880 1,000

miLogP 0,993 0,988 0917 0918 0,990 0,962 0,938 0,981 1,000

logP 0,990 0987 0929 0936 0,978 0,969 0,949 0,966 0,989 1,000

Na osnovu prikazanih vrednosti korelacije u tabeli 13 uocava se najbolja zavisnost
izmedu 10gPcrippen 1 10gPviswand. Vrednosti koeficijenta korelacije (» > 0,880) u tabeli 13
ukazuju na dobre medusobne korelacije vrednosti log P dobijenih primenom razli¢itih
matematickih metoda, odnosno ukazuju na veliku sli¢nost izmedu svih izracunatih log P

vrednosti.
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4.2.6. Korelacija hromatografskih parametara lipofilnosti i izracunatih log P

vrednosti

Nakon medusobne korelacije eksperimentalnih parametara lipofilnosti, ispitana je i
podudarnost izmedu eksperimentalnih i ra¢unskih log P vrednosti. OpSte je poznato!”> da
izmedu dva koeficijenta raspodele odredena u dva razli¢ita podeona sistema postoji
linearna veza. Ukoliko su to Ry® i ratunske log P vrednosti onda jednacina (12) zavisnosti

glasi:

Rv®=a+ blogP (12)

Brojni radovi ukazuju na statisticki znafajnu povezanost izmedu Ry vrednosti i
kompjuterski izracunatih parametara lipofilnost, log P, dobijenim primenom razli¢itih
teorijskih alogaritama, koji su integrisani u komercijalne softvere!’¢178, Shodno tome
izraCunate su medusobne i korelacije izmedu Ry vrednosti dobijenih u svim primenjenim
organskim rastvara¢ima i svih izraCunatih patametara lipofilnosti, log P, koje su prikazane

u tabeli 14.
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Tabela 14. Korelacioni matriks vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti (R, i log k,,) u

svim primenjenim pokretnim fazama i razlicitih log P vrednosti i ispitivanih spirohidantoina

—g E ) T = 3 2 =
— : wn 2 . e -
me EOOE 0 P f 0§ g : flif
3 & 5 2 3 2 = I = |5£5
2" .E- - g } =T §
ALOGP 0952 00818 0934 0,827 0,899 0959 0937 0909 0,979 | 0,913
ALOGP2 0939 0,810 0,929 0,827 0,898 0,944 0933 0,927 0,980 | 0,910
MLOGP 0,939 0,806 0,850 0,726 0,922 0,928 0,942 0,892 0,965 | 0,886
MLOGP2 0,925 0,803 0,841 0,737 0,925 0919 0939 0914 0,966 | 0,886
ClogP 0,964 0,845 0931 0,770 0,887 0,943 0923 0,884 0,981 | 0,903
logPcrippen 0,930 0,791 0912 0,843 0,901 0,955 0,980 0,908 0,969 | 0,910
logPviswana 0,922 0,787 0,894 0,841 0,897 0944 0,969 0,894 0,955 | 0,900
logPgo0 0,941 0,814 0,909 0,745 0,880 0,930 0,928 0,878 0,970 | 0,888
miLogP 0,951 0,806 0,940 0,803 0,891 0957 0947 0911 0,982 | 0,910
logP 0,937 0812 0917 0813 0913 0963 0939 0930 0,976 | 0,911
prosecna
vrednost 0,940 0,809 0,906 0,793 0,901 0944 0,944 0,905 0,972
korelacije

Iz tabele 14 se vidi da je najveéi koeficijent korelacije izmedu log &y, 1 izracunatih

miLogP vrednosti (» = 0,982), dok je najlo$ija zavisnost postignuta izmedu Ry vrednosti

sa pokretnom fazom #-butanol-voda 1 izraCunatih MLOGP vrednosti (» = 0,726). Na

osnovu prosecnih vrednosti koeficijenata korelacije (tabela 14) moze se uociti da je

najveca srednja vrednost korelacionog koreficijenta sa racunskim log P postignuta za

log ky, vrednosti (» = 0,972). Zatim slede THF 1 aceton (» = 0,944) i etanol (0,940). Medu

svim izra¢unatim podeonim koeficijentima (log P), vrednost ALOGP pokazuje najbolju

prose¢nu korelaciju sa hromatografskim eksperimentalnim vrednostima (Ry® i log k)

(tabela 14).
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Ilustracije radi na slici 14 prikazana je zavisnost podeonog koeficijenta ALOGP i Ry
vrednosti u jednom proticnom (slika 14a) i jednom aproticnom (slika 14b) rastvaracu,
kao i1 zavisnost izmedu ALOGP i log &, vrednosti (slika 14c). Sa slike 14 se moze uociti
postojanje linearne zavisnosti izmedu racunski i1 eksperimentalno odredenih parametara
lipofilnosti u odabranim rastvaracima. Primenom hromatografije na tankom sloju sli¢na
zavisnost je dobijena i u sluc¢aju drugih organskih rastvaraca, grafici zavisnosti prikazani

su na slikama P18-P23 u Prilogu.

352 359 b
3.0 | 3.0
E
=]
§ 2.5 % 2.5 -
=
3 <
%
2.0 2,0
1 5 T T 1 ],5 T T T T 1
1.5 2.5 3.5 4.5 L5 2,0 2.5 3.0 3.5 4.0
ALOGP ALOGP
2.0 c
L 4
1.5 4
oF ¢
on
e
’
1.0 - ”
* *
L 2
0,5 T T T 1

T
L5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
ALOGP

Slika 14. Zavisnost Ry vrednosti dobijenih u etanolu (a) i acetonu (b) od ALOGP i zavisnost
log k,, vrednosti (c) od ALOGP
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Sve prethodno navedeno ukazuje na postojanje linearne zavisnosti izmedu Ry, odnosno
log ky, vrednosti 1 vrednosti racunskih log P. Medutim, izraunate log P vrednosti se
razli¢ito koreliSu sa hromatografskim eksperimentalnim vrednostima (Ry° i log k). Ovo
je rezultat Cinjenice da kompjuterski izraunati parametari lipofilnosti (log P) uzimaju u
obzir prosecne interakcije, ali ne i specificne interakcije do kojih dolazi u realnim
uslovima. Te specificne interakcije se mogu utvrditi jedino i samo eksperimentalnim
metodama. Takode, pogodnost eksperimentalne metode je i ta $to sa promenom
rastvaraca u kontrolisanim uslovima uticemo na retenciju, a samim tim indirektno i na
medumolekulske interakcije. Pored standardnih organskih rastvara¢a u TLC-u moguca je
upotreba 1 ostalih, nestandardnih organskih rastvaraca, kao Sto su i-propanol, aceton, 1,4-
dioksan, koji takode mogu biti od koristi u analizi medumolekulskih interakcija u realnim
podeonim sistemima. Sve ovo potvrduje da je tecna hromatografija na obrnutim fazama
pogodna za odredivanje 1 proucavanje lipofilnosti novosintetisanih derivata

spirohidantoina.
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4.2.7. QSRR modeli za predvidanje parametara lipofilnosti ispitivanih jedinjenja

Proucavanje odnosa izmedu strukture molekula i hromatografskog parametra lipofilnosti,
ima za cilj pronalazenje matematiCkih modela kojim se opisuje veza izmedu
hromatografskih  parametara lipofilnosti 1 strukture novosintetisanih derivata
spirohidantoina (QSRR). Da bi dosli do odgovaraju¢ih QSRR modela primenjena je

metoda viSestruke linearne regresije (MLR)!707181,

MLR je jedna od najéeS$¢e primenjivanih metoda u QSRR istrazivanjima!®, U MLR
analizi, kao nezavisne promenljive uzimaju se fizi€ko-hemijski parametri (molekulski

deskriptori), dok zavisnu promenljivu predstavalja hromatografski parametar lipofilnosti.

Medutim, kod MLR metode postoje ograni¢enja. Ne moze se primeniti za modelovanje
kompleksnog seta podataka u kojem broj nezavisno promenljivih (molekulskih
deskriptora) prevazilazi broj objekata (jedinjenja). Prema tome, prilikom formiranja
QSRR modela neophodno je voditi ra¢una o odnosu broja molekulskih deskriptora i broja
podataka (broj jedinjenja). Ukoliko je broj molekulskih deskriptora prevelik moze se
dobiti model sa umanjenom sposobnosti predvidanja povecavaju¢i gresku predvidanja.
Opste prihvaceno pravilo je da broj jedinjenja treba da bude pet puta ve¢i od broja
nezavisnih promenljivih'®. Drugo ograniCenje je da koriS¢eni deskriptori u kona¢nim
QSRR modelima ne smeju biti u medusobnoj korelaciji. Dva deskriptora su medusobno
nezavisna ukoliko je njithova uzajamna vrednost korelacionog koreficijenta manja od

0,800133,

Vrednosti izracunatih molekulskih deskriptora koji su koriS¢eni u analizi date se u tabeli
P11 u Prilogu. Pre same regresione analize i formiranja kona¢nog modela, neophodno je
smanjiti broj deskriptora tako da njihov broj ne bude ve¢i od dozvoljenog. Smanjenje
broja deskriptora podrazumeva njihovu eliminaciju iz pocetnog skupa, koji sadrzi preko
2700 molekulskih deskriptora. Selekcija molekulskih deskriptora je uradena na sledeci

nadin:
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e Prvo su eliminisani oni deskriptori ¢ije su brojCane vrednosti jednake za sva
ispitivana jedinjenja, jer kao takvi ne daju informacije o razlikama strukturno

sli¢nih jedinjenja.

e Zatim su eliminisani oni deskriptori ¢ije vrednosti nisu dostupne za sva ispitivana

jedinjenja.

e Naredni korak u eliminaciji neadekvatnih molekulskih deskriptora podrazumevao
je iskljucivanje iz analize onih deskriptora koji su pokazali veliki stepen

medusobne korelacije, odnosno uzima se samo jedan od njih.

Broj molekulskih deskriptora koji je zadrzan nakon selekcije i primenjen u analizi bio je
48. Da bi ispitali kvantitativnu vezu izmedu vrednosti hromatografskih parametara
lipofilnosti i rac¢unski dobijenih molekulskih deskriptora za ispitivana jedinjenja u devet
razli¢itih hromatografskih sistema kori§¢ena je MLR. Konacne regresione jednacine za 21
ispitivano jedinjenje, dobijene su primenom dve metode: Forward stepwise metode
(postepenog dodavanja promenljivih) i Backward stepwise metode (postepene eliminacije
promenljivih). Nakon automatske selekcije molekulskih deskriptora, izracunate su
kona¢ne regresione jednaline zavisnosti hromatografskog parametra lipofilnosti od
molekulskih deskriptora, kao 1 statisticki parametri koji opisuju date jednacine (tabela

15). Statisticki parametri definiSu kvalitet dobijenih jednac¢ina, odnosno modela.

Statisticki parametri koriS¢eni za proveru kvaliteta QSRR modela (tabela 15) su
prilagoden (adjusted) koeficijent determinacije R?,4j, nivo znacajnosti modela p (p < 0,05)
1 F vrednost (parametar znacajnosti jednacine prema FiSerovom (Fischer) testu). Dodatno
modeli su provereni internom validacijom. Interna validacija je neophodna iz razloga §to
modeli koji su naizgled adekvatni prema statistickim parametrima ne moraju obavezno
imati dobru sposobnost predvidanja. Sposobnost predvidanja svakog modela je definisana
inertnim validacionim koeficijentom koji se oznadava sa Q2. Odgovaraju¢i model je
validan ukoliko je vrednost Q? veéa od 0,7, dok niske vrednosti za Q? ukazuju na nisku
sposobnost predvidanja modela'®. Takode, uz vrednosti regresionih koeficijenata date su
njihove standardne devijacije, kao 1 nivo znacajnosti svakog pojedinacnog molekulskog

deskriptora (p < 0,05).
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Tabela 15. QSRR modeli i statisticki parametri datih modela

Forward stepwise

) Broj
Jednacina
modela

Ry%tanot = 0,747(£0,121) + 0,649 (+0,041)ClogP
p (odsecka) = 0,000, p (ClogP) = 0,000 0,929 3
R?,4=0,925; F =247,928; p = 0,000

Rn-propanol = 1,330(£0,274) + 0,244 (+0,030)ClogP — 0,012(+0,005)IAC
p (odsecka) = 0,000; p (ClogP) = 0,000; p (IAC) = 0,026 0,784 4
R?,4;=0,760; F =32,628; p = 0,000

RM i-propanol — =0 166(iO 111) + O 469 (iO 039)1’1’11L0gP
p (odsecka) = 0,150; p (miLogP) = 0,000 0,885 5
R%,4i = 0,878; F = 145,597; p = 0,000

Ry putanol = 0,832(0,092) + 0,256 (£0,032)ALOGP
p (odsec¢ka) = 0,000; p (ALOGP) = 0,000 0,767 6
R?,4;=0,755; F = 62,655; p = 0,000

RvPacetonitil = 1,926(£0,098) + 0,187(x0,019)MLOGP2
p (odsecka) = 0,000; p (MLOGP2) = 0,000 0,834 7
adJ =0,825; F=95,135; p = 0,000

Ryvaceton = 0,301(0,154) + 0,891(%0,057)logP
p (odsecka) = 0,066; p (logP) = 0,000 0,927 8
R?,4=0,924; F =242976; p = 0,000

RyvOtur = —4,185(+0,494) + 0,791(+0,034) miLogP + 1,516(%0,171)Uc —
0,029(£0,006)Pol
p (odsetka) = 0,000; p (miLogP) = 0,000; p (Uc) = 0,000; p (Pol) = 0,000
R%,4i = 0,980; F = 322,182; p = 0,000

0,985 9

R 4-dioksan = —2,477(0,800) + 0,999(+0,052) logP + 0,748(+0,227)Uc
p (odsecka) = 0,006; p (logP) = 0,000; p (Uc) = 0,000 0,957 10
R2,4j=0,952; F=198,896; p =0, 000

log ky = —0,639(0,099) +0,493(0,016) miLogP + 0,109(=0,017) logD +
3,867(x1,073)RBF
p(odsecka) = 0,000; p (miLogP) = 0,000; p (logD) = 0,000; p (RBF) = 0,000
R%,4i=0,987; F = 523,248; p = 0,000

0,989 11
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Backward stepwise

_ Broj
Jednacina Q?
modela

RM etanol — =0 437@:0 164) + O 776 (:lZO 058)m1LogP
p (odsecka) = 0,015; p (miLogP) = 0,000 0,905 12
R?adj = 0,900; F = 181,297, p=0,000

Rs-propanol = 0,906 (£0,423) — 0,345 (£0,074)Sv + 0,343(=0,067)Sp
p (odsegka) = 0,046; p (Sv) = 0,000; p (Sp) = 0,000 0,609 13
Rzadj =0,565; F=13,990; p = 0,000

RM i-propanol — =0 380(2|:0 101) + O 384 (ﬂ:O 035)CIOgP
p (odsecka) = 0,001; p (ClogP) = 0,000 0,867 14
R%,4 = 0,860; F=123,471; p = 0,000

Ry -butanol = —0,374 (£0,292) — 0,087 (+0,019)Se + 0,209(0,033)Sp
p (odsetka) = 0,217; p (Se) = 0,000; p (Sp) = 0,000 0,749 15
R%,4;=0,721; F=26,835; p =0, 000

Racetonitril = —1,084 (£0,992) + 0,527 (£0, 109)Sp — 0,244 (+0,060)nAT
p (odsecka) = 0,255; p (Sp) = 0,000; p (nAT) = 0,000 0,589 16
R%,4i=0,543; F = 12,904; p = 0,000

R ceton = —2.,842 (£1,005) + 0,615 (£0,119)Sp — 0,261 (+£0,065)nAT
p (odsegka) = 0,011; p (Sp) = 0,000; p (nAT) = 0,000 0,662 17
R2adj =0,624; F=17,609; p =0, 000

Rutr = —1,993(20,422)+0,005(0,002) V,
~0,555(20,117)logS+0,072(20,625)logD
 (odsecka) = 0,000; p(V,) = 0,012; p(logS) = 0,000; p(logD) = 0,264
R%,4 =0, 898; F = 59,766; p = 0, 000; Q? = 0,926

0,926 18

Ry 4-dioksan = 1,442(£0,101) + 0,241(£0,020)MLOGP2
p (odsegka) = 0,000; p (MLOGP2) = 0,000 0,885 19
Rzadj =0,879; F=146,809; p =0, 000

log ky = 0,397(+0,051) + 0,164 (+0,010)MLOGP2
p (odsecka) = 0,000; p (MLOGP2) = 0,000 0,933 20
ad] =0,929; F=263,923; p =10, 000

76



Doktorska disertacija Kristina Tot

Kod QSRR modela (3)-(11) koji su predstavljeni u tabeli 15 za selekciju molekulskih

deskriptora primenjena je Forward stepwise metoda.

QSRR model (3) za hromatografski sistem sa etanolom kao organskim rastvaraem.
Visoke vrednosti parametara R%q i F, kao i p < 0,05 ukazuju da je dobijeni
monoparametarski model statistiCki znacajan, dok visoka vrednost statistickog parametara

Q?=0,929 ocenjuje QSRR model (3) sa dobrom sposobnosti predvidanja.

QSRR model (4) za hromatografski sistem sa n-propanolom kao organskim rastvaratem
sadrzi molekulske deskriptore: ClogP (podeoni koeficijent) i IAC (ukupan indeks
informacija o atomskom sastavu). Na osnovu brojnih vrednosti regresionih koeficijenta
uocava se da je vrednost koeficijenta uz molekulski deskriptor IAC negativna i veoma
mala. Negativna vrednost koeficijenta ispred molekuskog deskriptora IAC ukazuje da je
regresija obrnuta, dok se na osnovu brojcanih vrednosti koeficijenta ispred IAC moze
zakljuciti da je njegov doprinos lipofilnosti zanemarljiv. Vrednosti statistiCkih parmetara
(R%gj, F, p < 0,05 i Q?) ukazuju da je dobijeni model pogodan za predvidanje

hromatografske lipofilnosti, odnosno Ry vrednosti.

