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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farm. Jelene Golubovi¢ pod nazivom ,,Primena veStackih
neuronskih mreza u gradenju modela za predvidanje retencionog ponaSanja i

intenziteta odgovora masenog spektrometra u analizi odabranih azola i sartana



metodom te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom* napisana je na 165 strana,
sadrzi 34 slike i 26 tabela. Sastoji se od slede¢ih poglavlja: Uvod, Cilj rada,
Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura, Prilozi i Biografija. U

doktorskoj disertaciji citirano je 226 literaturnih referenci.

2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji vestacke neuronske mreze (ANN) su upotrebljene kao tehnika
modelovanja za predvidanje retencionog ponasSanja (gradenje QSRR modela) odnosno
intenziteta odgovora masenog spektrometra ( gradenje QSPR modela) odabranih lekova.
Model supstance pripadaju grupama antimikotika — azoli i antagonista angiotenzin Il
receptora — sartani. Fizicko-hemijske osobine analita su predstavljene pomoc¢u molekulskih
deskriptora. Varirani hromatografski faktori i molekulski deskriptori ¢inili su ulazne
promenljive, dok je pradeni odgovor predstavljao izlaznu promenljivu modela.
Hromatografski faktori koji su ucestvovali u gradenju modela i njihovi nivoi variranja
odabrani su na osnovu literaturnih podataka i preliminarnih ispitivanja. Hromatografski
faktori su ispitivani variranjem prema eksperimentalnom planu nekih vrsta optimizacionih
eksperimentalnih dizajna (Box-Behnken ili centralni kompozicioni dizajn). Podaci dobijeni
primenom optimizacionog dizajna su uklju¢eni u ANN modelovanje. Pri optimizaciji mreza
podaci su podeljeni na 3 seta: trening, validaciju i test. Trening podaci su sluzili za
treniranje mreze, validacija za proveru uspeSnosti u predvidanju nakon svakog ciklusa
treniranja, dok je test set primenjen za procenu sposobnosti predvidanja odabrane mreze.
Rast greSke na validacionom setu je predstavljao Kriterijum za zaustavljanje treniranja
mreze. GreSka na validacionom setu i koeficijent korelacije eksperimentalno dobijenih
odgovora sa odgovorom koji predvida mreza su parametri na osnovu kojih je odabrana
optimalna mreza. Metode koje su koriS¢ene u ispitivanju retencionog ponasanja ovih
supstanci su separacione, tipa reverzno-fazne HPLC ili UHPLC.

U prvom delu disertacije postavljeni su modeli za opisivanje i predvidanje retencionog
ponasanja:

1. u UHPLC sistemu,



2. ucilju razvoja stability-indicating metode HPLC metode i
3. u cilju razvoja metode za separaciju analita u HPLC sistemu sa gradijentnim

eluiranjem.

1. U delu istrazivanja posve¢enom predvidanju retencionog ponasanja u UHPLC sistemu,
izabrano je da model supstance budu sedam lekova iz grupe azola: mikonazol, ekonazol,
ketokonazol, klotrimazol, itrakonazol, vorikonazol i posakonazol. Za svaku supstancu
izraunato je 14 molekulskih deskriptora na osnovu 2D strukture, odnosno 3D strukture
nakon minimizacije energije primenom MOPAC/AM: kvantum-hemijske metode. Nakon
ispitivanja korelacije izmedu deskriptora, u ANN modelovanje ukljuc¢eni su povrSina
molekula (MA), refraktivnost (MR), van der Waals energija izmedu atoma udaljenih
najmanje tri atoma (NON-1,4 VDW), dipol-dipol energija (DEN), oktanol-voda
distribucioni keoficijent (logD), broj vodonikovih atoma koji mogu graditi vodoni¢ne veze
(H-don) 1 broj slobodnih elektronskih parova koji mogu graditi vodoni¢ne veze (H-acc).
Hromatografski faktori koji su uklju¢eni u modelovanje bili su oni koji su pokazali
znaCajan uticaj na hromatografsko ponasanje ovih supstanci Sto je ispitano primenom
frakcionog faktorskog dizajna (FFD). Znacajnim su se pokazali udeo acetonitrila u
mobilnoj fazi i pH vodenog dela mobilne faze. Dakle, optimizovana je mreza sa 9 ulaznih
promenljivih i retencionim faktorom kao izlaznom promenljivom. Podaci dobijeni za
ekonazol kori$¢eni su za testiranje mreze, dok su preostali podaci podeljeni na trening i
validaciju nasumic¢no. Odabrana mreza imala je arhitekturu 9-5-1 i Kkoeficijent

determinacije za test set podataka (R2) od 0,987.