QSRR model (5) za hromatografski sistem sa i-propanolom kao organskim rastvara¢em
definisan je jednim molekulskim deskriptorom (miLogP). Ukoliko se posmatra nivo
znacajnosti p za regresioni koeficijent koji opisuje odsecak prave moze se uociti da je p >
0,05, odnosno da dobijena vrednost nije statisticki znacajna. Medutim, na osnovu
vrednosti statistickih parametara samog modela (R%j, F' i p) ocenjeno je da je model u
celini statisticki znacajan 1 validan. Model (5) poseduje dobru mo¢ predvidanja na Sta

ukazuje vrednost parametra Q? koja je veca od 0,7.

Za hromatografski sistem sa #-butanolom kao organskim rastvaracem dobijen je
monoparametarski QSRR model. Dobijeni model je opisan sa podeonim koeficijentom,
ALOGP. Vrednosti statistickih parametara R%,q;, F, p 1 Q? potvrduju dobre karakteristike
QSRR modela (6).

Model za hromatografski sistem sa acetonitrilom kao organskim rastvaraCem ima samo
jednu nezavisno promenljivu. Predstavljeni QSRR model (7) je opisan sa vrednoscu
statistickog parametra Q? = 0,834, na osnovu koje se procenjuje da model ima dobre

sposobnosti predvidanja.
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QSRR model (8) za hromatografski sistem sa acetonom sadrzi samo jedan molekulski
deskriptor logP, podeoni koeficijent. Iako regresioni koeficijent koji opisuje odsecak
prave nije statisti¢ki znacajan (p > 0,05). Visoke vrednosti parametara R?,q i Q* ukazuju

da je QSRR model (8) adekvatan u predvidanju Ry,° vrednosti.

Dobijeni QSRR model (9) za hromatografski sistem sa tetrahidrofuranom kao organskim
rastvaraCem je viSeparametarski i opisan je sa tri molekulska deskriptora. Iz jednacine
(tabela 15, QSRR model (9)) se vidi da regresioni koeficijenti za molekulski deskriptor
Pol, koji ukazuje na polarnost molekula, ima negativne vrednosti. Negativna vrednost
koeficijenta molekulskog deskriptora Pol ukazuje da je regresija obrnuta, odnosno da §to
je veca vrednost molekulskog deskriptora, hromatografski parametar lipofinosti Ry ¢e
biti manji. Na osnovu vrednosti statistickih parametara R?,; i F, uocava se da je QSRR
model (9) najbolje ocenjen od svih prikazanih modela (tabela 15), gde je kao zavisno
promenljiva primenjena Ry vrednost (QSRR model (3) — QSRR model (10) i QSRR
model (12) — QSRR model (19)). Takode, za ovaj model dobijene su najvece vrednosti za

Q?, $to ukazuje na najbolje prediktivne karakteristike modela.

QSRR model (10) za hromatografski sistem sa 1,4-dioksanom kao organskim rastvaratem
opisan je sa dva molekulska deskriptora: logP (podeoni koeficijent) i Uc (broj nezasi¢enih
veza). QSRR model (10) pokazuje dobru prediktivhu mo¢, na Sta ukazuju brojCane

vrednosti statistickih parametara (tabela 15).

QSRR model (11), u kojem je zavisno promenljiva logk, vrednost, ukljucuje tri
molekulska deskriptora. Iz regresione jednacine (tabela 15, model 11) se moze uociti da
model opisuje podeoni koeficijent miLogP, molekulski deskriptor logD koji predstavlja
distribucioni koeficijent pri pH=7,4 1 deskriptor RBF koji opisuje udeo veza oko kojih je
moguca slobodna rotacija. Pozitivne vrednost koeficijenta ukazuju da je regresija
direktna, odnosno da §to je veca vrednost koeficijenata molekulskih deskriptora, vrednost
hromatografskog parametara lipofinosti log k&, ¢e biti veca. Na osnovu brojcanih
vrednosti statistickih parametara modela (R%q;, F' i Q?) uocava se da QSRR model (11)
poseduje najbolje prediktivne karakteristike u odnosu na sve predstavljene modele

dobijene primenom obe metode.
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Kod QSRR modela (12)-(20) koji su predstavljeni u tabeli 15 za selekciju molekulskih

deskriptora primenjena je Backward stepwise metoda.

Na osnovu regresione jednacine moze se uociti da je model za hromatografski sistem sa
etanolom kao organskim rastvaratem, QSRR model (12), monoparametarski model. U
QSRR modelu (12) figuriSe deskriptor lipofilnosti, (miLogP), pozitivna vrednost
regresionog koeficijenta u jednacini predstavlja indikaciju za direktnu regresiju. Na
osnovu koeficijenta determinacije (R?%q) i F-vrednosti moze se zakljuciti da model
opisuje jaku zavisnost izmedu varijabli, kao i da je predvidanje samog modela

zadovoljavajuce (Q?=0,905).

QSRR model (13) za hromatografski sistem sa n-propanolom, je dvoparametarski model
koji je okarakterisan sa molekulskim deskriptorima Sv (zbir atomskih van der Vals-ovih
zapremina atoma) i Sp (zbir atomske polarizabilnosti). Medutim, na osnovu dobijenih
niskih statisti¢kih parametara modela zakljucuje se da QSRR model (13) nije pogodan za

predvidanje (Q%<0,7).

QSRR model (14) za hromatografski sistem sa i-propanolom sadrzi jedan molekulski
deskriptor, odnosno podeoni koeficijent ClogP. Na osnovu pozitivnog predznaka
regesionog koeficijenta moze se zakljuciti da lipofinost pozitivno utiCe na retenciono
ponaSanje ispitivanih jedinjenja, odnosno da je regresija direktna. Rezultati parametara
dobijenog modela ukazuju da je QSRR model (14) statisticki znacajan i da se uspesno

moze koristiti za predvidanje Ry” vrednosti.

QSRR model (15) za hromatografski sistem sa z-butanolom kao organskim rastvara¢em
opisan je sa dva molekulska deskriptora. U QSRR modelu (15) figuriSu molekulski
deskriptori Sv, koji definiSe zbir atomskih van der Vals-ovih zapremina, i1 Sp, koji opisuje
zbir atomske polarizabilnosti. Negativna vrednost koeficijenta uz deskriptor Se ukazuje
da je regresija obrnuta, odnosno da sa veCom vrednoscu deskriptora Se, vrednost
hromatografskog parametara lipofinosti Ry’ je manja. Na osnovu vrednosti parametra Q?
ocenjuje se da model ima dobre prediktivne karakteristike, bez obzira Sto regresioni

koeficijent koji opisuje odsecak nije statisticki znacajan (p > 0,05).

QSRR model (16) za hromatografski sistem sa acetonitrilom je dvoparametarski, definiSu
ga molekulski deskriptori Sp (zbir atomske polarizabilnosti) i nAT (broj atoma u

molekulu). Iz jednacine se vidi da regresioni koeficijent uz molekulski deskriptor nAT
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ima negativnu vrednosti. Negativna vrednosti koeficijenta ispred deskriptora nAT
pokazuje da je regresija obrnuta. Ukoliko se posmatra nivo znacajnosti p za regresioni
koeficijent koji opisuje odseCak prave moze se uociti da je p > 0,05, odnosno da dobijena
vrednost nije statisticki znacajna. Takode, procenjuje se da dobijeni model nema dobre

sposobnosti predvidanja na $ta ukazuje vrednost parametara Q2.

QSRR model (17) za hromatografski sistem sa acetonom kao organskim rastvaracem,
sadrzi dva molekulska deskriptora, Sp koji definiSe zbir atomske polarizabilnosti i nAT
koji opisuje broj atoma u molekulu. U skladu sa dobijenim vrednostima parametara

modela smatra se da QSRR model (17) nije pouzdan za predvidanje.

QSRR model (18) za hromatografski sistem sa tetrahidrofuranom je viSeparametarski
model. Odnosno, karakteriSu ga tri molekulska deskriptora, V, (zapremina), log$S
(logaritam rastvorljivosti u vodi) 1 logD (logaritam distribucionog koeficijenta pri
pH=7,4). Negativna vrednost koeficijenta uz deskriptor logS ukazuje da je regresija
obrnuta, odnosno da sa veCom vredno$¢u deskriptora logS hromatografski parametar
lipofinosti Ry ima manju vrednost, odnosno retencija je manja. Takode, uo¢ava se mala
vrednost koeficijenta uz molekulski deskriptor V,. Posmatrajuc¢i nivo znacajnosti p za
regresioni koeficijent koji opisuje molekulski deskriptor logD, moZe se uociti da je p >
0,05, odnosno da dobijena vrednost nije statisticki znacajna. Medutim, vrednost
statistickog parametar Q> pokazuje da je QSRR model (18) adekvatan i pogodan za

predvidanje hromatografskog parametra lipofinosti Ry

QSRR model (19) za hromatografski sistem sa 1,4-dioksanom kao organskim rastvaratem
u pokretnoj fazi opisan je samo sa deskriptorom lipofilnosti, MLOGP2. QSRR model (19)
pokazuje dobru prediktivnu mo¢ i pouzdan je za predvidanje, na Sta ukazuje vrednost

parametara Q2.

QSRR model (20), u kojem je zavisno promenljiva log k,, vrednost, a kao organski
rastvaraC u pokretnoj fazi primenjen je acetonitril, takode sadrzi samo deskriptor
lipofilnosti, MLOG2. Pozitivan predznak regresionog koeficijenta, ukazuje da se sa
povecanjem lipofilnosti povecava i Ry vrednost ispitivanih jedinjenja. Visoke vrednosti
statistiCkih parametara (R2%,q, F i p) ukazuju da je model statisticki znacajan. Model
poseduje dobre prediktivne karakteristike Sto potvrduje visoka vrednost za statisticki

parametar Q2.
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Na osnovu dobijenih QSRR modela (3)—(20) mozZe se zakljuciti da je logaritam podeonog
koeficijenta, log P (ClogP, milLogP, ALOGP, MLOGP2, logP), dominantan faktor kod
vecéine predstavljenih modela QSRR, §to ukazuje na veliki uticaj lipofilnosti na retenciono
ponasanje ispitivanih jedinjenja. 72% izraCunatih modela sadrze podeoni koeficijent,
log P, kao molekulski deskriptor. U svim QSRR modelima sa jednom nezavisnom
promenljivom, modeli (3), (5-8), (12), (14), (19) i (20), uocava se da se kvantitativni
odnos izmedu strukture i Ry vrednosti moze izraziti isklju¢ivo pomoéu podeonog
koeficijenta, log P, kao molekulskog deskriptora. Vrednosti koeficijenta uz deskriptor
log P u svim QSRR modelima sa jednom nezavisno promenljivom imaju pozitivan
predznak, Sto ukazuje da je regresija direktna. Takode, veci uticaj na lipofilnost pokazuje
1 molekulski deskriptor Sp (zbir atomske polarizabilnosti) koji je prisutan u 22%
izraCunatih modela. Molekulski deskriptor Uc (broj nezasic¢enih veza), logD (logaritam
distribucionog koeficijenta pri pH=7,4) kao i nAT (broj atoma) javlja se u 11% modela.
Takode, moze se primetiti da se ova tri molekulska deskriptora (Uc, logD 1 nAT) javljaju
samo u QSRR modelima gde je lipofilnost odredivana u aproticnim organskim

rastvara¢ima.

Na osnovu statistickih parametara uocava se da QSRR modeli, gde je za selekciju
molekuskih deskriptora primenjena Forward stepwise metoda, pokazuju bolje prediktivne
karakteristike. Odnosno, imaju veée vrednosti za statisti¢ki parametar Q?, u odnosu na
modele kod kojih je za selekciju molekuskih deskriptora primenjena Backward stepwise
metoda. Takode, moze se uociti da primenom Backward stepwise metode, modeli (13),
(16) i (17) se na osnovu statistickog parametara Q> ocenjuju kao modeli sa loSim
prediktivnim karakteristikama i zbog toga ¢e navedeni modeli biti izostavljeni iz daljeg

razmatranja.

Na osnovu vrednosti prilagodenog koeficijenta determinacije koji se krece od RZ,q =
0,721 (za t-butanol, Backward stepwise metoda) do R%,q; = 0,993 (za zavisno promenljivu
log ky,, Forward stepwise metoda) moze se zakljuciti da svi predstavljeni QSRR modeli
ukazuju na veoma jaku zavisnost izmedu promenljivih, kao 1 da se predvidanje
hromatografskog parametra lipofilnosti postize sa greSkom predvidanja u prihvatljivim
granicama. Visoke vrednosti F-parametra ukazuju na dobro slaganje podataka. Uvid u
mo¢ predvidanja QSRR modela daje validacioni koeficijent Q2. Vidi se da su vrednosti za
validacioni koeficijent Q> za sve QSRR modele u rasponu od 0,749 do 0,994. Ovako

visoke vrednosti statistickih parametara (R?,q;, F' i p) ukazuju da su svi predlozeni QSRR
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modeli statisticki zna¢ajni, dok visoke vrednosti validacionog koeficijenta Q* ukazuju da
su modeli pouzdani i pogodni za predvidanje hromatografske lipofilnosti sli¢nih

jedinjenja i njihovog hromatografskog ponasanja.

Zavisnost izmedu eksperimentalno odredenih i izra¢unatih Ry, odnosno log k,, vrednosti

za 21 ispitivano jedinjenje na osnovu QSRR modela prikazana je u tabeli 16.

Tabela 16. Jednacine zavisnosti eksperimentalnih i izracunatih hromatografskih parametara

lipofilnosti
rasmaret Jednading r P nodla
etanol y=10,929x + 0,185 0,929 3
n-propanol y=0,784x + 0,283 0,784 4
i-propanol y=10,885x+ 0,171 0,885 5
t-butanol y=0,767x + 0,360 0,767 6
acetonitril y=0,834x + 0,470 0,834 7
aceton y=10,928x + 0,194 0,927 8
THF y=0,982x + 0,033 0,982 9
1,4-dioksan y=0,956x + 0,112 0,956 10
acetonitril y=0,989x + 0,012 0,989 11
etanol y=0,905x + 0,247 0,905 12
i-propanol y=0,867x + 0,197 0,867 14
t-butanol y=0,749x + 0,389 0,749 15
THF y=0,913x+ 0,169 0,913 18
1,4-dioksan y=0,885x + 0,297 0,885 19
acetonitril* y=10,932x + 0,079 0,933 20
* HPLC

Od svih predstavljenih QSRR modela na osnovu prikazanih rezultata iz tabele 15 i 16,
oc¢igledno je da je najbolji QSRR model za predvidanje hromatografskog parametra
lipofilnosti QSRR model (11), gde je zavisna promenljiva bila log k,, vrednost. Za
predvidanje Ry vrednosti kao najbolji model pokazao se QSRR model (9), gde je

lipofilnost odredivana u THF-u kao organskom rastvaracu.
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Graficki prikaz zavisnosti izmedu eksperimentalno odredenih hromatografskih
parametara lipofilnosti i izracunatih parametara lipofilnosti na osnovu QSRR modela

predstavljen je na slikama 151 16.
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Slika 15. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih log ky, vrednosti na osnovu QSRR modela

(11) za pokretnu fazu acetonitril-voda

R, % eksperimentalno

1.2 L5 1.8 2.1 24 2.7
Ry predvideno

Slika 16. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R, vrednosti na osnovu QSRR modela (9) za
pokretnu fazu THF-voda
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Na slikama 15 i 16, prikazane su zavisnosti izmedu eksperimentalnih hromatografskih
parametara lipofilnosti i izraCunatih parametara lipofilnosti na osnovu QSRR modela koji

su pokazali najbolje prediktivne karakteristike.

Za preostale QSRR modele slike dobijenih zavisnosti date su u Prilogu (slike P24—P32),
na osnovu kojih se takode uoCava da su dobijeni modeli pogodni za procenu

hromatografskog parametara lipofilnosti.
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4.2.8. Analiza medumolekulskih interakcija primenom LSER pristupa

Imajuéi u vidu da su ispitivana jedinjenja spirohidantoina novosintetisana, razumevanje
njihovih svojstava i interakcija koja su odgovorna za njihovu aktivnost je veoma znacajno

za njihov dalji razvoj kao bioloski aktivnih jedinjenja.

Jedan od nacdina da se analiziraju interakcije je LSER pristup. U razli¢itim
hromatografskim sistemima LSER modelovanje je veoma korisno u utvrdivanju vrsta
interakcija, kao i u odredivanju jac¢ine hemijskih interakcija!®>. LSER modelovanje je
primenjeno u cilju poredenja podeonih sistema, ukljuuju¢i 1 hromatografske, kao 1

poredenje interakcija koje preovladavaju u njima.

Kako bi se ustanovilo koje interakcije dovode do raspodele u samim sistemima (raspodele
izmedu pokretne i nepokretne faze) LSER modelovanje je primenjeno na skup od 8
referentnih jedinjenja koja su bila koriS¢ena 1 za indirektno odredivanje lipofilnosti.
Vrednosti Abrahamovih'>® solvatohromnih parametara za referentna jedinjenja

predstavljene su u tabeli 17.

Tabela 17. Vrednosti Abrahamovih solvatohromnih parametara za referentna jedinjenja

Abrahamovi solvatohromni

je dliglii(gnja Referentna jedinjenja parametari
E S A B V
1 benzoeva kiselina 0,73 0,90 0,59 0,40 0,93
2 4-nitrofenol 1,07 1,72 0,82 0,26 0,95
3 Naftilamin 1,67 1,26 0,20 0,57 1,18
4 4-hlorfenol 0,92 1,08 0,67 0,20 0,90
5 4-hlorbenzoeva kiselina 0,84 1,02 0,63 0,27 1,05
6 2,4-dihlorfenol 09 082 0,54 0,17 1,02
7 benzofenon 1,45 1,50 0,00 0,50 1,48
8 difenilamin 1,47 1,32 0,30 0,28 1,42

Primenom Abrahamove jednacine (10) dobijeni su LSER modeli tako Sto je za svaki

hromatografski sistem primenjena viSestruka linearna regresija na datom skupu

85



Doktorska disertacija Kristina Tot

referentnih jedinjenja (tabela 17). Kao zavisno promenljive koriS¢ene su eksperimentalne
logKow, RM® 1 logk,, vrednosti referentnih jedinjenja, a kao nezavisno promenljive
Abrahamovi solvatohromni parametri (4, B, S, E 1 V). Primenom viSestruke linearne
regresije izraCunati su koeficijenti LSER regresije /, a, b, s, e 1 v koji predstavljaju razliku
pojedinacnih doprinosa interakcija od strane nepokretne i pokretne faze sa ispitivanim
jedinjenjem. Dobijeni regresioni koeficijenti i statisti¢ki parametri modela prikazani su u

tabeli 18.

Tabela 18. Vrednosti koeficijenata linearnog odnosa energije solvatacije (LSER) za sisteme
oktanol-voda (LSER model 21) i hromatografske sisteme PR-18 i acetonitril-voda (LSER model
22 (TLC) i LSER model 23 (HPLC))

Broj modela LSER model 21 LSER model 22 LSER model 23
(logKow) (R (logky)
1 2,328(+1,019) 0,690(2,048) 0,572(+0,574)
a ~1,039(20,670) -1,144(+1,346) “1,212(0,378)
b -3,427(0,572) -2,853(+1,149) -2,930(0,322)
s -0,439(0,235) 0,358(+0,471) -0,015(0,132)
e 0,112(+0,247) -0,133(0,497) 0,561(x0,139)
y 2,057(+0,617) 2,250(+1,241) 1,195(+:0,348)
r 0,985(+0,104) 0,947(0,209) 0,994(+0,059)
P 0,021 0,070 0,008
n 8 8 8

Statisticki parametri modela koji su uzeti u obzir su slede¢i: r - koeficijent korelacije,
standardna devijacija (vrednosti prikazane u zagradi) 1 p - statisticka zanacajnost.
Vrednosti koeficijenta korelacije » za svaki prikazani LSER model (» > 0,947) ukazuju na
visok stepen linearne zavisnosti izmedu hromatografskih parametara lipofilnosti i
solvatohromnih parametara. Vrednosti standardne devijacije (+0,104; £0,209; +0,059) 1
dobijene vrednosti za statistiCku znac¢ajnost (p) su zadovoljavajuce i ukazuju i na odsustvo

precenjenosti modela.
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U svakom LSER modelu su razmatrane broj¢ane vrednosti koeficijenata i predznak
koeficijenata (a, b, s, e i v). Sto je veéa brojéana vrednost koeficijenta veéi je znacaj
odredene specificne interakcije na mehanizam zadrzavanja i raspodele. Dok male
vrednosti regresionih koeficijenata ukazuju da postoji mala ili da uopste ne postoji razlika
izmedu interakcija sa fazama hromatografskog sistema, odnosno ukazuje na podjednaku
zastupljenost datih interakcija u obe faze sistema. Pozitivan predznak koeficijenta ukazuje
na znacaj interakcija sa organskom/nepokretnom fazom (oktanol ili RP-18 nepokretna
faza). Negativan predznak regresionih koeficijenata ukazuje na interakcije sa
vodenom/pokretnom fazom. Stoga, poredenjem LSER koeficijenata moguce je poredenje
medumolekulskih interakcija koje su presudne za retenciju u razli¢itim hromatografskim
sistemima, TLC 1 HPLC, kao i poredenje interakcija koje preovladavaju u

hromatografskim sistemima 1 podeonom sistemu n-oktanol-voda.

Izracunati regresioni koeficijenti za tri LSER modela predstavljeni su graficki pomocu
zvezdastog dijagrama (slika 17)!86. U prikazanom zvezdastom dijagramu na svakoj osi

predstavljen je jedan koeficijent, ¢ime se omoguéava njihovo vizuelno poredenje.

=4=RM0
== logkw

logKow

Slika 17. Graficki prikaz regesionih koeficijenata (I, a, b, s, e, v) za hromatografski sistem HPLC
(RP-18 kolona), TLC (RP-18 nepokretna faza) i sistem n-oktanol-voda
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Sa slike 17 se uoCava da postoji opSta slicnost u koeficijentima poredenih sistema,
posebno za R\ i logK,,,. Takode, sa slike 17 i tabele 18 moze se zapaziti da su brojéane
vrednosti odgovaraju¢ih Abrahamovih koeficijenata u razli¢itim sistemima veoma bliske i
da imaju isti predznak (pozitivan/negativan). Izuzetak je regresioni koeficijent e koji se
kre¢e od negativne (—0,113) u TLC hromatografskom sistemu do pozitivne vrednosti u
HPLC sistemu (0,561). Na osnovu slike 17 i tabele 18 zapaZa se da koeficijenti b 1 v
imaju najveci uticaj na retenciju. Potom slede koeficijenti a, dok koeficijenti e i s imaju

mali uticaj na raspodelu u sistemu.

Koeficijent b opisuje uspostavljanje vodoni¢ne veze na osnovu proton donorskih
svojstava. Negativna vrednost koeficijenta b rezultat je znacajnog uspostavljanja
vodonic¢nih veza sa vodenom/pokretnom fazom, u poredenju sa organskom/nepokretnom

fazom (n-oktanol ili RP-18).

Koeficijent v opisuje relativnu sposobnost formiranja Supljine u nepokretnoj i pokretnoj
fazi. Odnosno, parametar v predstavlja uticaj zapremine samog molekula. Pozitivna
vrednost koeficijenta v u sva tri LSER modela, ukazuje da se mnogo jace interakcije
ostvaruju sa organskom/nepokretnom fazom. U uslovima hromatografije na obtnutim
fazama (nepokretna faza C—18 modifikovani silika-gel) mnogo lakSe se naruSava
struktura ugljovodoni¢nih lanaca nepokretne faze kako bi se ,ugostio® molekul
ispitivanog jedinjenja, nego struktura pokretne faze. NajjaCe interakcije se ostvaruju sa

RP-TLC nepokretnom fazom, a najslabije sa RP-HPLC kolonom.

Negativna vrednost koeficijenta a, takode ukazuje na uspostavljanje vodoni¢nih veza sa

sa vodenom/pokretnom fazom, ali na osnovu proton akceptorskih svojstava.

Veca pozitivna vrednost koeficijenata e ilustruje da je HPLC kolona podloznija
polarizabilnim interackijama u odnosu na fazu n-oktanol. Medutim, negativna vrednost
koeficijenta e za TLC hromatografski sistem ukazuje da polarizabilnosti neznatno
favorizuje raspodelu u pokretnoj fazi. Sa druge strane, negativna vrednost koeficijenta s
ukazuje na znaCajne polarne interakcije koje se ostvaruju sa pokretnom/vodenom fazom
za razliku od nepokretne faze/n-oktanola. Pozitivna vrednost koeficijenta s dobijena za
TLC hromatografski sistem pokazuje da je nepokretna faza C—18 vise dipolarna u odnosu
na n-oktanol fazu podeonog sistema, dok za HPLC hromatografski sistem uticaj

koeficijenta s je zanemarljiv.
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LSER analiza ukazuje na slicnost medumolekulskih interakcija koje dominiraju u
procesima razdvajanja izmedu pokretne i nepokretne faze u hromatografskim sistemima i
n-oktanol-voda sistemu. Dva glavna faktora koja uti¢u na zadrzavanje, odnosno retenciju
su uspostavljanje vodoni¢ne veze (proton-donorske interakcije) i molekulska zapremina
ispitivanih jedinjenja. Izmedu koeficijenata poredenih sistema postoji opsta sliCnost,
posebno za Ry i logK,,. Sve ovo predo¢ava da nepokretna faza RP-18 dobro oponasa

sistem n-oktanol-voda.
4.2.9. Primena pravila Lipinskog na ispitivane derivate spirohidantoina

Karakteristike molekula, kao §to su permeabilnost kroz membranu i oralna biodostupnost
bioloski aktivnih molekula, obi¢no su povezane sa nekoliko jednostavnih molekulskih
deskriptora'®”. Ti deskriptori su log P, molekulska masa (MW) i sposobnost gradenja
vodoni¢ne veze §to se izraZzava preko broja proton-donorskih grupa (nHDon) §to odgovara
broju —OH 1 -NH grupa i broja proton-akceptorskih atoma (nHAcc), §to odgovara broju
atoma kiseonika i azota u molekulu. Na ova cetiri deskriptora (log P, MW, nHDon i
nHAcc) se zasniva ,,pravilo broja pet” ili pravilo Lipinskog!®. Prema ovom pravilu,
molekul ¢e imati dobru oralnu biodostupnost i permeabilnost, ukoliko su brojcane

vrednosti pomenuta Cetiri deskriptora u slede¢im granicama:

1. Molekulska masa je ispod 500 g/mol,

2. Maksimalan broj atoma protona koji se mogu donirati u vodoni¢noj vezi
(-OH i —NH) je 5,

3. Maksimalan broj akceptorskih atoma vodonika je 10,

4. Izra¢unata vrednost logaritma podeonog koeficijenta manja je od 5.

Primena pravila Lipinskog ima za cilj da proveri da li ispitivani spirohidantoini imaju
dobru (teorijsku) oralnu biodostupnost i da li poseduju farmakokineticku aktivnost. U
tabeli 19 prikazane su vredsnosti tri molekulska deskriptora koja su obuhvacena pravilom
Lipinskog (MW, nHDon i nHAcc), a vrednosti za deskriptor lipofilnosti log P prikazane
se su tabeli 12. U tabeli 19 je dato 1 koliko deskriptora odstupa od samog pravila, kao i
dodatni parametri koji su povezani sa pravilom a ukazuju na sliCnost ispitivanih

spirohidantoina sa lekovima.
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Tabela 19. Molekulski deskriptori ispitivanih spirohidantoina koji su kljucni za pravilo Lipinskog

. Brpj . nHAce  nHDon MW broj . slicnost sa  ocena
jedinjenja odstupanja lekom leka
1 2 3 4 5 6
I.1 4 1 244,32 0 3,09 0,89
1.2 4 1 258,35 0 1,76 0,82
1.3 5 1 274,35 0 3,48 0,89
1.4 4 1 278,76 0 4,12 0,84
L5 4 1 323,21 0 1,25 0,73
1.6 5 1 269,33 0 -5,32 0,43
1.7 7 1 289,32 0 -7,04 0,44
I1.1 4 1 258,35 0 1,24 0,47
11.2 4 1 272,38 0 -0,09 0,38
I1.3 5 1 288,38 0 1,62 0,49
11.4 4 1 292,79 0 2,25 0,47
I1.5 4 1 337,24 0 -0,59 0,32
11.6 5 1 283,36 0 -7,17 0,25
11.7 7 1 303,35 0 -8,89 0,26
II1.1 4 1 272,38 0 0,74 0,72
I11.2 4 1 286,41 0 -0,60 0,56
I11.3 5 1 302,41 0 1,13 0,75
111.4 4 1 306,82 0 1,77 0,72
I11.5 4 1 351,27 0 -1,10 0,46
1I1.6 5 1 297,39 0 -7,67 0,40
111.7 7 1 317,38 0 -9,40 0,41
gramene <10 <5 <500
vrednosti

Na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 12 uocava se da su log P vrednosti svih
ispitivanih derivata spirohidantoina manje od 5 (izuzev kvadratnih vrednosti podeonog
koeficijenta log P), Sto je u skladu sa ovim pravilom. Brojcane vrednosti preostala tri
molekulskih deskriptora MW, nHDon i nHAcc (tabela 19) za sve ispitivane
spirohidantoine su takode u granicama koje su u skladu sa pravilom Lipinskog (kolona 1,
2 1 3, tabela 19). S obzirom da ni jedan molekulski deskriptor ne odstupa od samog
pravila (kolona 4, tabela 19), to znaci da ¢e svi ispitivani spirohidantoini biti biodostupni

1 pokazivati dobra absorpciona svojstva i dobru premeabilnost u organizmu.

Pri primeni pravila Lipinskog treba imati na umu da ono vazi za potencijalne lekove koji
se primenjuju oralno i absorpbuju pasivno. Cak i ako zadovoljavaju sve uslove definisane
pravilom Lipinskog ne znaci da su istovremeno i dobri potencijalni lekovi. Postoje jos

dva desktiptora koji se u tom slucaju mogu razmotriti, a to je kolika je slicnost
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posmatranog jedinjenja sa lekom 1 ocena leka. Ova dva desktiptora predstavljaju
kombinovane fizicko-hemijske, farmakokineticke 1 farmakodinamicke parametre

jedinjenja, pa samim tim objedinjuju vise klju¢nih faza u distribuciji aktivne supstance.

Pozitivna vrednost sli¢nosti sa lekom (kolona 5, tabela 19) je indikacija da kod
odredenog jedinjenja dominiraju strukturni fragmenti koji su prisutni kod vecine lekova
koji su trenutno u upotrebi. Ova vrednost je negativna kod spirohidantoina sa cijano (1.6,
11.6, II1.6), nitro (L.7, I1.7, II1.7) grupom, kao i kod jedinjenja gde je kao supstituent R
prisutan atom broma (IL.5, ITL.5) i metil grupa (IL.2, I1L.3).

Ocena leka je data u koloni 6 u tabeli 19. Ocena leka predstavlja kombinaciju razli¢itih
deskriptora: slicnost sa lekom (kolona 5, tabela 19), lipofilnost (tabele 5, 6 1 8),
rastvorljivost, molekulsku masu (kolona 3, tabela 19) i toksi¢nost. Moze se koristiti kao
opsti pokazatelj da li je neko jedinjenje potencijalni kandidat za nov lek ili nije. Broj¢ana
vrednost ocene leka mozZe biti u intervalu od 0 do 1, jedinica ukazuje da je jedinjenje
dobar kandidat za lek, dok 0 znaci da to jedinjenje neée biti dobar potencijalni lek za

oralnu primenu.

Najnizu vrednost ocene leka ima jedinjenje IL1.6 Sto znaci da se za ovaj spirohidantoin ne
ocekuje da u oralnoj primeni bude biodstupan u zadovoljavaju¢oj meri 1 pored toga Sto
njegovi deskriptori obuhvaceni pravilom Lipinskog ne prelaze grani¢ne vrednosti.
Najvecu ocenu leka ima jedinjenje I.1 i 1.3 (3-(4-supstituisani benzil)ciklopentanspiro-5-
hidantoini). Ocenu leka ve¢u od 0,7 imaju spirohidantoini 1.2, .4, L.5, TIL.1, II1.3 i IILS5.
lako 3-(4-supstituisani benzil)cikloheksanspiro-5-hidantoini (II.1-I1.7) imaju ocenu leka
oko 0,4, ova jedinjenja predstavljaju potencijalne farmakoloski aktivne supstance. Prema
tome, za aktivnost spirohidantoina lipofilnost je najvaznija karakteristika, bez obzira §to
klju¢ni parametri koji imaju uticaja na procese absorpcije, distribucije i izlu¢ivanja nisu

zadovoljavajuci.
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4.3. Hemometrijska analiza

Primenom hemometrijskih metoda, PCA 1 HCA, prvo su analizirane pojedine serije

ispitivanih jedinjenja, a na kraju su uzete u razmatranje sve serije zajedno.

4.3.1. Hemometrijska analiza hromatografskih parametara lipofilnosti 3-(4-

supstituisanih benzil)ciklopentan-5-hidantoina
HCA analiza

Dendrogram klasterovanja osam razli¢itih hromatografskih sistema za seriju 3-(4-

supstituisanih benzil)ciklopentan-5-hidantoina prikazan je na slici 18.

Linkage Distance
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0 J
RM n-propanol N\ /

0
RM i-propanol ‘|

0
RM t-butanol
0
RM acetonitril
0
RM 1,4-dioksan
0
RM etanol
0
RM aceton

Slika 18. Dendrogram R, vrednosti razlicitih hromatografskih sistema za seriju jedinjenja 3-(4-

supstituisanih benzil)ciklopentan-5-hidantoina

Sa dendrograma prikazanog na slici 18 uocava se klasifikacija analiziranih podataka u
dva klastera. Klaster A koji sadrzi Ry° vrednosti odredene u hromatografskim sistemima
gde su kao organski rastvaraci koriS¢eni THF, #-butanol, i-propanol i1 n-propanol 1 klaster
B gde su kao organski rastvaraci primenjeni acetonitril, 1,4-dioksan, etanol i aceton.

Unutar klastera A postoje dva subklastera, gde jedan subkaster ¢ine THF 1 #-butanol, dok
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drugi subklaster sadrzi i-propanol 1 n-propanol. Unutar klastera B moZe se zapaziti da su
R\® vrednosti za tri organska rastvaraca 1,4-dioksan, etanol i aceton grupisane. Za
vrednosti Ry odredene u acetonitrilu primecuje se veca vertikalna udaljenost, §to ukazuje
da ovaj hromatografski parametar nije blisko povezan sa ostalim ¢lanovima klastera i

moze se objasniti visokom vrednos¢u dielektricne konstante ovog organskog rastvaraca.