2. U delu istrazivanja posveéenom predvidanju retencionog ponaSanja kandesartan
cileksetila i njegovih degradacionih proizvoda u cilju razvoja stability-indicating metode
najpre je sprovedena studija forsirane degradacije u skladu sa ICH smernicama.
Degradacioni proizvodi su identifikovani primenom masene spektrometrije. Medu njima je
izdvojeno 7 degradacionih proizvoda koji se o¢ekuju i u studijama formalne stabilnosti i
njihova smesa je koriS¢ena tokom optimizacije HPLC metode. Za svaku supstancu

izraunato je 13 molekulskih deskriptora na osnovu 2D strukture, odnosno 3D strukture



nakon minimizacije energije primenom MOPAC/AM: kvantum-hemijske metode. Nakon
ispitivanja korelacije izmedu deskriptora, u ANN modelovanje ukljuceni su polarizabilnost
(POL), NON-1,4 VDW, H-don i H-acc i logD. Znacajni hromatografski faktori koji su
uklju¢eni u modelovanje odabrani su nakon izvodenja FFD. Znacajnim su se pokazali
procenat acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vodenog dela mobilne faze i molaritet acetatnog
pufera. Dakle, optimizovana je mreza sa 9 ulaznih promenljivih i retencionim faktorim kao
izlaznom promenljivom. Podaci su nasumi¢no podeljeni na trening, validaciju i test.
Odabrana mreZza imala je arhitekturu 9-5-5-1 i R? za test set podataka od 0,996. Potom je
dobijena mreza upotrebljena za optimizaciju HPLC metode i dobijena je zadovoljavajuca
separacija ispitivanih supstanci, zadovoljavajuée retenciono ponaSanje analita koji se prvi
eluira i vreme trajanja analitickog rana od 27 minuta. Mobilna faza se sastoji od 47 % (v/v)
acetonitrila i 53 % 5 mM amonijum acetata, pH 2,5 i protoka od 1,5 mL/min, dok je
temperatura kolone bila 20 °C. IzvrSena je analiza uticaja ulaznih promenljivih na model,
odnosno molekulskih deskriptora na odgovor koji predvida mreza. Najveci uticaj medu
deskriptorima pokazali su log D, NON-1,4 VDW, POL i H-don, dok je uticaj

hromatografskih faktora analiziran u odnosu na teorijska o¢ekivanja.

3. U delu istrazivanja posvecenom predvidanju retencionog ponasanja U HPLC sistemu sa
gradijentnim eluiranjem, analizirano je 6 lekova iz grupe sartana: losartan, valsartan,
irbesartan, telmisartan, kandesartan cileksetil i eprosartan. Ulazne promenljive za
optimizaciju QSRR modela bili su: molekulski deskriptori - zapremina nedostupna
rastvaracu (SEV), NON-1,4 VDW, log D, POL, H-don i H-acc i hromatografski prametri -
vreme gradijenta, molaritet pufera i pH vodenog dela mobilne faze, dok je kao odgovor
praceno retenciono vreme. Za potrebe optimizacije HPLC metode za razdvajanje sartana u
S§to kracem vremenskom periodu, podaci su nasumi¢no podeljeni na trening, validaciju i
test. Odabrana mreZa imala je arhitekturu 9-8-1 i R? od 0,995. Izvrieno je mapiranje faktora
rezolucije radi postizanja potpune separacije analita, uz minimizaciju trajanja analitickog
rana. Kao optimalni, odabrani su uslovi: vreme gradijenta od 12,5 minuta, pH vodenog dela
mobilne faze od 3,95 i koncentracija amonijum acetata u puferu od 25 mM, uz temperaturu