Na slici 19 prikazan je dendrogram dobijen za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih

benzil)ciklopentan-5-hidantoina primenom klaster analize.
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Slika 19. Dendrogramza seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih benzil)ciklopentan-5-hidantoina na

osnovu R, vrednosti odredenih u 8 pokretnih faza sa 8 razlicitih organskih rastvaraca

Sa slike 19 se moze zapaziti da se ispitivani ciklopentan-5-hidantoini grupiSu u dva
klastera, klaster A 1 klaster B. Klaster A sadrzi ispitivana jedinjenja sa nepolarnim R
supstituentima (—Br, —Cl, —CH3). Unutar klastera A se moze uociti veca vertikalna
udaljenost metil derivata u odnosu na derivate sa halogenim supstituentima (—Br i —CI).
Ova vertikalna udaljenost moze biti objasnjena Cinjenicom da metil grupa ima elektron-

donorska svojstva u odnosu na halogenide koji ispoljavaju elektron-akceptorska svojstva.

Klaster B Cine jedinjenja koja imaju polarne supstituente (—CN, —NO, i “OCH3;), kao i
nesupstituisano jedinjenje. Na osnovu prethodno recenog vidi se da klaster analiza

klasifikuje ispitivana jedinjenja na osnovu polarnosti supstituenta R.
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PCA analiza

U cilju detaljnije analize podataka uradena je analiza glavnih komponenti na istoj matrici
kao i HCA analiza. Analiza glavnih komponenti originalnu matricu podataka rastavlja na
tzv. “loading” (koji se odnosi na analizirane parametre lipofilnosti) 1 na “score” (koji se
odnosi na ispitivana jedinjenja), pri cemu se dobijaju dve nove matrice ¢ije promenljive

predstavljaju tzv. glavne komponente (PC), koje su potpuno nezavisne.

Analizom glavnih komponenti za Ry’ vrednosti za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih
benzil)ciklopentan-5-hidantoina dobija se model sa Sest glavnih komponenti. Procenat

varijanse svake od dobijenih glavnih komponenti predstavljen je na slici 20.
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Slika 20. Procentne vrednosti glavnih komponenti ukupne varijanse podataka

Sa slike 20 se uocava da prve dve glavne komponente opisuju 96,27% ukupne varijanse,
zbog Cega su prve dve glavne kompnente uzete za dalju analizu. Prva glavna komponenta
(PCI1) opisuje 92,57% ukupnog varijabiliteta, a druga glavna komponenta (PC2) sa
3,70%.
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Na slici 21 prikazan je loading plot parametara lipofilnosti dobijen kao rezultat PCA

opisan sa prve dve glavne komponente.
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Slika 21. Zavisnost PC1 od PC2 za R,/ vrednosti za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih

benzil)ciklopentan-5-hidantoina

Sa slike 21 uocava se da prema PC1 (koja opisuje 92,57% ukupne varijanse podataka)

Ry\° vrednosti za sve organske rastvara¢e imaju negativne vrednosti, dok su vrednosti PC2

(koja opisuje 3,70% ukupne varijanse podataka) za etanol, n-propanol i i-propanol

pozitivne, a za acetonitril, aceton, THF, 1,4-dioksan i t-butanol negativne. Prema tome,

moguce je Ry vrednosti za razliCite organske rastvarace svrstati u dve grupe. Prvu grupu

¢ine Ry® vrednosti gde su primenjeni proti¢ni organski rastvaraci (etanol, n-propanol i i-

propanol), a drugu grupu ¢ine vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti gde su

primenjeni aproti¢ni organski rastvaraci (acetonitril, aceton, THF i 1,4-dioksan). Dok se

R\ vrednost za f-butanol ne mogu svrstati ni u jednu od pomenute dve grupe. Ovaj

rastvara¢, iako pripada grupi proti¢nih, ima i najvoluminozniju nepolarnu grupu u
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molekulu, usled ¢ega ga najverovatnije PCA ne svrstava u grupu sa ostalim proti¢nim

rastvara¢ima.

Analiza glavnih komponenti pruza i moguénost grupisanja ispitivanih jedinjenja na
osnovu efekta njihove hemijske prirode na ispitivano svojstvo (lipofilnost). Dobijena
zavisnost izmedu prve (PC1) i druge (PC2) glavne komponente za ispitivana jedinjenja

(score plot) prikazana je na slici 22.
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Slika 22. Zavisnost PCI od PC?2 za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih benzil)ciklopentan-5-

hidantoina na osnovu R, vrednosti

Sa slike 22 se moZe jasno uociti da se duz PC1 ose izdvajaju dve grupe jedinjenja,
odnosno ispitivana jedinjenja su klasifikovana u odnosu na njihovu lipofilnost. Jednu
grupu ¢ine jedinjenja koja imaju pozitivnu PCI, a to su ispitivana jedinjenja sa polarnim
supstituentima i nesupstituisani derivat spirohidantoina, dok drugu grupu ¢ine jedinjenja
sa negativnom PC1, odnosno ispitivana jedinjenja koja u svom sastavu imaju nepolarne
supstituente. Najnegativniju brojcanu vrednost PC1 ima najlipofilnije jedinjenje i to je
jedinjenje sa —Br kao supstituentom, a najpozitivnija brojna vrednost PC1 dobijena je za
jedinjenje sa —CN kao supstituentom. Prema tome, izmedu ova dva jedinjenja postoji

najveca razlika u lipofilnosti.
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Rezultati dobijeni primenom PCA su u skladu sa rezultatima koji su dobijeni primenom

HCA.

4.3.2. Hemometrijska analiza hromatografskih parametara lipofilnosti 3-(4-
supstituisanih benzil)cikloheksan-5-hidantoina
HCA analiza

Rezultat HCA analize ispitivanih derivata cikloheksan-5-hidantoina za Ry vrednosti u

osam hromatografskih sistema prikazan je na slici 23.

10
8|
o
=
< 6
A7
@)
I
o0
£
= 47
5 A B
2t
0
: 0z oz : 3 = 1 :
o g g g c g 5 g
= o 2 2 3 = S o
& o™ = & < g = =
= 3 == - S < 5
[~ = s s =
& <4 o =

Slika 23. Dendrogram R, vrednosti razlicitih hromatografskih sistema za seriju jedinjenja 3-(4-

supstituisanih benzil)cikloheksan-5-hidantoina

Dendrogram predstavljen na slici 23 ukazuje na grupisanje hromatografskih parametara
lipofinosti u dva jasno definisana klastera (A i B). Klaster A grupiSe Ry vrednosti
odredene u proti¢nim rastvaracima, odnosno 7-butanolu, n-propanolu i i-propanolu, dok se
za vrednosti Ry odredene u THF-u primecuje veliko vertikalno rastojanje u odnosu na
ostale ¢lanove klastera A. Klaster B sadrzi Ry vrednosti odredene u acetonitrilu, 1,4-

dioksanu, etanolu i1 acetonu. Unutar klastera B moze se primetiti postojanje dva
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subklastera, gde jedan subkaster ¢ine acetonitril 1 1,4-dioksan, a drugi subklaster sadrzi

etanol 1 aceton.

Dendrogram dobijen primenom HCA ispitivanih jedinjenja cikloheksan-5-hidantoina

predstavljen je na slici 24.
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Slika 24. Dendrogramza seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih benzil)cikloheksan-5-hidantoina na

osnovu R, vrednosti odredenih u 8 pokretnih faza sa 8 razlicitih organskih rastvaraca

Sa slike 24 se vidi da se ispitivana jedinjenja cikloheksan-5-hidantoina grupiSu u dva
klastera (A 1 B) kao i ciklopentan-5-hidantoini. Klaster A obuhvata jedinjenja sa
halogenim supstituentima (—Br 1 —Cl) 1 metil grupom (—CHj3;). Unutar klastera A moze
uociti veliko vertikalno rastojanje za ispitivano jedinjenje sa metil grupom kao
supstituentom, u odnosu na jedinjenja koja imaju halogene supstituente. Takode, kao i u
slucaju ciklopentan-5-hidantoina vertikalna udaljenost se moZze objaniti elektron-
donorskim svojstvima metil grupe, za razliku od halogenida koji ispoljavaju elektron-
akceptorska svojstva. Klaster B Cine ispitivana jedinjenja koja imaju polarne supstituente

(—CN, —NO; 1 —OCH3), kao 1 nesupstituisano jedinjenje (—H).
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PCA analiza

PCA analiza R\’ vrednosti za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih benzil)cikloheksan-5-

hidantoina ukazuje na Sest glavnih komponenti (PC) ¢iji je procenat varijanse predstavljen

na slici 25.
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Slika 25. Procenat ukupne varijanse glavnih komponenti

Sa slike 25 se moze videti da prve dve glavne komponente opisuju 93,58% ukupne
varijanse podataka. Prva glavna komponenta (PC1) koja opisuje 85,56% ukupnog
varijabiliteta, druga glavna komponenta (PC2) sa 8,02%. Za dalju analizu koriS¢ene su

prve dve glavne kompnente.
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Na slici 26 prikazan je loading plot prve dve glavne komponente.
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Slika 26. Zavisnost PC1 od PC2 za R, vrednosti za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih

benzil)cikloheksan-5-hidantoina

Sa slike 26 se uocava da u odnosu na PC1 glavnu komponentu svih osam primenjenih
pokretnih faza imaju negativne broj¢ane vrednosti. U odnosu na drugu glavnu
komponentu (PC2) Ry vrednosti za razliite pokretne faze klasifikuju se u dve grupe.
Odnosno, prva grupa sadrzi Ry vrednosti sa pozitivnom brojnom vrednos$éu za PC2, gde
su primenjeni aceton, THF, #-butanol i etanol kao organski rastvaraci. Drugu grupu ¢ine
R\ vrednosti sa negativnom brojéanom vredno$¢u PC2, kao organski rastvaraci koris¢eni

su 1,4-dioksan, i-propanol, n-propanol i acetonitril.

Takode, sa slike 26 se uocava da se etanol i acetonitril najviSe razlikuju po PC2. Oba
rastvaraCa su polarna, ali su razli¢itog tipa. Odnosno, najpozitivniju vrednost PC2 imaju
R\ vrednosti odredene u etanolu koji je proti¢ni polarni rastvara¢, dok najnegativniju
broj¢anu vrednost PC2 imaju Ry vrednosti odredene u acetonitrilu koji je aproti¢an

polaran rastvara¢. Ry vrednosti ostalih organskih rastvara¢a imaju PC2 blizu nuli.
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PCA analiza grupiSe ispitivane derivate cikloheksan-5-hidantoina prema polarnosti

supstituenta R, kao $to je prikazano na slici 27.
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Slika 27. Zavisnost PCI od PC2 za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih-benzil)cikloheksan-5-

hidantoina na osnovu R, vrednosti

Sa slike 27 se vidi da su cikloheksan-5-hidantoini klasifikovani slicno kao i derivati
ciklopentan-5-hidantoina, tj na osnovu polarnosti supstituenta R. Ispitivana jedinjenja sa
nepolarnim supstituentima, odnosno sa halogenim supstituentima (—Br, —CI) i metil
grupom (—CHj) opisani su sa negativnom vrednoS¢u PCl, a jedinjenja sa polarnim
supstitentima (—OCH3;, —NO, i —CN), kao i nesupstituisano jedinjenje karakteriSe
pozitivna vrednost PC1. Najlipofilnije jedinjenje, R = Br, ima najnegativnije vrednosti za
obe glavne komponente, dok je najpolarnije jedinjenje, R = CN, okarakterisano sa

najpozitivnijom vrednos¢u PC1.

Rezultati dobijeni primenom PCA analize su u skladu sa rezultatima HCA anlize.
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4.3.3. Hemometrijska analiza hromatografskih parametara lipofilnosti 3-(4-
supstituisanih benzil)cikloheptan-5-hidantoina
HCA analiza

Rezultat hijerarhijske klaster analize ispitivanih derivata cikloheptan-5-hidantoina za Ry’

vrednosti u osam hromatografskih sistema prikazan je na slici 28.
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Slika 28. Dendrogram R, vrednosti razlicitih hromatografskih sistema za seriju jedinjenja 3-(4-

supstituisanih benzil)cikloheptan-5-hidantoina

Sa dendrograma prikazanog na slici 28 moze se uociti da se hromatografski parametri
lipofilnosti (Ry°) dobijeni u razli¢itim pokretnim fazama grupi$u u dva jasno definisana
klastera (klaster A i B). Klaster A klasifikuje Ry vrednosti dobijene u proti¢nim
organskim rastvaraim (n-propanol, i-propanol i z-butanol) i THF-a, medutim primecuje
se veca vertikalna udaljenost Ry’ vrednosti odredenih u THF-u u odnosu na ostale
¢lanove klastera, Sto ukazuje da THF nije blisko povezan sa ostalim rastvara¢ima. Dok
klaster B obuhvata Ry vrednosti dobijene u etanolu, 1,4-dioksanu, acetonitrilu i acetonu.

Unutar klastera B uoCava se postojanje dva subklastera. Jedan subkaster ¢ine Ry
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vrednosti odredene u aproti¢nim organskim rastvara¢ima (acetonitril 1 aceton), dok drugi
subklaster sadrzi etanol i 1,4-dioksan kao organske rastvarace pokretne faze. Slicna

klasifikacija je dobijena i u prethodne dve serije ispitivanih jedinjenja.

Dendrogram dobijen kao rezultat klasterovanja ispitivanih jedinjenja cikloheptan-5-

hidantoina za vrednosti hromatografskog parametra lipofilnosti (Ry") prikazan je na slici

29.
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Slika 29. Dendrogram za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih benzil)cikloheptan-5-hidantoina na

osnovu R, vrednosti odredenih u 8 pokretnih faza sa 8 razlicitih organskih rastvaraca

Na prikazanom dendrogramu na slici 29 takode se uoc¢avaju dva jasno definisana klastera
(A 1 B) u kojima su supstituenti razvrstani prema polarnosti. Slicno grupisanje
supstituenata je dobijeno 1 u prethodne dve serije. Klaster A obuhvata nepolarne
supstituente (bromid, hlorid 1 metil grupu). Unutar klastera A moze se uociti veliko
vertikalno rastojanje za metil grupu u odnosu na halogene supstituente. Ovo ukazuje na
razli¢it karakter metil grupe i1 halogenih supstituenata. Klaster B ukljucuje polarne
supstituente, nitro, cijano 1 metoksi grupu. U kasteru B se jo$ nalazi 1 nesupstituisano

jedinjenje (—H).
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PCA analiza

Analiza glavnih komponenti derivata cikloheptan-5-hidantoina radena je na isti na¢in kao
i kod predhodne dve serije ispitivanih jedinjenja. Rezultati primenjene analize definisani
su sa Sest glavnih komponenti. Procenti ukupne varijanse podataka za dobijene glavne

komponente prikazani su na slici 30.
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Slika 30. Procentne vrednosti glavnih komponenti ukupne varijanse podataka

Sa slike 30 se moze zapaziti da je 96,44% ukupne varijanse opisano sa prve dve glavne
komponente, odnosno prva glavna komponenta (PC1) opisuje 89,26%, a druga glavna
komponenta (PC2) opisuje 7,18% ukupne varijanse podataka. U daljoj diskusiji

analizirane su prve dva glavne komponente.

104



Doktorska disertacija

Kristina Tot

Na slici 31 prikazana je loading zavisnost prve dve glavne komponente (loading plots).
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Slika 31. Zavisnost PC1 od PC2 za R,/ vrednosti za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih

benzil)cikloheptan-5-hidantoina

Sa slike 31 uocava se da Ry’ vrednosti za sve organske rastvarate imaju negativne
broj¢ane vrednosti PC1. Dok na PC2 osu negativne broj¢ane vrednosti imaju etanol, n-
propanol i i-propanol. Pozitivne vrednosti duz PC2 ose imaju acetonitril, aceton, THF,

1,4-dioksan i z-butanol. Na osnovu druge glavne komponente (PC2) Ry vrednosti za

razli¢ite organske rastvarace klasifikuju se u dve grupe uz pojavu izuzetka, tj. Ry

vrednosti dobijene u z-butanolu. Prvu grupu ¢ine Ry vrednosti odredene u pokretnim
fazama sa proticnim organskim rastvarac¢ima (etanol, n-propanol i i-propanol), a drugu

grupu ¢ine vrednosti hromatografskih parametara lipofilnosti gde su primenjeni aproti¢ni

organski rastvaraci (acetonitril, aceton, THF 1 1,4-dioksan).
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Primenom analize glavnih komponenti na ispitivana jedinjenja postize se njihova
klasifikacija na osnovu polarnosti supstituenta R, identi¢no kao i kod prethodne dve serije
ispitivanih  jedinjenja. Klasifikacija ispitivanih derivata cikloheptan-5-hidantoina

primenom PCA prikazana je na slici 32.
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Slika 32. Zavisnost PCI od PC?2 za seriju jedinjenja 3-(4-supstituisanih benzil)cikloheptan-5-

hidantoina na osnovu R, vrednosti

Na slici 32 se moze videti da su jedinjenja sa nepolarnim R supstituentom definisana sa
negativnom PCl1, dok su jedinjenja sa polarnim R supstituentima definisana pozitivhom
brojcanom vredno$¢u PCl. Jedinjenje sa najlipofilnijim supstituentom R = Br ima
najnegativnije vrednosti PC1, i obrnuto jedinjenje sa najpolarnijim R supstituentom ima

najpozitivnije vrednosti prve glavne komponente.

Na osnovu dobijenih rezultata analize moze se zakljuciti da je PCA analizom dobijeno

grupisanje u skladu sa rezultatima dobijenim primenom HCA analize.

Procentualna zastupljenost prve dve glavne komponente u ukupnoj varijansi u sve tri

serije ispitivanih spirohidantoina je ve¢a od 93%.
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4.3.4. Hemometrijska analiza parametara lipofilnosti sve tri serije 3-(4-

supstituisanih benzil)cikloalkan-5-hidantoina

Kako bi utvrdili odnose izmedu svih ispitivanih jedinjenja uradena je PCA i HCA analiza.
Pored hromatografskih parametara lipofilnosti tri serije ispitivanih spirohidantoina u 8

razli¢itih pokretnih faza, analizirani su i parametri lipofilnosti dobijeni racunskim putem.

HCA analiza

Rezultat HCA svih parametara lipofilnosti 21 ispitivanog jedinjenja predstavljen je

dendrogramom na slici 33.
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Slika 33. Dendrogram parametara lipofilnosti za sve tri serije cikloalkan-5-hidantoina

Slika 33 pokazuje da su izracunati i hromatografski parametri grupisani u tri klastera (A,
B i C). Klaster A sadrzi samo izraCunate parametre lipofilnosti i to ALOGP2 i MLOGP?2.
Medutim, ukoliko se ova dva parametra lipofilnosti uporede sa druga dva klastera mogu
se smatrati neklasifikovanim, odnosno outlier-ima. Sto je i oéekivano jer predstavljaju

kvadratne vrednosti log P.
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Klasteri B 1 C uklju€uju 1 izracunate 1 hromatografske parametre lipofilnosti. Unutar
klastera B ¢lanovi su grupisani u dva subklastera (B1 i B2). Subklaster B1 ukljucuje jedan
izraGunati i jedan hromatografski parametar lipofilnosti (MLOGP i Ry’ vrednost
odredenu u THF-u), dok subklaster B2 uklju¢uje samo hromatografske parametre
lipofilnosti odredene direktnom metodom (Ry° vrednost odredenu u n-propanolu, i-
propanolu i #-butanolu 1 log &, vrednost). Takode, i1 ¢lanovi C klastera su grupisani u dva
subklastera (C1 i C2), medutim unutar klastera C primecuje se veca vertikalna udaljenost
parametra lipofilnosti log P; u odnosu na ostale ¢lanove klastera i moZe se smatrati
outlier-om. Subklaster C1 ukljuCuje samo izraCunate parametre lipofilnosti (logPg;oo,
ClogP, ALOGP i miLogP), a subklaster C2 sadrzi Ry’ vrednosti odredene u acetonitrilu,
acetonu, 1,4-dioksanu i etanolu, parametar lipofilnosti log P,, kao i izraunati parametar

lipofilnosti logP.

Rezultat HCA analize sve tri serije cikloalkan-5-hidantoina prikazan je na slici 34.

40
35t
30
825-
g A B
z
S 20+
on
[~
=~
g
= 15t
Al A2 Bl B2
10 |
5t
0 [
2 053 9O 8 O Z ¢ I oo O X 55 Z o9 O T&m o Z o o o
A9 £ AL 5 r o 2 9 8 = o Tz 6z o
= =~ O o v T 0 85 U Z wvw o wn I 0 Z ¥ O I 0 =z =0
OV L0 g o eroY g0 iy o n®
Q 5 O 0O 80 ] 80

Slika 34. Dendrogram svih ispitivanih cikloalkan-5-hidantoina na osnovu parametara lipifilnosti

Sa dendrograma predstavljenog na slici 34 mogu se zapaziti dva klastera (klaster A i B).
Takode, uocava se da klaster A ukljucuje jedinjenja vece lipofilnosti, dok klaster B ¢ine

ispitivana jedinjenja manje lipofilnosti. Unutar svakog klastera ¢lanovi se grupisu u dva
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subkastera (Al 1 A2, odnosno Bl i B2). Subklaster Al sadrzi sledeca ispitivana
jedinjenja: IIL.3 (C7—CHj;), 111.4 (C7—Cl), IIL.5 (C7-Br), I1.4 (C6—Cl) 1 ILS (C6—Br),
odnosno sadrzi derivate cikloheptan-5-hidantoina i1 cikloheksan-5-hidantoina sa
nepolarnim R supstituentima (—Br, —Cl 1 =CH3;). Generalno, subklaster A1 Cine ispitivana
jedinjenja vece lipofilnosti. Subklaster A2 ukljucuje derivate cikloheptan-5-hidantoina sa
polarnim R supstituentima (—NO,, “CN, —OCHj; i —H), kao i derivate cikloheksan-5-
hidantoina i ciklopentan-5-hidantoina sa nepolarnim R supstituentima (—Br, —CIl i —CH3).
Subkaster A2 sadrzi ispitivana jedinjenja (III.1 (C7-H), IL3 (C7-OCHj;), IIL6
(C7-CN), IIL7 (C7T-NO,), I1.2 (C6—CHj;), 1.4 (C5—Cl) i L.5 (C5—Br)) manje lipofilnosti
u odnosu na ¢lanove subklastera Al. Subklaster B1 ¢ine sledeca jedinjenja: II.1 (C6—H),
II.3 (C6—OCHj;), II.6 (C6—CN), ILI.7 (C6—NO,), odnosno derivate cikloheksan-5-
hidantoina sa polarnim R supstituentima, kao 1 ispitivano jedinjenje I.2 derivat
ciklopentan-5-hidantoina sa nepolarnom metil grupom kao R supstituentom. UopSteno
gledano subklaster B1 cine ispitivana jedinjenja umerene lipofilnosti. Subklaster B2
obuhvata ispitivana jedinjenja I.1 (C5—H), L.3 (C5—OCH;), 1.6 (C5—CN), L.7 (C5-NO,),
odnosno derivate ciklopentan-5-hidantoina sa polarnim R supstituentima. Subklaster B2

karakteriSu ispitivana jedinjenja najmanje lipofilnosti.
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PCA analiza

Rezulati dobijeni primenom PCA analize na sve parametre lipofilnosti opisani su sa
trinaest glavnih komponenti. Procenti dobijenih glavnih komponenti ukupnog

varijabiliteta podataka prikazani su na slici 35.
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Slika 35. Procentne vrednosti glavnih komponenti ukupne varijanse podataka

Sa slike 35 se moze uociti da je 98,79% ukupne varijanse opisano sa prve dve glavne
komponente. Za dalju analizu zadrzane su samo PCl i PC2, pri ¢emu prva glavna

komponenta opisuje 96,21%, dok druga opisuje 2,58% ukupne varijanse podataka.
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Na slici 36 je prikazana loading zavisnost prve dve glavne komponente za sve parametre

lipofilnosti.
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Slika 36. Zavisnost PC1 od PC2 za parametre lipofilnosti 3-(4-supstituisanih benzil)cikloalkan-5-

hidantoina

Slika 36 pokazuje da se parametri lipofilnosti razdvajaju u dve grupe. Prva grupa
parametara lipofilnosti je okarakterisana negativnom brojcanom vrednoséu za PCI1 i
pozitivnom za PC2. Prema PC2 prvu grupu pretezno ¢ine parametri lipofilnosti odredeni
racunskim putem i to ClogP, logP, milogP, ALOGP, od eksperimentalno odredenih
parametara lipofilnosti nalazi se Ry vrednost u z-butanolu i i-propanolu. Drugu grupu
¢ine parametri lipofilnosti ¢ije su vrednosti obe glavne komponente negativne. Prema
PC2 druga grupa uglavnom sadrzi parametre lipofilnosti odredene eksperimentalnim
putem, odnosno Ry vrednost odredena u etanolu, n-propanolu, acetonitrilu, acetonu,
THF-u i 1,4-dioksanu i log k,, vrednost, a kao raunski odredeni parametri lipofilnosti
javljaju se MLOGP 1 logPg. Takode, mogu se uociti i dva izuzetka, ALOGP2 i

MLOGP2, §to se moZe objasiti ¢injenicom da oba parametra predstavljaju kvadratne

vrednosti podeonog koeficijenta log P.
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Rezultat analize glavnih komponenti na osnovu parametara lipofilnosti za sve tri serije

ispitivanih derivata spirohidantoina prikazan je na slici 37.
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Slika 37. Zavisnost PCI od PC2 za sve tri serije 3-(4-supstituisanih benzil)cikloalkan-5-

hidantoina na osnovu parametra lipofilnosti

Sa slike 37 se vidi da prva glavna komponenta deli ispitivna jedinjenja prema lipofilnosti
celog molekula, §to ukljucuje polarnost cikloalkil grupe, kao i polarnost supstituenta R
vezanog u para polozaju za benzil grupu. Pozitivne vrednosti prve galvne komponente se
pripisuju manje lipofilnim spirohidantoinima: I.1 (C5—H), 1.2 (C5—CHs;), 1.3 (C5—OCH3;),
.6 (C5-CN), L7 (C5-NO,), IL.1 (C6—H), IL3 (C6—OCHj;), II.6 (C6—CN), IL7
(C6—NO,). Suprotno tome, spirohidantoini vece lipofilnosti imaju negativne vrednosti
prve glavne komponente: 1.5 (C5—Br), 11.2 (C6—CH;), 1.4 (C6—Cl), IL.5 (C6—Br), II1.1
(C7-H), 1.2 (C7-CH;), 1.4 (C7—Cl), IILS (C7-Br), IIL7 (C7-NO,). Izmedu
spomenutih ispitivanih jedinjenja nalaze se spirohidantoini umerene lipofilnosti sa
vrednos$c¢u prve glavne komponente vrlo blizu nuli 1 to su sledeca ispitivana jedinjenja 1.4
(C5—Cl), II1.3 (C7—OCHs;) i II1.6 (C7—CN). Prema PC1 uocava se da je najveca razlika u

lipofilnosti izmedu ispitivanog jedinjenja IIL.5, cikloheptan-5-hidantoina sa —Br kao
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supstituentom (najnegativnia brojna vrednost PC1) 1 jedinjenja 1.6, ciklopentan-5-

hidantoina sa —“CN kao supstituentom (najpozitivnija brojna vrednost PC1).

Druga glavna komponenta pravi najveéu razliku u polarnosti izmedu jedinjenja sa

bromidnom grupom L.5 (C5—Br), gde je vrednost PC2 = —1, 1 jedinjenja I11.3 (C7—OCHj;)

sa vredno$¢u za PC2 = 1.

Primenom PCA i1 HCA analize prikazali smo kakvo je grupisanje ispitivanih

spirohidantoina prema lipofilnosti, grupisanje eksperimentalno odredenih parametara

lipofilnosti, kao 1 parametara lipofilnosti odredenih ra¢unskim putem:

Klasifikacija parametara lipofilnosti u klastere i subklastere ukazuje da se HCA
metodom ne moze uspostaviti jasna razlika izmedu hromatografskih i izraCunatih

parametara lipifilnosti.

Klasifikacija parametra lipofilnosti kako primenom PCA, tako i primenom HCA
analize, ukazuje da hromatografski parametri lipofilnosti (Ry° i log k) pokazuju

veliku sli¢nost sa izraCunatim parametrima lipofilnostima (log P).

Klasifikacija parametara lipofilnosti odredenih direktnim hromatografskim
metoda 1 indirektnim kalibracionim metodama ukazuje na veliku slicnost
dobijenih rezultata primenom dve metode. Velika slicnosti u dobijenim
rezultatima ukazuje na prednost primene direktnih hromatografskih metoda u
odnosu na indirektne kalibracione metode koje iziskuju mnogo viSe vremena i

eksperimentalnog rada.

Primenom hemometrijskih metoda dobijena klasifikacija ispitivanih jedinjenja
potvrduje da najvecu lipofilnost ima ispitivano jedinjenja IIL5 (C7—-Br), dok
jedinjenje 1.6 (C5—CN) pokazuje najmanju lipofilnost.
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4.3.5. Hemometrijska analiza parametara lipofilnosti tri serije 3-(4-supstituisanih

benzil)cikloalkan-5-hidantoina i prediktora bioloske aktivnosti

U cilju bolje ilustracije povezanosti parametra lipofilnosti i potencijalne bioloske
aktivnosti spirohidantoina primenjena je PCA 1 HCA analiza. Klasifikacija je odredena na
osnovu vrednosti eksperimentalnih parametara lipofilnosti i prediktora bioloske aktivnosti
(afinitet vezivanja jedinjenja za proteine plazme, PBB%, raspodela kroz krvno-mozdanu
barijeru, BBB i humana intestinalna (crevna) absorpcija, HIA%) odredenih racunskim
putem. Vrednosti prediktora bioloSke aktivnosti izraCunate su online primenom programa
PreADMET!> i prikazane su u Prilogu (tabela P11). Hemometrijska analiza je

primenjena na matrici podataka 21x14.

HCA analiza

Rezultati HCA analize su predstavljeni na dendrogramu na slici 38.
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Slika 38. Dendrogram hromatografskih parametara lipofilnosti i prediktora bioloSke aktivnosti za

sve tri serije cikloalkan-5-hidantoina
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Sa dendrograma koji je predstavljen na slici 38 uocava se da su hromatografski parametri
lipofilnosti i1 prediktori bioloSke aktivnosti grupisani u tri klastera (klaster A, B i C).
Klaster A sadrzi samo prediktore bioloske aktivnosti, PPB% i HIA%. Medutim, ukoliko
se pomenuti prediktori uporede sa druga dva klastera, uoCava se velika vertikalna
udaljenost, te se ovi prediktori bioloSke aktivnosti mogu smatrati negrupisanim. Klaster B
ukljucuje hromatografske parameter lipofilnosti i prediktor bioloSke aktivnosti BBB, dok

klaster C ¢ine samo hromatografski parametri lipofilnosti.

PCA analiza

Rezulati dobijeni primenom PCA analize opisani su sa jedanaest glavnih komponenti.
Procenti dobijenih glavnih komponenti ukupnog varijabiliteta podataka prikazani su na
slici 39.
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Eigenvalue number

Slika 39. Procentne vrednosti glavnih komponenti ukupne varijanse podataka

Sa slike 39 se moze uociti da je 97,65% ukupne varijanse opisano sa prve dve glavne
komponente. Za dalju analizu zadrzane su samo PCIl i PC2, pri ¢emu prva glavna

komponenta opisuje 73,72%, dok druga opisuje 23,93% ukupne varijanse podataka.
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Na slici 40 je prikazana /loading zavisnost prve dve glavne komponente.

25 T T T T T T
20+ 4
1.5} |
(=]
% 1.0
7 0
&4 R}.I r-propancl
- ] |
=1 - 1
£ 051 5 o ' BBB
R:‘LI t-butanol : . _
w ! 0
™. ’ I} RZ‘LI acetons i
0.0 & .
R stomteil © ,! | - .. p U
I a{:-tmtn{l_, iy RlI stanol ]
{ . ' o
RN ipropanct ¢ Y, R 14-gicksan _
logiow 0 n
R THF :

0
1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 30 3.5 40 45

PC1 :73.72%

Slika 40. Zavisnost PC1 od PC2 za parametre lipofilnosti i prediktore bioloske aktivnosti 3-(4-

supstituisanih benzil)cikloalkan-5-hidantoina

Sa slike 40 se uoCava da se hromatografski parametri lipofilnosti 1 prediktori bioloske
aktivnosti razdvajaju u dve grupe uz pojavu dva izuzetka, HIA% i PPB%. Prva grupa je
opisana negativnom brojcanom vrednos¢u za PC1 i pozitivnom za PC2. Prema PC2 prva
grupa sadrzi parametre lipofilnosti Ry’ odredene u etanolu, n-propanolu, z-butanolu,
acetonu, kao 1 prediktor bioloske aktivnosti BBB. Drugu grupu €ine parametri lipofilnosti
¢ije su vrednosti obe glavne komponente negativne. Prema PC2, drugu grupu cine
parametri lipofilnosti Ry odredeni u etanolu, acetonitrilu, THF-u i 1,4-dioksanu, i-

propanolu i log k.

Dobijeni rezultati PCA analize su u skladu sa rezultatima dobijenim primenom HCA
analize. Na osnovu ovakve podele uocava se da je prediktor bioloSke aktivnosti BBB

veoma blisko povezan sa hromatografskim parametrima lipofilnosti.
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Na slici 41 je prikazani su rezultati analize glavnih komponenti za parametare lipofilnosti

1 prediktore bioloSke aktivnosti za sve ispitivane derivate spirohidantoina.
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Slika 41. Zavisnost PC1 od PC2 za parametre lipofilnosti i prediktore bioloske aktivnosti 3-(4-

supstituisanih benzil)cikloalkan-5-hidantoina

Sa slike 41 se zapaZa da se primenom PCA postiZe grupisanje ispitivanih jedinjenja u dve
grupe. Prvu grupu Cine ispitivani spirohidantoini koji imaju negativnu PC1 i ova grupa
ukljucuje sve ciklopentan-5-hidantoine i1 dva cikloheksan-5-hidantoina koja kao R
supstituent imaju polanu —CN, odnosno —NO, grupu. Drugu grupu cine ispitivana
jedinjenja koja su opisana sa pozitivnom PC1. Ova grupa sadrzi cikloheksan-5-hidantoine
1 sve cikloheptan-5-hidantoine. Generalno, oCigledno je da sa porastom veli¢ine cikloalkil
grupe PC1 ima pozitivniju vrednost. Primecuje se da najnegativnija vrednsot PCl1
karakteriSe ciklopentan-5-hidantoin sa —CN grupom kao supstituentom (najpolarnije
jedinjenje) a najpozitivnija PC1 vrednost opisuje cikloheptan-5-hidantoin sa —Br kao
supstituentom (najmanje polarno jedinjnenje). Na osnovu vrednosti PC2, uocava se da
PC2 odvaja ispitivana jedinjenja sa nitro grupom kao supstituentom (—NO;) od ostalih

ispitivanih jedinjenja.
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U okviru ove doktorske disertacije ispitivano je retenciono ponaSanje novosintetisanih
derivata spirohidantoina u razli¢itim hromatografskim sistemima na obrnutim fazama.
Dobijeni rezultati su analizirani primenom multivarijantnih statistickih metoda. Na
osnovu matematickih modela utvrdena je veza izmedu strukture ispitivanih jedinjenja 1

hromatografskih parametara lipofilnosti.