kolone od 25 °C, protok mobilne faze od 1,5 mL/min i uz vreme reekvilibracije od 3



minuta. Za potrebe predvidanja retencije novog analita, test set su Cinili podaci koji
pripadaju irbesartanu, dok su trening i validacioni test set dobijeni nasumi¢nom podelom
preostalih podataka. Odabrana mreza imala je arhitekturu 9-8-1 i R? od 0,985. Izvriena je
analiza uticaja ulaznih promenljivih na model, odnosno molekulskih deskriptora na
odgovor koji predvida mreza. Najveéi uticaj medu deskriptorima pokazali su POL, SEV i

H-acc, dok je uticaj hromatografskih faktora analiziran u odnosu na teorijska ocekivanja.

U drugom delu disertacije postavljeni su modeli za opisivanje i predvidanje intenziteta
odgovora masenog spektrometra. Model supstance bile su sedam lekova iz grupe sartana:
losartan, valsartan, irbesartan, telmisartan, kandesartan cileksetil, olmesartan medoksomil i
eprosartan. Najpre su instrumentalni parametri pozitivne ESI-MS u pozitivnom modu
optimizovani kako bi se osigurali pouzdani i reproduktivni rezultati analize. Odgovor je
predstavljala povrSina pika m/z signala protonovanog molekula pri full scan detekciji.
Ulazne promenljive za optimizaciju QSPR modela bili su: molekulski deskriptori - bazna
pKa, oktanol-voda particioni keoficijent (log P), SEV i H-acc i hromatografski prametri -
pH vodenog dela mobilne faze, koncentracija pufera i udeo organskog rastvaraca. Podaci su
nasumicno podeljeni na trening, validaciju 1 test. Odabrana mreZa imala je arhitekturu 6-3-
3-1 i R? od 0,994. Izvrena je analiza uticaja ulaznih promenljivih na model, odnosno
molekulskih deskriptora na odgovor, kao i analiza trendova koje predvida optimalna mreza
1 eksprementalno dobijenih trendova za date faktore. Najznacajnijim deskriptorima pokazali
su se logP, pKa i SEV, po opadajucoj znacajnosti. Ispitan je uticaj hromatografskih uslova
na odnos intenziteta signala dve dominantne MRM tranzicije za svaki od analita, ali nije

uocen znacajan uticaj.

3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sa podacima iz

literature
Prvi deo istrazivanja - QSRR

1. U literaturi se moze naci svega nekoliko ¢lanaka koji se bave postavljanjem QSRR

modela uz primenu ANN za predvidanje retencionog ponasanja analita u UHPLC sistemu



[1-3]. U prvom c¢lanku [1] je izraunato 13 deskriptora primenom genetskog algoritma i
PLS iz velikog broja deskriptora. Levenberg-Marquardt mreza dala je R? predvidanja od
0,91 i nesto bolju efikasnost predvidanja od PLS tehnike. Clanak [3] predstavlja nastavak
istrazivanja istih autora na drugim lekovima, te je primenjena ista metodologija i dobijeni
sliéni rezultati predvi]anja (R? = 0,92). Primenom 8 molekulskih deskriptora medu kojima
su LSER deskriptori, polarna povrSina molekula, broj rotabilnih veza, log P i molekulska
masa optimizovana je MLP mreza sa retencionim vremenom kao odgovorom, trenirana
Levenberg—Marquardt algoritmom. Dobijen je R? predvidanja od 0,92 i sli¢na uspesnost
predvidanja kao i pomoc¢u PLS tehnike [2]. Citirani radovi kao ulazne promenljive imaju
samo molekulske deskriptore, te sluze isklju¢ivo za opisivanje odnosa izmedu fizi¢ko-
hemijskih osobina. Sa druge strane, u ovoj disertaciji kao ulazne promenljive ukljuceni su i
hromatografski parametri ¢ime se omogucuje 1 predvidanje retencije pri razliitim
hromatografskim uslovima kao i optimizacija metode. Takode, postignuta je i vecéa
efikasnost predvidanja (R? = 0,987). Publikovan rad koji je proizasao iz ovog istrazivanja
(Talanta (2012) 100, 329-337) je prvi koji se bavi istovremenim modelovanjem
molekulskih deskriptora i hromatografskih uslova u cilju predvidanja retencije u UHPLC
sistemu.

2. Takode se u literaturi moze naci nekoliko ¢lanaka sa ciljem ispitivanja stabilnosti
kandesartan cileksetila [4-7]. Razlike u dobijenim degradacionim proizvodima posledica su
razli¢itih uslova izvodenja studija forsirane degradacije. Mehta i saradnici [7] su sproveli
sveobuhvatnu studiju forsirane degradacije i identifikovali degradacione proizvode
primenom HPLC spregnute sa TOF masenim spektrometrom koji meri vreme preleta jona.
Oni su dobili i identifikovali degradacione proizvode koji su dobijeni u okviru ove
disertacije. Hromatografske metode obuhvatale su primenu C18 ili cijano kolone,
acetonitrila kao organskog rastvaraca, fosfatnog i acetatnog pufera kisele pH. S obzirom da
su samo Mehta i saradnici [7] razvijali metodu za procenu stabilnosti kandesartan
cileksetila uz separaciju istih degradacionih proizvoda, dok je u preostalim radovima
praceno manje degradacionih proizvoda, ovaj rad je jedini relevantan u pogledu napretka u
analitickoj metodi. U poredenju sa pomenutom metodom [7], kod metode razvijene u

okviru ove doktorske disertacije, vreme trajanja analitickog rana je neznatno skraceno — sa



28 na 27 minuta, ali je gradijentno eluiranje [7] zamenjeno izokratskim, a acetatni pufer se
moze koristiti umesto fosfatnog, Sto je velika prednost ukoliko se metoda primenjuje sa
masenom spektrometrijom za detekciju (razlika u odnosu na metodu razvijenu od strane
Mehta i saradnika) [7]. Na kraju, postavljeni QSRR-ANN model ima potencijal za
predvidanje retencionog ponaSanja analita srodne strukture — necistoce, degradacionog
proizvoda ili metabolita kandesartan cileksetila. Clanak objavljen u okviru ove doktorske
disertacije (Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems (2015) 140, 92-101)
predstavlja prvi ¢lanak Kkoji se bavi predvidanjem retencionog ponaSanja aktivne
farmaceutske supstance i degradacionih proizvoda koji nastaju tokom studija forsirane
degradacije u cilju razvoja stability-indicating metode.

3. U literaturi se moze naci prilican broj objavljenih ¢lanaka u kojima su ANN koris¢ene za
predvidanje retencionog ponaSanja u HPLC sistemu sa gradijentnim eluiranjem, na osnovu
fizicko-hemijskih osobina izrazenih preko molekulskih deskriptora [8-13]. Optimizovane
mreZze su MLP tipa, trenirane algoritmom ponovnog prolaska greske gde je R? bio do 0,99.
Pristup koji je koriS¢en u ovoj disertaciji — istovremeno ukljuc¢ivanje molekulskih
deskriptora i parametara gradijenta, nalazi se u nekoliko ¢lanaka, ali bez separacije kao cilja
[14-16]. Nekoliko objavljenih ¢lanaka opisuje metode u kojima su primenjene ANN u cilju
optimizacije razdvajanja analita u HPLC sistemu sa gradijentnim eluiranjem, ali bez
uzimanja u obzir osobina analita [17-19]. Posmatrani molekulski deskriptori su odabrani
prema LSER ili LSS teoriji ili selektovani primenom genetskog algoritma ili PLS iz veceg
broja deskriptora. Varirani parametri gradijenta predstavljali su neku od kombinacija
slede¢ih parametara: pocetni udeo organskog rastvaraca, krajni udeo organskog rastvaraca,
nagib gradijenta i pH vodenog dela mobilne faze. Dobijena korelacija odgovora koje
predvida mreZa i eksperimentalno dobijenih odgovora izrazena preko R? bila je u rasponu
0,9 — 0,99, retko preko 0,99 [14, 18, 19]. Nerckurentna mreza trenirana algoritmom
povratnog prolaska mreze je ubedljivo najviSe primenjivan tip mreze. U ovoj doktorskoj
disertaciji molekulski deskriptori su u kombinaciji sa hromatografskim parametrima
predstavljali ulazne promenljive. Podelom podataka na dva nacina (test nasumic¢no odabran,
odnosno test sastavljen od podataka koji pripadaju jednom analitu) dobija se mreza koja