Poredenjem dobijenih retencionih parametara primenom te¢ne hromatografije na
obrnutim fazama utvrdeno je da retenciono ponaSanje ispitivanih derivata spirohidantoina
zavisi od prirode organskog rastvaraca (polarnosti primenjenog rastvaraca), sadrzaja
organskog rastvaraca i hemijske strukture ispitivanih jedinjenja. Dobijeni retencioni
podaci primenjeni su za odredivanje hromatografskih parametara lipofilnosti, Ry i log k.,

vrednosti.

Postignuta dobra saglasnost izmedu Ry’ vrednosti dobijenih u razli¢itim pokretnim
fazama, ukazuje na kompatibilnost medu organskim rastvaraima 1 na pruZanje
moguénosti optimizacije radnih uslova. Zavisnost izmedu hromatografskih parametara
lipofilnosti dobijenih primenom dve hromatografske tehnike, TLC 1 HPLC, ukazuje da
obe hromatografke tehnike mogu da se primene u proucavanju lipofilnosti ispitivanih

derivata spirohidantoina.

Pored hromatografskih parametara lipofilnosti, lipofilnost ispitivanih spirohidantoina
definisana je i izraGunatim log P vrednostima. Linearne zavisnosti izmedu Ry,’, odnosno
log ky, vrednosti i vrednosti ra¢unskih log P potvrduju da je te¢na hromatografija na
obrnutim fazama pogodna za odredivanje i proucavanje lipofilnosti novosintetisanih

derivata spirohidantoina.

Da bi se opisala kvantitativna veza izmedu strukture ispitivanih jedinjenja i retencije
primenjena je viSestruka linearna regresija (MLR). Primenom MLR analize odredeni su
molekulski deskriptori koji imaju najznacajniji uticaj na hromatografsko ponaSanje
ispitivanih derivata spirohidantoina. Kod vecéine dobijenith QSRR modela najznacajniji
uticaj na hromatografsko ponasanje ispitivanih jedinjenja pokazuje podeoni koeficijent
log P. Internom validacijom dobijenih modela utvrdeno je da modeli (3)—(12), (14), (15) 1
(18)—(20) imaju dobre prediktivne sposobnost za predvidanja hromatografskih parametara
lipofilnosti, R\ i log k., ispitivanih jedinjenja. Na osnovu statisti¢kih parametara modela
1 njegove prediktivne sposobnosti za predvidanje hromatografskog parametra lipofilnosti,

kao najbolji QSRR model izdvaja se model gde je zavisno promenljiva log &, vrednost.
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Dok se za predvidanje Ry vrednosti kao najbolji pokazao model gde je lipofilnost
odredivana u THF-u kao organskom rastvarau. Na osnovu statistickih parametara koji
opisuju prediktivna svojstva dobijenih modela potvrdena je moguénost njihove primene

za predvidanje lipofilnosti novih strukturno sli¢nih jedinjenja.

Primenom LSER metodologije uspeSno su definisane prisutne interakcije u
hromatografskim sistemima. Utvrdeno je da najznacajniji uticaj na retenciju, odnosno na
raspodelu u sistemu ima uspostavljanje vodoni¢nih veza, tj proton-donorska i proton-
akceptorska svojstva. Negativan predznak regresionih koeficijenata koji opisuju
donorsko-akceptorska svojstva ukazuje na dominatne interakcije sa pokretnom/vodenom
fazom. Pored donorsko-akceptorskih svojstava, utvrdeno je da znacCajan uticaj na
raspodelu u hromatografskom sistemu na obrnutim fazama ima i faktor formiranja
»supljine®, odnosno molekulska zapremina ispitivanih jedinjenja. Pozitivna vrednost ovog
faktora ukazuje na znacajan uticaj hidrofobnih interakcija. Izmedu brojcanih vrednosti

regresionih koeficijenata poredenih sistema postoji opsta sli¢nost.

U skladu sa pravilima Lipinskog svi ispitivani derivati spirohidantoina su u granicama,
odnosno molekulska masa ispitivanih jedinjenja je ispod 500 g/mol, broj proton
donorskih atoma je manji 5, broj proton akceptorskih atoma je manji 10 i vrednost
logaritma podeonog koeficijenta je kod svih ispitivanih jedinjenja manja od 5. Na osnovu
toga moZe se zakljuciti da ispitivani spirohidantoini imaju dobru (teorijsku) oralnu

biodostupnost.

Primenom dve hemometrijske metode (PCA 1 HCA) ispitivana jedinjenja spirohidantoina
se klasifikuju na osnovu njihove lipofilnosti. Odnosno, klasifikacija ispitivanih jedinjenja
potvrduje da lipofilnost ispitivanih derivata spirohidantoina zavisi od supstituenta R i od
veli¢ine cikloalkil grupe. Dobijeno grupisanje primenom PCA i HCA analize ukazuje da
hromatografski parametri lipofilnosti (Ry® i logk,) pokazuju veliku sli¢nost sa
izraCunatim parametrima lipofilnostima (log P) 1 da se ne moze uspostaviti jasna razlika
izmedu njih. Takode, primenom ove dve hemometrijske metode dobija se grupisanje gde
se zapaza da je prediktor bioloske aktivnosti BBB veoma blisko povezan sa

hromatografskim parametrima lipofilnosti.
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BioloSka aktivnost nekog jedinjenja je uslovljena njegovom farmakokinetikom (put od
mesta ulaska u organizam do mesta dejstva) i farmakodinamikom (interakcije sa
specificnim mestom dejstva). Ti procesi zavise od svojstva molekula da interaguje sa dve
razli¢ite sredine: nevodenom (Celijska membrana) 1 vodenom (unutraS$njost celije),
odnosno da zavise od njegove lipofilnosti. Stoga, sve prethodno navedeno ukazuje da
ispitivani derivati spirohidantoina imaju odgovarajucu lipofilnost koja je od izuzetnog
zna¢aja za njihovu biolosku aktivnost i distribuciju kroz organizam. Odnosno, nakon
neophodnih dodatnih bioloSkih ispitivanja, ispitivani derivati spirohidantoina bi se mogli
primenjivati kao lekovi u terapiji epilepsije, maligniteta, infektivih bolesti i drugih

oboljena.
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Rezultati hromatografskog merenja

Tabela P1. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi etanol/voda

Ry
¢ etanol
1.1 1.2 1.3 14 L5 L6 1.7

0,50 0,271 0,560 0,243 0,653 0,761 0,040 0,295
0,52 0,200 0,463 0,150 0,551 0,650 -0,042 0,239
0,55 0,092 0,310 0,046 0,420 0,477 -0,138 0,142
0,60 -0,050 0,142 -0,071 0,220 0,266 -0,266 -0,023
0,65 -0,208 -0,050 -0,245 0,050 0,154 -0,456 -0,194
0,70 -0,410 -0,252 -0,500 -0,180 -0,100 -0,680 -0,400

o 1.1 11.2 1.3 11.4 115 1L.6 1.7
0,50 0,531 0,780 0,390 0,802 0,845 0,255 0,500
0,52 0,420 0,690 0,293 0,715 0,750 0,176 0,400
0,55 0,310 0,580 0,234 0,610 0,653 0,089 0,301
0,60 0,118 0,330 0,071 0,355 0,406 -0,115 0,089
0,65 -0,042 0,128 -0,137 0,167 0,245 -0,269 -0,087
0,70 -0,309 -0,135 -0,336 -0,100 0,000 -0,508 -0,326

0 1.1 111.2 I11.3 111.4 I11.5 I11.6 1117
0,50 0,750 0,872 0,610 0,919 1,000 0,418 0,626
0,52 0,650 0,800 0,527 0,850 0,930 0,363 0,564
0,55 0,523 0,700 0,424 0,753 0,845 0,222 0,462
0,60 0,276 0,434 0,204 0,508 0,560 0,022 0,252
0,65 0,087 0,262 0,021 0,309 0,341 -0,137 0,073
0,70 -0,158 -0,045 -0,250 0,011 0,067 -0,410 -0,204
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Tabela P2.

Retencioni parametri (Ry,) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi n-propanol/voda

Ry
9 n-propanol
I.1 1.2 1.3 1.4 L5 1.6 1.7

0,50 -0,210 -0,074 -0,246 -0,046 -0,030 -0,419 -0,290
0,60 -0,461 -0,368 -0,550 -0,330 -0,283 -0,684 -0,564
0,66 -0,650 -0,556 -0,700 -0,510 -0,480 -0,852 -0,728
0,70 -0,778 -0,692 -0,823 -0,600 -0,572 -0,925 -0,845
0,74 -0,861 -0,790 -0,916 -0,690 -0,671 -1,054 -0,950

» IL.1 1.2 1.3 1.4 1.5 I1.6 11.7
0,50 -0,087 -0,015 -0,183 0,029 0,087 -0,301 -0,214
0,60 -0,368 -0,303 -0,484 -0,255 -0,202 -0,564 -0,460
0,66 -0,559 -0,462 -0,632 -0,420 -0,371 -0,814 -0,635
0,70 -0,685 -0,580 -0,76 -0,544 -0,500 -0,956 -0,720
0,74 -0,800 -0,670 -0,859 -0,625 -0,602 -1,067 -0,843

® IIL.1 I11.2 1.3 1114 1115 I11.6 111.7
0,50 -0,043 0,043 -0,129 0,084 0,170 -0,249 -0,113
0,60 -0,310 -0,240 -0,368 -0,192 -0,140 -0,564 -0,398
0,66 -0,493 -0,423 -0,570 -0,365 -0,319 -0,749 -0,559
0,70 -0,574 -0,520 -0,645 -0,470 -0,420 -0,806 -0,647
0,74 -0,729 -0,640 -0,800 -0,610 -0,530 -0,961 -0,785
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Tabela P3. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-
hidantoina u pokretnoj fazi i-propanol/voda
Ry
o i-propanol
I.1 1.2 1.3 1.4 LS 1.6 1.7

0,50 -0,090 0,056 -0,141 0,113 0,182 -0,251 -0,091
0,54 -0,182 -0,026 -0,215 0,000 0,053 -0,331 -0,215
0,60 -0,320 -0,176 -0,380 -0,151 -0,111 -0,494 -0,343
0,66 -0,470 -0,326 -0,544 -0,290 -0,239 -0,615 -0,486
0,70 -0,586 -0,452 -0,634 -0,398 -0,372 -0,729 -0,613

4 1.1 I1.2 113 11.4 IL.5 11.6 I1.7
0,50 0,054 0,125 -0,022 0,229 0,291 -0,137 0,027
0,54 -0,053 0,053 -0,133 0,129 0,138 -0,263 -0,077
0,60 -0,228 -0,120 -0,265 -0,024 0,005 -0,377 -0,228
0,66 -0,373 -0,259 -0,414 -0,198 -0,167 -0,594 -0,422
0,70 -0,494 -0,417 -0,553 -0,339 -0,312 -0,700 -0,510

® 1.1 I11.2 1113 1114 1115 111.6 1.7
0,50 0,200 0,291 0,097 0,332 0,388 -0,027 0,109
0,54 0,099 0,204 -0,013 0,239 0,268 -0,160 0,013
0,60 -0,117 0,013 -0,200 0,088 0,125 -0,288 -0,161
0,66 -0,259 -0,144 -0,365 -0,137 -0,094 -0,520 -0,334
0,70 -0,430 -0,290 -0,530 -0,260 -0,220 -0,680 -0,450
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Tabela P4. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-
hidantoina u pokretnoj fazi #-butanol/voda
Ry
® t-butanol
I.1 1.2 1.3 1.4 L5 1.6 1.7

0,50 -0,080 0,069 -0,106 0,050 0,109 -0,176 -0,079
0,54 -0,222 -0,099 -0,214 -0,071 -0,034 -0,308 -0,207
0,60 -0,385 -0,259 -0,398 -0,255 -0,227 -0,531 -0,377
0,66 -0,542 -0,462 -0,540 -0,410 -0,389 -0,685 -0,555
0,70 -0,622 -0,544 -0,635 -0,520 -0,510 -0,868 -0,673

» I1.1 11.2 1.3 11.4 115 11.6 11.7
0,50 0,079 0,090 -0,003 0,110 0,170 -0,123 -0,039
0,54 -0,023 -0,023 -0,162 0,002 0,034 -0,228 -0,137
0,60 -0,228 -0,228 -0,351 -0,171 -0,146 -0,415 -0,332
0,66 -0,421 -0,421 -0,516 -0,360 -0,326 -0,612 -0,490
0,70 -0,505 -0,505 -0,617 -0,480 -0,423 -0,778 -0,610

o 1.1 I11.2 1113 111.4 L5 I11.6 1.7
0,50 0,077 0,175 0,036 0,216 0,248 -0,034 0,053
0,54 -0,042 0,065 -0,068 0,067 0,112 -0,158 -0,087
0,60 -0,210 -0,149 -0,297 -0,135 -0,092 -0,370 -0,274
0,66 -0,375 -0,321 -0,477 -0,329 -0,284 -0,533 -0,462
0,70 -0,460 -0,410 -0,600 -0,418 -0,380 -0,685 -0,570
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Tabela P5. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi acetonitril/voda

Ry
7] acetonitril
L1 1.2 1.3 1.4 L5 L.6 1.7

0,50 0,500 0,778 0,480 0,775 0,845 0,435 0,469
0,54 0,314 0,493 0,285 0,516 0,548 0,228 0,344
0,60 0,170 0,301 0,120 0,301 0,352 0,067 0,148
0,66 -0,095 0,000 -0,100 0,030 0,065 -0,199 -0,087
0,70 -0,260 -0,138 -0,266 -0,161 -0,136 -0,385 -0,301

® II.1 I1.2 I1.3 11.4 IL.5 I1.6 I1.7
0,50 0,661 0,669 0,610 0,900 1,007 0,586 0,677
0,54 0,440 0,550 0,394 0,600 0,686 0,301 0,391
0,60 0,233 0,350 0,187 0,371 0,398 0,100 0,171
0,66 -0,022 0,087 -0,055 0,144 0,213 -0,122 -0,043
0,70 -0,171 -0,048 -0,212 -0,024 0,036 -0,212 -0,180

] 1111 II1.2 II1.3 1114 IIL5 IIL.6 L7
0,50 0,763 0,950 0,730 1,041 1,075 0,664 0,799
0,54 0,569 0,760 0,521 0,851 0,882 0,484 0,576
0,60 0,291 0,417 0,260 0,540 0,565 0,171 0,253
0,66 0,092 0,186 0,012 0,225 0,259 -0,092 -0,011
0,70 -0,038 0,038 -0,100 0,100 0,136 -0,171 -0,097
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Tabela P6. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi aceton/voda

Ry
7] aceton
L1 L.2 L3 L4 LS I.6 L7

0,50 0,533 0,772 0,508 0,923 0,981 0,493 0,660
0,66 0,000 0,181 0,022 0,293 0,379 -0,022 0,181
0,70 -0,122 0,059 -0,050 0,116 0,180 -0,160 0,020
0,74 -0,200 -0,047 -0,181 0,047 0,099 -0,206 -0,050
0,80 -0,366 -0,255 -0,317 -0,176 -0,120 -0,416 -0,263

0 1.1 11.2 1.3 1.4 IL5 I1.6 IL.7
0,50 0,820 1,050 0,750 1,140 1,200 0,696 0,806
0,66 0,243 0,393 0,171 0,492 0,492 0,181 0,310
0,70 0,070 0,160 0,010 0,243 0,286 0,010 0,120
0,74 0,002 0,100 -0,073 0,196 0,216 -0,035 0,058
0,80 -0,219 -0,100 -0,255 -0,085 -0,041 -0,255 -0,167

0 111 I11.2 L3 1114 IIL.5 I11.6 IIL7
0,50 0,954 1,100 1,028 1,217 1,350 0,950 1,041
0,66 0,363 0,508 0,318 0,623 0,630 0,309 0,421
0,70 0,197 0,339 0,193 0,401 0,451 0,117 0,235
0,74 0,067 0,162 0,046 0,186 0,374 0,023 0,148
0,80 -0,112 0,000 -0,067 0,045 0,089 -0,181 -0,056
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Tabela P7. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi THF/voda

Ry
0 THF
L1 1.2 13 1.4 L5 L6 1.7

0,40 0,500 0,747 0,523 0,800 0,900 0,530 0,720
0,46 0,280 0,507 0,352 0,569 0,637 0,342 0,507
0,50 0,245 0,394 0,293 0,456 0,491 0,262 0,441
0,56 0,106 0,285 0,176 0,285 0,317 0,163 0,285
0,70 -0,194 -0,075 -0,176 -0,075 -0,064 -0,141 -0,032

9 IL1 11.2 IL3 1L4 IL5 1L6 117
0,40 0,753 0,950 0,700 0,954 1,018 0,673 0,857
0,46 0,520 0,712 0,465 0,753 0,797 0,507 0,673
0,50 0,421 0,516 0,394 0,570 0,602 0,394 0,530
0,56 0,285 0,368 0,230 0,376 0,409 0,239 0,358
0,70 -0,054 0,000 -0,097 0,022 0,022 -0,087 -0,011

9 111 I11.2 1113 TIL4 IIL5 1116 1117
0,40 0,865 1,000 0,833 1,130 1,200 0,820 0,994
0,46 0,632 0,765 0,639 0,872 0,919 0,632 0,806
0,50 0,491 0,615 0,463 0,656 0,750 0,540 0,660
0,56 0,380 0,470 0,368 0,494 0,531 0,398 0,480
0,70 -0,069 0,030 -0,045 0,045 0,045 -0,045 0,045
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Tabela P8. Retencioni parametri (Ry) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi 1,4-dioksan/voda

Ry
0 1,4-dioksan
I.1 1.2 1.3 1.4 L5 1.6 L7

0,50 0,222 0,421 0,293 0,562 0,602 0,176 0,326
0,60 -0,147 0,063 -0,100 0,095 0,114 -0,208 -0,063
0,66 -0,354 -0,160 -0,265 -0,110 -0,070 -0,400 -0,209
0,70 -0,492 -0,352 -0,434 -0,330 -0,269 -0,569 -0,394
0,74 -0,582 -0,470 -0,550 -0,450 -0,379 -0,667 -0,507

] I1.1 I1.2 I1.3 I1.4 IL.5 IL.6 IL7
0,50 0,462 0,680 0,447 0,750 0,800 0,374 0,540
0,60 0,047 0,202 0,050 0,283 0,310 -0,024 0,095
0,66 -0,160 0,029 -0,148 0,040 0,060 -0,217 -0,128
0,70 -0,325 -0,176 -0,317 -0,154 -0,131 -0,394 -0,301
0,74 -0,460 -0,300 -0,421 -0,290 -0,276 -0,609 -0,477

[ IIL.1 II1.2 II1.3 I11.4 IIL.5 IIL.6 1117
0,50 0,602 0,770 0,606 0,970 0,992 0,548 0,668
0,60 0,150 0,346 0,166 0,374 0,431 0,047 0,146
0,66 -0,030 0,104 -0,041 0,120 0,146 -0,125 -0,021
0,70 -0,225 -0,125 -0,255 -0,116 -0,073 -0,301 -0,233
0,74 -0,391 -0,300 -0,350 -0,300 -0,239 -0,436 -0,348
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Tabela P9. Retencioni parametri (log k) ispitivanih 3-(4-supstituisani benzil)cikloalkanspiro-5-

hidantoina u pokretnoj fazi acetonitril/voda

log k
0 acetonitril
L1 1.2 L3 L4 L5 L.6 L7

0,60 0,049 0,151 0,030 0,197 0,247 -0,043 0,026
0,65 -0,020 0,057 -0,049 0,097 0,145 -0,112 -0,062
0,70 -0,087 -0,025 -0,118 0,012 0,055 -0,172 -0,131
0,75 -0,148 -0,098 -0,177 -0,071 -0,024 -0,227 -0,201
0,80 -0,207 -0,163 -0,226 -0,138 -0,096 -0,275 -0,257
0,85 -0,275 -0,256 -0,301 -0,231 -0,185 -0,352 -0,337

0 II.1 11.2 11.3 11.4 1.5 11.6 11.7
0,60 0,150 0,272 0,124 0,317 0,355 0,039 0,146
0,65 0,062 0,166 0,055 0,206 0,238 -0,044 0,048
0,70 -0,019 0,072 -0,051 0,101 0,122 -0,136 -0,041
0,75 -0,089 -0,010 -0,102 0,015 0,039 -0,189 -0,110
0,80 -0,151 -0,082 -0,161 -0,065 -0,045 -0,247 -0,175
0,85 -0,229 -0,173 -0,218 -0,156 -0,138 -0,320 -0,247

0 II1.1 I11.2 I11.3 111.4 1115 I11.6 1117
0,60 0,266 0,387 0,239 0,440 0,485 0,134 0,248
0,65 0,163 0,266 0,146 0,312 0,352 0,033 0,138
0,70 0,069 0,157 0,051 0,196 0,225 -0,054 0,038
0,75 -0,020 0,053 -0,042 0,080 0,122 -0,144 -0,055
0,80 -0,085 -0,027 -0,100 0,003 0,032 -0,207 -0,128
0,85 -0,167 -0,121 -0,182 -0,096 -0,067 -0,295 -0,213

158



Doktorska disertacija

Kristina Tot

Tabela P10. Izracunate log P vrednosti ispitivanih spirohidantoina primenom kalibracionih

modela

Izracunate log P vrednosti primenom kalibracionih

Ispitivana modela
jedinjenja

logP, logP,

I.1 2914 2,401
1.2 3,646 2,719
I3 2,813 2,374
1.4 3,692 2,833
L5 3,855 2,902
1.6 2,984 2,236
1.7 2,960 2,455
1.1 3,307 2,652
1.2 3,240 2,964
1.3 3,210 2,548
1.4 3,740 3,101
I1.5 3,974 3,193
I1.6 3,041 2,463
1.7 3,297 2,679
1.1 3,377 2,936
1.2 3,980 3,278
I11.3 3,441 2,884
1.4 4,236 3,414
1.5 4,263 3,504
I11.6 3,474 2,769
1.7 3,762 2,993
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Tabela P11. Vrednosti izracunatih molekulskih deskriptora i farmakokinetickih pediktora

koriS¢enih u radu

legigjvef;z Sv Se Sp Si nAT nBT RBN  nH
L1 24432 21,160 34,043 22250 38322 34 36 2 16
1.2 258,35 22,687 36,927 24,012 41,737 37 39 2 18
13 27435 23402 38,254 24466 42946 38 40 3 18
14 278,76 21,988 34367 23,108 38,266 34 36 2 15
L5 32321 22,185 34273 23,603 38,163 34 36 2 15
L6 26933 22,655 35262 23495 39,405 35 37 2 15
17 289,32 23,084 36916 23,404 40824 36 38 3 15
IL1 25835 22,687 36,927 24,012 41,737 37 39 2 18
L2 27238 24214 39811 25773 45,152 40 42 2 20
IL3 28838 24,928 41,138 26228 46362 41 43 3 20
IL4 292,79 23,514 37,251 24,870 41,681 37 39 2 17
IL5 33724 23,712 37,156 25364 41,579 37 39 2 17
IL6 28336 24,181 38,145 25256 42,820 38 40 2 17
IL7 30335 24,611 39,800 25,165 44,239 39 41 3 17
L1 27238 24214 39811 25,773 45,152 40 42 2 20
M2 28641 25740 42,6904 27,534 48567 43 45 2 22
M3 30241 26455 44,022 27,989 49,777 44 46 3 22
L4 306,82 25041 40,134 26,631 45096 40 42 2 19
LS 351,27 25239 40,040 27,125 44,994 40 42 2 19
L6 297,39 25,708 41,029 27,017 46235 41 43 2 19
L7 317,38 26,138 42,683 26,926 47,654 42 44 3 19
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Tabela P11. Nastavak

;Zgig};ﬁg: nC nN nO nCl nHet nX ARR  nHAcc nHDon
I.1 14 2 2 0 4 0 0,300 4 1
1.2 15 2 2 0 4 0 0,286 4 1
L3 15 2 3 0 5 0 0,273 5 1
1.4 14 2 2 1 5 1 0,286 4 1
L5 14 2 2 0 5 1 0,286 4 1
L.6 15 3 2 0 5 0 0,273 5 1
L7 14 3 4 0 7 0 0,261 6 1
1.1 15 2 2 0 4 0 0,286 4 1
1.2 16 2 2 0 4 0 0,273 4 1
113 16 2 3 0 5 0 0,261 5 1
1L.4 15 2 2 1 5 1 0,273 4 1
IL.5 15 2 2 0 5 1 0,273 4 1
I1.6 16 3 2 0 5 0 0,261 5 1
1.7 15 3 4 0 7 0 0,250 6 1
1.1 16 2 2 0 4 0 0,273 4 1
.2 17 2 2 0 4 0 0,261 4 1
1.3 17 2 3 0 5 0 0,250 5 1
1.4 16 2 2 1 5 1 0,261 4 1
III.5 16 2 2 0 5 1 0,261 4 1
1.6 17 3 2 0 5 0 0,250 5 1
1.7 16 3 4 0 7 0 0,240 6 1
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Tabela P11. Nastavak

JIZEEJV;IJ‘Z Hy AMR  TPSA(NO) TPSA(Tot)  MLOGP MLOGP2
L1 -0,280 67,008 49,410 49,410 1,778 3,163
12 -0,301 72,049 49,410 49,410 2,035 4,14
13 0,271 73,471 58,640 58,640 1,515 2,295
14 -0,249 71,812 49,410 49,410 2,303 5,302
L5 -0,249 74,630 49,410 49,410 2,428 5,896
1.6 -0,271 72,745 73,200 73,200 1,432 2,052
17 -0,197 74,332 95,230 95,230 1,826 3,333
IL1 -0,301 71,609 49,410 49,410 2,035 4,14
I1.2 -0,320 76,650 49,410 49,410 2,284 5,217
113 -0,291 78,072 58,640 58,640 1,764 3,113
114 0,271 76,413 49,410 49,410 2,552 6,513
IL5 -0,271 79,231 49,410 49,410 2,674 7,152
116 -0,291 77,346 73,200 73,200 1,682 2,829
IL7 -0,220 78,933 95,230 95,230 2,082 4,334
L1 -0,320 76,210 49,410 49,410 2,284 5217
1.2 -0,338 81,251 49,410 49,410 2,527 6,387
113 -0,310 82,673 58,640 58,640 2,008 4,03
114 -0,291 81,014 49,410 49,410 2,795 7,813
1L5 -0,291 83,832 49,410 49,410 2,915 8,495
1116 -0,310 81,947 73,200 73,200 1,925 3,706
1117 -0,241 83,534 95,230 95,230 2,331 5,435
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Tabela P11. Nastavak

Ispitivana

jedinjenja ALOGP ALOGP2 Vx ClogP logPcrippen  108Pviswand  10€PBroto
I.1 2,101 4,414 308,538 2,135 1,800 1,800 2,350
1.2 2,587 6,693 331,944 2,634 2,280 2,310 2,760
L3 2,085 4,345 341,694 2,054 1,670 1,590 2,480
1.4 2,765 7,647 328,87 2,848 2,360 2,360 2,970
L5 2,849 8,119 337,608 2,998 2,630 2,640 3,240
1.6 1,980 3,92 334,236 1,568 1,830 1,880 1,850
1.7 1,995 3,981 337,475 1,878 - - 2,310
1.1 2,557 6,539 331,944 2,694 2,220 2,240 2,800
1.2 3,043 9,262 355,349 3,193 2,700 2,710 3,220
1.3 2,541 6,455 365,100 2,613 2,090 1,990 2,930
1.4 3,222 10,378 352,276 3,407 2,770 2,760 3,420
IL.5 3,306 10,926 361,013 3,557 3,040 3,030 3,690
I1.6 2,436 5,934 357,641 2,127 2,250 2,280 2,310
1.7 2,452 6,01 360,88 2,437 - - 2,760
1.1 3,013 9,08 355,349 3,253 2,630 2,640 3,260
1.2 3,500 12,247 378,754 3,752 3,120 3,110 3,670
1.3 2,997 8,981 388,505 3,172 2,510 2,390 3,390
111.4 3,678 13,525 375,681 3,966 3,190 3,160 3,880
L5 3,762 14,15 384,419 4,116 3,460 3,430 4,150
1.6 2,892 8,365 381,047 2,686 2,670 2,680 2,770
1.7 2,908 8,455 384,286 2,996 - - 3,220
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Tabela P11. Nastavak

legﬁ]v;‘;: miLogP  logP log8  logD VvdwMG VvdwZaZ PDI  RBF
L1 2,040 2,051  -3202 2,064 129,827 229,160 00965 0,056
1.2 2,490 2360 -3380 2,178 139,419 246460 096 0,051
L3 2,100 2,060 -3,111 0502 143416 255250 0,947 0,075
1.4 2,720 2,705  -3,.807 2261 138,16 244370 00964 0,056
L5 2,850 2,814  -4171 2385 141,741 248440 0971 0,056
16 1,800 1,923  -3428 1,928 140,359 252,180 0,957 0,054
1.7 2,000 1959 -3,728 1,809 141,687 255100 00943 0,079
IL1 2,550 2441 3373 2238 139,419 246460 096 0,051
1.2 3,000 2,750  -3,824 2348 149,012 263,760 0955 0,048
1.3 2,610 2450 -3279 0,68 153,008 272,550 0,943 0,07
1.4 3230 3,095 -4,122 2681 147,752 261,670 0,959 0,051
IL5 3,360 3204 4396 2,750 151,333 265,740 0,966 0,051
IL6 2310 2313 3,575 2,036 149,951 269,480 00953 0,05
117 2,510 2349 3874 1948 151279 272400 094 0,073
L1 3,000 2831  -3918 2440 149,012 263,760 00955 0,048
1.2 3,500 3,140  -4,055 2,798 158,604 281,060 00952 0,044
113 3,110 2,840 -3,721 0,737 162,600 289,850 0,94 0,065
114 3,730 3485 4400 2,752 157,345 278970 0955 0,048
L5 3,860 3,594 4809 2,829 160,926 283,040 0962 0,048
L6 2,810 2,703 3,793 2211 159,544 286,780 0,949 0,047
1.7 3,010 2,740  -4,020 2,136 160,871 289,700 00938 0,068
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Tabela P11. Nastavak

JIZEEJV;I}: ECC DBI SAtot  SAacc Uc Ui Pol
L1 129 2449 319783 71425 3,170 2,585 27
12 150 2,55 345859 71425 3170 2,585 29
13 173 2739 360975 82425 3170 2,585 31
14 150 2,55 341,184 71425 3170 2,585 29
L5 150 2,55 347,544 71425 3170 2,585 29
L6 173 2739 349382 102484 3322 3,000 31
17 184 3082 357,700 122,172 3459 3,000 33
IL1 146 2449 345859 71425 3,170 2,585 30
1.2 169 2,55 371936 71425 3170 2,585 3
13 193 2739 387,052 82425 3170 2,585 34
1.4 169 2,55 367261 71425 3170 2,585 3
1.5 169 2,55 373,621 71425 3170 2,585 3
1.6 193 2739 375459 102484 3322 3,000 34
1.7 205 3082 383,786 122,172 3459 3,000 36
L1 156 2449 371,936 71425 3,170 2,585 34
1.2 180 2,55 398013 71425 3170 2,585 36
1.3 205 2739 413,128 82425 3170 2,585 38
e 180 2,55 393338 71425 3170 2,585 36
1.5 180 2,55 399,698 71425 3170 2,585 36
L6 205 2739 401,535 102484 3322 3,000 38
1117 217 3082 409.862 122,172 3459 3,000 40
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Kristina Tot

Tabela P11. Nastavak

}Zﬁigf;ﬁg IAC ISIZ BBB HIA%  PBB% Ss;lc:l?;; 01‘;11:‘
L1 51,671 172,974 0,651 95002 79,641 3,09 0,89
1.2 55,088 192,750 0,722 95081 81,204 1,76 0,82
13 59,004 199421 0,191 9538 82,434 3,48 0,89
1.4 57,067 172,974 0,65 95338 83,934 4,12 0,84
L5 57,067 172,974 0,728 95615 84,131 1,25 0,73
L6 55,563 179,525 0,035 95,139 74421  -532 0,43
1.7 61,456 186,117 0,011 86,707 79,091  -7,04 0,44
IL1 55,088 192,750 0364 95081 85492 1,24 0,47
IL.2 58,439 212,877 0,936 95148 86,289  -0,09 0,38
I3 62,466 219,660 0279 95485 86,819 1,62 0,49
1L4 60,660 192,750 1,06 95413 85,962 2,25 0,47
IL5 60,660 192,750 1,172 95711 87,961  -0,59 0,32
IL6 59,179 199421 0,054 95558 81,613  -7,17 0,25
1.7 65286 206,131 0,014 88,44 83814  -8.89 0,26
111 58,439 212,877 0,637 95,148 89,089 0,74 0,72
111.2 61,735 233329 1396 95212 89251  -0,60 0,56
1.3 65,866 240215 042 95,551 89,509 1,13 0,75
111.4 64,167 212,877 1,673 95495 87,594 1,77 0,72
1115 64,167 212,877 1,827 95811 91442  -1,10 0,46
1116 62,707 219,660 0,083 95877 86,683  -7.67 0,40
111.7 69,012 226477 0,017 89,962 86,655  -9,40 0,41

166



Doktorska disertacija Kristina Tot

Graficki prikaz zavisnosti Ry vrednosti od prirode primenjenih proticnih i1 aproti¢nih

organskih rastvaraca (slike P1 i P2). Sastav pokretne faze je 50 % voda i 50 % organski

rastvarac.
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Slika Pl. Ry vrednosti tri serije ispitivanih jedinjenja za razlicite proticne organske rastvarace:

etanol (), i-propanol (&), t-butanol (@) i n-propansl (W)
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Slika P2. Ry vrednosti tri serije ispitivanih jedinjenja za razlifite aproticne organske rastvarace:

aceton (*), acetonitril (@), 1 4-dioksan (w) i THF (A )
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Graficki prikaz zavisnosti Ry vrednosti od zapreminskog udela primenjenih proti¢nih 1

aproti¢nih organskih rastvaraca (slike P3-P8).
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Slika P3. Zavisnost Ry, vrednosti od zapreminskog udela proticnih organskih rastvaraca za

derivate spirohidantoina serije |
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Slika P4. Zavisnost Ry, vrednosti od zapreminskog udela aproticnih organskih rastvaraca za

derivate spirohidantoina serije |
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Slika P5. Zavisnost Ry, vrednosti od zapreminskog udela proticnih organskih rastvaraca za

derivate spirohidantoina serije Il
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Slika P6. Zavisnost Ry vrednosti od zapreminskog udela aproticnih organskih rastvaraca za

derivate spirohidantoina serije Il
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Slika P7. Zavisnost Ry, vrednosti od zapreminskog udela proticnih organskih rastvaraca za

derivate spirohidantoina serije 111
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Slika PS. Zavisnost Ry, vrednosti od zapreminskog udela aproticnih organskih rastvaraca za

derivate spirohidantoina serije 111
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Graficki prikaz zavisnosti logk vrednosti od zapreminskog udela acetonitrila (slika P9).
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Slika P9. Zavisnost logk vrednosti od zapreminskog udela acetonitrilaa za derivate

spirohidantoina
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Graficki prikaz uticaja supstituenta R 1 veliine cikloalkil grupe (broja C-atoma) na

retenciono ponasanje ispitivanih spirohidantoina (slika P10-P11).