ima potencijal kako za optimizaciju metode, tako i za predvidanje retencije analita srodne



strukture. Parametri efikasnosti predvidanja su u rangu literaturnih (R? je 9,995 odnosno
0,985). Clanak objavljen u okviru ove doktorske disertacije (Talanta (2016) 150, 190-197)
predstavlja prvi c¢lanak sa istovremenim prac¢enjem uticaja molekulskih deskriptora i
parametara gradijenta sa ciljem optimizacije metode za separaciju ispitivanih analita. Sem
toga, ovim pristupom moze da se predvidi retenciono ponasanje ,,novog“ analita sli¢ne
strukture. Ukljuc¢ivanjem molekulskih deskriptora omoguceno je dobijanje informacija o
vezi izmedu molekulskih deskriptora i retencionog ponasanja. Analizu osetljivosti modela
na ispitivane faktore uradili su Fatemi i saradnici [15]. Oni su dobili slede¢i niz faktora po
opadajuc¢oj znacajnosti: zapremina molekula, H-acc, POL, refraktarnost, H-don. Ovo se u
velikoj meri podudara sa rezultatima analize osetljivosti dobijenoj u ovoj disertaciji POL,
SEV, H-ACC, NON-1,4 VDW, logD, H-don, po opadaju¢em uticaju.

Optimizacijom metode postiguto je razdvajanje 6 sartana za 15,5 min $to je efikasnije u
odnosu na metode iz literature (do 5 sartana za 18-25 munuta) [20-24]. U svim prethodnim
metodama koris¢ena je C18 kolona, mobilna faza se sastojala od acetonitrila i vodene faze
pH 2 — 4 (acetatnog ili formijatnog pufera ili rastvora trifluoro siréetne kiseline). U svim
pomenutim metodama primenjeno je gradijentnim eluiranje, izuzev metode Nie i saradnika
[22]. Metoda dobijena optimizacijom primenom QSRR-ANN u ovoj disertaciji obuhvata
primenu cijano kolone i gradijentnog eluiranja mobilne faze koja se sastoji od acetonitrila i
25 mM amonijum acetata pH 3,95.

Drugi deo istraZivanja - QSPR

U literaturi se moze na¢i nekoliko pristupa istrazivanju veze izmedu molekulskih
deskriptora i intenziteta odgovora elektrosprej masenog spektrometra (ESI-MS), primenom
razli¢itih tehnika modelovanja, odnosno pracenjem uticaja bez kvantitativnih odnosa.
Ehrmann i saradnici [25] su ispitivali korelaciju izmedu baznosti u rastvoru, baznosti u
gasu i povrSinske aktivnosti, kroz oktanol-voda particioni keoficijent (logP), sa ESI-MS
signalom. Pronasli su korelaciju samo u slufaju baznosti u rastvoru 1 zakljucili da
naelektrisanje ima vec¢i uticaj na odgovor u odnosu na polarnost. Cech i Enke [26] su dobili
linearnu zavisnost izmedu Gibbs-ove slobodne energije i ESI-MS odgovora (koeficijent

korelacije, R = 0,91), i jo§ vec¢u korelaciju izmedu nepolarne povrsine molekula i ESI-MS