0.2 n-propanol .
prop =3 04 | i-propanol nn=3
01 | m =4 "n=4
=5 0.3 mn=3
0.0 -
0.2 -
2-0.1 8 01
e =
-0.2 00 -
-0.3 4 -0.1 -
04 - -0.2 4
0.3+
t-butanol =3
mn=4
0.2 1 mn=5
01 -
=
g
0.0 -
01

Br Cl CH3 H OCH3 NO2 CN

Slika P10. Promena Ry vrednosti u funkciji supstituenta R i broja ugljenikovih atoma prisutnih u

cikloalkil grupi
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Slika P11. Promena Ry vrednosti u funkciji supstituenta R i broja ugljenikovih atoma prisutnih u

cikloalkil grupi
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Zavisnosti Ry vrednosti od S za sve primenjene organske rastvarace u pokretnoj fazi

(slike 12-17).
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Slika P12. Zavisnost vrednosti R, od nagiba, S, u pokretnoj fazi n-propanol/voda
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Slika P13. Zavisnost vrednosti R, od nagiba, S, u pokretoj fazi i-propanol/voda
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Slika P14. Zavisnost vrednosti Ry od nagiba, S, u pokretnoj fazi t-butanol/voda
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Slika P15. Zavisnost vrednosti R, od nagiba, S, u pokretnoj fazi acetonitril/voda
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Slika P16. Zavisnost vrednosti Ry’ od nagiba, S, u pokretnoj fazi aceton/voda
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Slika P17. Zavisnost vrednosti R, od nagiba, S, u pokretnoj fazi 1,4-dioksan/voda
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Zavisnosti Ry vrednosti od ALOGP za sve primenjene organske rastvarace u pokretnoj

fazi (slike 18-23).
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Slika P18. Zavisnost vrednosti Ry’ od ALOGP u pokretnoj fazi n-propanol/voda
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Slika P19. Zavisnost vrednosti Ry’ od ALOGP u pokretnoj fazi i-propanol/voda
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Slika P20. Zavisnost vrednosti R’ od ALOGP u pokretnoj fazi t-butanol/voda
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Slika P21. Zavisnost vrednosti Ry od ALOGP u pokretnoj fazi acetonitril/voda
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Slika P22. Zavisnost vrednosti R’ od ALOGP u pokretnoj fazi THF/voda
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Slika P23. Zavisnost vrednosti R, od ALOGP u pokretnoj fazi 1,4-dioksan/voda
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Zavisnost izmedu eksperimentalno odredenih hromatografskih parametara lipofilnosti i

predvidenih parametara lipofilnosti na osnovu QSRR modela (slike P24—P32).
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Slika P24. Poredenje eksperimentalnih i izracunatih Ry vrednosti na osnovu QSRR modela (3) i

(12) za pokretnu fazu etanol-voda
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Slika P25. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R, vrednosti na osnovu QSRR modela (4)

za pokretnu fazu n-propanol-voda
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Slika P26. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R, vrednosti na osnovu QSRR modela (5) i
(14) za pokretnu fazu i-propanol-voda
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Slika P27. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R, vrednosti na osnovu QSRR modela (6) i
(15) za pokretnu fazu t-butanol-voda
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Slika P28. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R, vrednosti na osnovu QSRR modela (7)

za pokretnu fazu acetonitril-voda
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Slika P29. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R/ vrednosti na osnovu QSRR modela (8)

za pokretnu fazu aceton-voda
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Slika P30. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R, vrednosti na osnovu QSRR modela (10)
i (19) za pokretnu fazu 1,4-dioksan-voda
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Slika P31. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih R,/ vrednosti na osnovu QSRR modela (18)
za pokretnu fazu THF-voda
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Slika P32. Poredenje eksperimentalnih i predvidenih logk,, vrednosti na osnovu QSRR modela

(20) za pokretnu fazu acetonitril-voda
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Osaj Obpazay uwunu cacmaeHu 0eo OOKMOpPCKe oucepmayuje, O0OHOCHO
O00KMOPCKO2 YMEeMHUYK02 npojekma Koju ce opanu Ha Ynueepzumemy y Hogom
Caoy. Ilonywen Obpaszay yxopuuumu uza mexcma OOKmMopcke oucepmayuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

ILman Tpermana nojaraka

Ha3uB npojexta/mcrpaxxuBama

Kapakreprsanuja HOBOCUHTETUCAHUX AEpPHBATa LUKIOATKAHCIHPO-5-XUIAHTOMHA NMPHUMEHOM TEYHE
xpomarorpaguje

Ha3uB MHCTUTYNHje/MHCTUTYLMja Y OKBUPY KOJUX Ce CIIPOBOAH MCTPAKUBA:E

a) Yuusep3utetr y HoBom Cany, [IpupomHo-maTemMaTndku GpaxynTeT

0) Yuusepsurer y Hoom Cazay, Hayunu uHCTHTYT 3a mpexpaMOeHe TEXHOJIOTH]e

Ha3uB nporpama y oKBHPY KOT ce peajiu3yje HCTPaKHBaH€

JlokTopcke akanemcke crynuje xemuje Ha [IpupomHo-mMaTtemMaTHmukoM (akynTery, YHHBEpP3UTETa Y
Hosowm Cany.

HcrpaxkuBama oOyxBalieHa OBOM JOKTOPCKOM aucepraiyjoM, y nepuoay ao 2020. romuHe, 1e0 Cy
NpOjeKTa MojA Ha3uBOM: ,JllpoyuaBame CHHTE3€, CTPYKType M AKTUBHOCTH OPraHCKHUX jeAUHCHA
npupoaHor u cunrterckor mopekina“ (OU 172013) ¢unancupanor on crpaHe MHUHHCTapcTBa Hayke,
MIPOCBETE W TEXHOIOMIKOT pa3Boja Pemybmmke Cpowuje.

On 2020. roaMHe HCTPpaKMBaE je HACTaBJLEHO y OKBHpPY MpojekTa Opoj 451-03-68/2020-14/200125
uctor MuUHHCTApCTBA.

1. Onuc mogaraka

1.1 Bpcra crynuje

Yxkpamro onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npukynedajy

JIOKTOpPCKa AUCEpTaIja

1.2 Bpcre nonaraka
@KBaHTI/ITaTI/IBHI/I

0) KBaJTUTATHBHU

1.3. Haunn npukymnbama mojaTaka

a) aHKeTe, YTUTHHIIN, TECTOBH
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6) KIIMHUYKE MPOLCHC, MCAUITUHCKHU 3aIIMCH, CIICKTPOHCKHU 3APABCTBCHU 3aIIUCHU

B) TCHOTHUIIOBHU: HABECTU BPCTY

') aIMUHUCTPATUBHY TOJAIM: HABECTH BPCTY

1) Y30pIl TKUBA: HABECTH BPCTY

) caumim, otorpaduje: HaBecTH BPCTY

@TGKCT, HaBCCTHU BPCTY Operjaca HAy4yHe JUTCpaTrype

’K) Maria, HaBeCTH BPCTY

@OCTano: OIHKCATH 1a00paTOPUjCKU EKCIEPUMEHTH U MEPEHA

1.3 ®opmar nopartaka, ynorpeOpeHe CKajle, KONUIMHA [ToaTaKa

1.3.1 Yuorpe6speru cotep U popmar gaToTeKe:

@Excel ¢bajn, naroreka xlsx, .csv
@SPSS (ajn, narorexa .sta, .stw
@PDF (hajn, narorexa .pdf

d) Tekcrdajn, natoTexka

@JPG ¢ajn, narorexa Ipg

f) Ocramno, maToteka

1.3.2. bpoj 3amuca (ko KBaHTUTATHBHHX TIOAaTaKa)

a) Opoj BapujadIu 30

0) Opoj Mepema (MCIUTAaHNKA, TIPOLICHA, CHUMAaKa U CJI.)

BEJIMK OpOj Mepema

1.3.3. [loHoBJbEHA MeEpema

(@)na

0) He

YKONHKO je 0AroBOp /a, OArOBOPUTH Ha ciieficha murama:

a) BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y MoHOBJbeHHX Mepa je  JeduHHCaH NPUMEHEHOM METOI0M

0) BapujabJe Koje ce BHIIE IMyTa MEPe OJTHOCE CE Ha KapaKTEPUCTHKE UCIUTHBAHUX JCIHULCHA
B) HOBe Bep3uje (ajioBa Koju calpike MOHOBJEHA MEPEHa CY MIMEHOBaHE Kao

Hanowmene:
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Jla nu popmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20poyHy 8aiuOHOCH nooamaxa?

(a)) Jta

6) He

Axo je 002060p He, 0bpaznodcumu

2. lIpukyn/bame nojaTaxka

2.1 Meronornoruja 3a IpUKyIUbambe/ TeHeprcamke Mo1aTaka

2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPa)XMBAYKOTI HAL[PTa CYy NOJALM NPUKYTIJbEHU?

eKCHepI/IMeHT, HaBCCTHU THUII OI[DCI’—)I/IBaI—Le dJI/ISPI‘lKO-XeMI/IiCKI/IX CBOiCTaBa HCIIMTUBAHUX ieHHI—LeH:El
OPpUMCHOM TCYHC XDOMaTOI‘Dad)I/IiG Ha 06DHVTI/IM d)asaMa

KOpeJIaLII/IOHO HCTPa)KHUBarbe, HABECTH THUII [IPOCTA JIMHEAPHA PErPECHja, BUIIECTPYKA JIMHEapHa
perpecuja, XujepapXujcKa KJIacTep aHajI3a, aHaJIn3a IVIaBHUX KOMIIOHEHTH

@aHanma TEKCTAa, HABECCTHU THUII OPUKYIIJbakhC TUTEPATYPHHUX MMOoJaTaKa

Il) 0CTajo0, HABECTH IITa

2.1.2 Hagecmu épcme MepHUX UHCIMPYMEHAMA ULU CMAHOApOe nooamaxka cneyupuunux 3a oopeherny
HAYYHy OucyunIuny (ako nocmoje).

Teuna xpomarorpaduja Ha TAHKOM cii0]y Ha oopuyTuM dazama (RP-TLC), Teuna xpomarorpaduja nog
BUCOKHMM IIPUTUCKOM Ha 00pHyTHUM (haszama (RP-HTLC).

2.2 KpanureT mojaraka v CTaHIapIu
2.2.1. Tperman HepocTajyhux mojaraka

a) [la nmu matpuna cagpxu Henocrajyhe nogatke? I[a@

Axo je OoAroBOp aa, OArOBOPUTH HaA cneneha nruTama:

a) Konuku je 6poj Henocrajyhux momaraka?
0) [a mu ce KOpHCHUKY MaTpHIIe Mpernopydyje 3aMmena HegocTajyhux nogaraka? Jla He
B) AKO je 0aroBOp J1a, HABECTH CYrecTHje 3a TPETMaH 3aMeHe HeJocTajyhux nojgaraka

2.2.2. Ha Kkoju HauuH je KOHTPOJIMCAH KBaJIMTET nojaraka? Onucaru
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KBanurer mojaraka je KOHTDOJIMCAH Ha OCHOBY CTATUCTHYKE aHAJIM3E M IPOILEHE T00MjeHuX

pe3yirara, OZ[6aHI/IBaH>GM CKCTPEMHHUX PE3yJaTaTa MCPCHAa U HODCheI—BeM CKCIICPUMECHTAJIHO I[O6I/IieHPIX

pE3yIITATa ¥ TEOPH]CKUX MOATAKA.

2.2.3. Ha koju HauuH je U3BpIICHA KOHTPOJIA YHOCA MoIaTaKa y MaTpHILy?

KonTpona yHOCa rojaraka y MaTpHUILy ie HU3BpHICHA CTATUCTUYKOM KOHTPOJIOM M3BCACHOI pE3yJiTara.

3. TpermaH noaatraka u npareha foxkymMeHTanuja

3.1.TpetmaH u gyBame MmoIaTaKa

3.1.1. llooayu he bumu denonoganu y __Penozumopujym dokmopckux ducepmayuja Ha
Yuusepzumemy y Hosom Cady.

3.1.2. URL aopeca htips://cris.uns.ac.rs/searchDissertations.jsf

3.1.3. DOI

3.1.4. /la mu he nodayu dbumu y omeopeHom npucmyny?

@

0) a, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o

8) He

Axo je 002080p He, Hagecmu pasznoe

3.1.5. llooayu nehe bumu denonosanu y penozumopujym, aiu fie oumu yyeanu.

Obpasnogicerve

3.2 Meranojanu u JOKyMEHTAIIMja mogaTaKa

3.2.1. Koju cranmapa 3a Meramnoaarke hie OuTH mpuMereH?

3.2.1. HaBecTn MeTanonaTke Ha OCHOBY KOjHUX Cy MOJAIM ACTIOHOBAHU Y PENO3UTOPH]YM.
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Axo je nompebno, nasecmu memooe Koje ce KOpUcme 3a npey3umarbe no0amaxd, aHaiumuike u
npoyedypanne uHgopmayuje, pUxo80 Koouparse, OemaseHe onuce 8apujabiu, 3anuca umo.

3.3 CtpaTeruja u cTaHAap/au 3a YyBakbe Mojaraka

3.3.1. Jlo kor mepuoza he momany OWTH 9yBaHH y PETIOZUTOPUjyMY?

3.3.2. Jla mu he moganm OMTH JETTOHOBAHHU O mn(prM?@ie
3.3.3. la nmu he mmdpa 6utn noctynHa oapeljeHOM Kpyry ucTpaxupada? @{e
3.3.4. la 11 ce nmojanu Mopajy yKJIOHHTHU U3 OTBOPEHOTI IPHUCTYIIA OCJIE U3BECHOT BpeMeHa?

o)

O0pa3oKUTH

4. be30eIHOCT OAATAKA M 3aLITUTA NOBEP/LUBUX HHPOPMAaLUja

OBaj onebak MOPA OuTH MOMYyHEH aKo BalllM IMOJAlld YKJbY4UYjy JHUHE MOAATKE KOjU Ce OJHOCE Ha
YYECHHUKE y UCTpaXkKHBamy. 3a JApyra HCTPaKUBama Tpeda Takol)e pasMOTPUTH 3aIITHTY U CUTYPHOCT
nojaraka.

4.1 dopmaHu cTaHAapaAM 32 CUT'YPHOCT HH(pOpMaIija/mogaTaka

HcTpaxunBadn Koju CIIPOBO/IE HCIIUTHBAKA C JbYMa MOPajy Jla ce MPHIPKaBajy 3aKOHA O 3aIITUTH
rmojIaTaka o JUIHOCTH (https.//www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) n
oxaropapajyher HHCTUTYIIMOHAIHOT KOJEKCa O aKaJeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. Jla mm je uctpaxkuBame 0100peHo o] cTpaHe eTiuke komucHje? [la He
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Ako je oarosop [la, HaBeCTH JaTyM M Ha3MB €THYKE KOMHCH]E KOja je 0100priIa HCTPaKUBambe

4.1.2. Jla v momaiy yKJby4yjy JUUHE TIOJaTKe YUeCHUKA y ucTpaxuBamy? Jla He

AKo je oAroBop /1a, HaBeIuTe Ha KOjU HAYMH CTE OCUTYPAaJIH MOBEPJEUBOCT U CUTYPHOCT WH(pOpMaIyja
BE3aHMX 3a NCIIHTaHUKE:

a) [Tomamu HECY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
0) [Mogauy cy aHOHUMU3UPAHH
1) OcraJio, HaBECTH IITa

5. locTynHOCT mogaTaka

5.1. Ilooayu he bumu

a) jagno docmynuu

ocmynHu Camo yckom Kkpyey ucmpasicusada 'y oopehenoj nayunoj ooaacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 00Cmyntu camo YCKoM Kpy2y UCMpadcudadd, Hasecmu oo KOjum YCio8uma Moy 0a ux
Kopucme:

V3 npeTxoH0 MMCMEHO 0100pehe BIACHUKA IMoAaTaKa

Axo cy nooayu 00cmynHu camo YCKOM Kpy2y UCmpanicuéayd, Hagecmu Ha KOju HAUUuH Mo2y
NPUCIMYRUMU NO0aYUMA.

JloObnjameM mmdpe o4 BJIACHHKA IMOJATaKa 3a IPHUCTYII MOJAIMMa KOJA CY IIOXParb€HU Ha
Penosuropujymy Yuusepsurera y Hosom Cany.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npukynmenu nooayu oumu apxusupaHu.

AyTOpCTBO-HEKOMEPIIH]AJTHO

6. Yiiore n oATOBOPHOCT
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6.1. Hasecmu ume u npesume u meji aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Kpucrtuna Tor, e-mail: kristina.tot@dh.uns.ac.rs

6.2. Hagecmu ume u npezume u mejn aopecy ocobe Koja o0picasa mMampuyy ¢ nooayuma

Kpucrtuna Tor, e-mail: kristina.tot@dh.uns.ac.rs

6.3. Hasecmu ume u mnpesume u mejn aopecy ocobe xoja omozyhyje npucmyn nooayuma Opyum

ucmpascueavuma

Kpucrtuna Tor, e-mail: kristina.tot@dh.uns.ac.rs
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