odgovora (R = 0,98). Raji i saradnici su korelisali uticaj nekoliko parametara na ESI-MS
odgovor: nepolarne povrsine, ukupne povrsine, baznosti U gasnoj fazi i logD. Uocena je
izvesna pozitivna korelacija izmedu obe povrSine molekula i odgovora ali ne i ostalih
parametara. Autori su zakljucili da je uspostavljanje sveobuhvatnog modela koji potpuno
opisuje uticaj svih relevantnih fizi¢ko-hemijskih parametara na ESI-MS odgovor gotovo
nemoguce [27]. Huffman i saradnici su uocili da se efikasnost jonizacije u negativnom
modu povecava sa povecanjem duzine alkilnog lanca u okviru grupe homologa, a takode i
uvodenjem supstituenta koji je elektron-akceptor [28]. Chalcraft i saradnici [29] su razvili
QSRR model pomoéu multiple linearne regresije (MLR), proucavajuéi zavisnost
efikasnosti jonizacije od zapremine molekula izrazene preko SEV, logD, apsolutne
pokretljivosti i efektivnog naelektrisanja i uocili Jonizaciona efikasnost koju je model
predvidao je bila u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa molekulskom zapreminom i logD. Oss
I saradnici [30] su uspostavili MLR model zavisnosti efikasnosti jonizacije od zapremine
molekula. U pomenutim studijama [25, 26, 28-32] instrumentalni parametri, ukljucujuéi i
sastav rastvaraca, su bili konstantni, tj. njihov uticaj nije ispitivan.

Sa druge strane, nekoliko objavljenih ¢lanaka se bavi uticajem hromatografskih parametara
(tip organskog rastvaraca, tip pufera, aditivi u mobilnoj fazi, pH vodenog dela mobilne
faze, protok mobilne faze) [33-36] na ESI-MS signal u grupi analita i/ili optimizacijom
parametara, ali ne uzimaju¢i molekulske deskriptore u obzir. Negativna korelacija izmedu
protoka 1 intenziteta MS signala dobijena je i u studiji ponaSanja pesticida u masenom
spektrometru [36]. U studiji uticaja mobilne faze na intenzitet MS signala saponina
dobijenih iz ginka u negativnom jonizacionom modu zakljuc¢eno je da se dobija jaci signal
pri Kiseloj u odnosu na neutralnu i baznu mobilnu fazu [35]. Rainville i saradnici [33] su
ispitivali osetljivost MRM tranzicija hemijski i farmakoloski heterogene grupe lekova od
kiselosti mobilne faze. Zakljucili su da je za vecinu lekova veca osetljivost postignuta pri
baznoj u odnosu na kiselu mobilnu fazu.

Istovremeni uticaj sastava rastvarac¢a i molekulskih deskriptora nalazimo u dva objavljena
rada, u kojima se autori bave samo pKa vrednos¢u kao deskriptorom [37, 38]. Yang i
saradnici [37] su pronasli da dodatak modifikatora, kao §to je amonijak, znacajno povecava

jonizaciju nekoliko pesticida. Oni su naglasili da transfer protona u gasnoj fazi ima



znacajnu ulogu u ESI jonizaciji jedinjenja sa pKa < 3. Liigand i saradnici [38] su varirali
koncentraciju acetonitrila u mobilnoj fazi, kao i modifikatore mobilne faze, ¢ime su postigli
1 varijaciju pH mobilne faze. Set analita je imao Sirok opseg pKa vrednosti. Slabe baze su
davale najvec¢i odgovor u kiseloj mobilnoj fazi, gde se intenzivno protonuju. Sa druge
strane, jake baze davale su najveci signal u jako baznom medijumu. Dodatno, odgovor
slabih i istovremeno visoko hidrofobnih baza pokazao se nezavisnim od Kkiselosti
medijuma. Sem toga, pokazano je da efikasnost jonizacije zavisi od udela organske faze u
mobilnoj fazi. Uops$teno, veci procenat organskog rastavaca daje ve¢i MS signal [38].

Publikacija u okviru ove doktorske disertacije (Journal of Chromatography A (2016) 1438,
123-132) predstavlja prvi objavljeni ¢lanak u okviru koga se uspostavljaju kvanitatativni
odnosi izmedu fizicko-hemijskih parametara i hromatografskih faktora sa jedne strane, i
intenziteta ESI-MS signala sa druge strane. Uocen je pozitivan uticaj udela organskog
rastavraca, H-acc, pKa i SEV, negativan uticaj protoka mobilne faze dok je uticaj logP do
odredene vrednosti pozitivan, a potom negativan. Zakljucci izneseni u ovoj disertaciji u
vezi sa uticajem ispitivanih faktora na intenzitet signala koji predvida model u velikoj meri
su u skladu sa literaturnim podacima: pozitivan uticaj udela organskog rastvaraca [38], H-
acc [28], pKa [25], SEV [26, 27, 29, 30], odnosno negativan uticaj protoka [36]. Pri pH 8,5
dobijen je najvisi eksperimentalno dobijen intenzitet signala Sto je u suprotnosti sa
teorijskim ocekivanjem, po kom kisela sredina stimuliSe protonovanje analita. PoStoji
nekoliko objasnjenja ovog fenomena, koja su i navedena u disertaciji a koja se odnose pre
svega na razlike u baznosti analita u rastvoru i gasu, prenosu protona od strane medijatora
iz rastvora poput amonijaka ili metanola, razlike u pH elekstrosprej kapljice i okolnog
rastvora [39, 40]. Ve¢ pomenuti ¢lanci takode pokazuju sli¢ne rezultate, odnosno visi signal
u baznoj u odnosu na kiselu sredinu u pozitivnoj [33], odnosno suprotno u negativnoj ESI-
MS [35]. Ispitan je uticaj hromatografskih uslova na odnos intenziteta signala dominantnih
tranzicija, ali nije uoCen znacajniji uticaj. Iako je u literaturi pronadena studija u kojoj je
dobijen razli¢it odnos intenzitetd signala dominantnih tranzicija pri razliitim
hromatografskim uslovima (pH vodenog dela mobilne faze, koncentracija pufera i udeo
organskog rastvaraca) za tri leka iz grupe fluorohinolona [41], slican efekat nije uocen na

primeru sartana.
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U svim fazama istrazivanja uradena je i postupna MLR analiza sa istim ispitivanim

faktorima. Modeli bazirani na ANN su pokazali mnogo bolje rezultate predvidanja.

4. Objavljeni i saopSteni rezultati koji Cine sastavni deo doktorske

disertacije

Spisak radova publikovanih u medunarodnim ¢asopisima

1. J. Golubovi¢, C. Birkemeyer, A. Proti¢, B. Otasevi¢, M. ZeCevi¢, Structure — response
relationship in electrospray ionization - mass spectrometry of sartans by artificial neural
networks. Journal of Chromatography A (2016) 1438, 123-132 M21a

2. J. Golubovi¢, A. Proti¢, B. OtaSevi¢, M. Zecevi¢, Quantitative structure—retention
relationships applied to development of liquid chromatography gradient-elution method for
the separation of sartans, Talanta (2016) 150, 190-197 M21

3. J. Golubovi¢, A. Protic, M. Zecevi¢, B. Otasevi¢, Quantitative structure retention
relationship modeling in liquid chromatography method for separation of candesartan
cilexetil and its degradation products, Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems
(2015) 140, 92-101 M21a

4. J. Golubovié, A. Proti¢, M. Zegevi¢, B. Otasevié, M. Mikié, Lj. Zivanovi¢, Quantitative
structure—retention relationships of azole antifungal agents in reversed-phase high
performance liquid chromatography, Talanta (2012) 100, 329-337 M21

Saopstenja sa medunarodnih skupova Stampana u izvodu (M34)

1. J. Golubovi¢, C. Birkemeyer, A. Proti¢, OtaSevi¢, M. ZecCevi¢. Structure-response
relationships in electrospray ionization — mass sprectrometry of sartans by artificial neural
network. 9th Summer School ,,Mass Spectrometry in Biotechnology and Medicine®,
Dubrovnik, Hrvatska, jul 2015.

2. J. Golubovié, B. Otasevi¢, , A. Proti¢, M. ZecCevi¢. Application of the artificial neural

network in quantitative structure retention relationship modeling of liquid chromatography
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0039914012006601
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separation of candesartan cilexetil and its degradation products. 39th International
Symposum on High Performance Liquid Phase Separation and Related Techniques,
Amsterdam, Holandija, jun 2013.

5. ObrazloZenje naucnog doprinosa doktorske disertacije

QSRR i QSPR (odgovor je intenzitet signala masenog spektrometra) modeli predstavljaju
veoma znacajan nau¢ni koncept u istrazivanju i razvoju metoda u analitici lekova, ali i
drugih hemijskih supstanci. Njihov cilj je analiza uticaja fizicko-hemijskih parametara na
odgovor sistema Koji se posmatra, kao i predvidanje ponasanja novog analita. Ukoliko se u
ispitivane faktore ukljuce i instrumentalni (hromatografski) faktori, uspostavljen model se
moze upotrebiti za optimizaciju uslova metode za analizu odabrane grupe lekova. Vestacke
neuronske mreze kao nelinearna matematicka tehnika pokazuju odli¢ne rezultate u
situacijama kompleksnih uticaja ispitivanih faktora na odgovor, kao i interakcija medu
ispitivanim faktorima. Iako se za veStacke neuronske mreze kaze da funkcionisu kao ,,crna
kutija“, jer se ne dobija mnogo informacijama o njihovom radu, da bi se postavio adekvatan
model i potom upotrebili i analizirali dobijeni rezultati potrebno je iskustvo i znanje o
fizi€ko-hemijskim procesima, u ovom slucaju retencije i elektrosprej jonizacije. Naucni
doprinos ove doktorske disertacije je metodoloski, praktican i fundamentalan. Metodoloski
doprinos ogleda se u primeni nau¢nog koncepta u odredenim analitickim sistemima po prvi
put, metodologiji izbora ulaznih promenljivin, kao 1 metodologiji optimizacije
hromatografske metode. Postignuta je visoka korelacija i mala greSka u predvidanju
odgovora, ¢ime je dokazana opravdanost metodoloske postavke. Praktican doprinos ogleda
se u uspostavljanju modela koji se mogu primeniti za predvidanje retencionog, odnosno
ESI-jonizacionog ponasanja ,,novih“ analita srodne strukture, kao i ispitivanih analita pod
novim uslovima i razvoju konkretnih analitickih metoda (stability-indicating metoda za
analizu kandesartan cileksetila i degradacionih proizvoda, odnosno metoda za analizu Sest
lekova iz grupe sartana). Fundamentalni doprinos ogleda se u analizi ispitivanih faktora na

praceni odgovor i time analizu fizi¢ko-hemijskih procesa.

12



Zakljucak:

Doktorska disertacija, koja je obuhvatila razvoj modela za predvidanje retencionog
ponasanja 1 intenziteta odgovora masenog spektrometra u analizi odabranih azola i sartana
primenom vesStackih neuronskih mreza predstavlja znacajan nau¢ni doprinos za oblast
Analitika lekova. Rezultati doktorske disertacije publikovani su u 4 nau¢na rada u
Casopisima od medunarodnog znacaja (2 u medunarodnim c¢asopisima izuzetnih vrednosti
M21a i 2 u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima M21) i 2 saopStenja sa medunarodnih
skupova Stampana u izvodu (M34).

Uzimajuéi u obzir sve S§to je izlozeno, predlazemo Nastavno-nau¢nom vecéu
Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj lzvestaj i uputi Vecu
nauc¢nih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javhu odbranu doktorske
disertacije kandidata dipl. farm. Jelene Golubovi¢ pod nazivom:

»Primena vesStackih neuronskih mreZa u gradenju modela za predvidanje
retencionog ponasanja i intenziteta odgovora masenog spektrometra u analizi

odabranih azola i sartana metodom te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom*

1.

Dr sc. Mira Zecevi¢ (mentor, predsednik komisije),
redovni profesor, Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski
fakultet

2.

Dr sc. Ana Proti¢ Markovié, docent, Univerzitet u
Beogradu — Farmaceutski fakultet

Dr sc. Biljana Otasevi¢, docent, Univerzitet u Beogradu
— Farmaceutski fakultet
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