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ODREDIVANJE STRUKTURE FARMAKOFORE ANTAGONISTA
ANGIOTENZINSKIH AT RECEPTORA I HEMOMETRIJSKI PRISTUP
OPTIMIZACIJI HPLC METODE ZA ODREDIVANJE LOSARTANA,
VALSARTANA I IRBESARTANA

REZIME

AT, receptori posreduju u skoro svim poznatim fizioloskim djelovanjima
angiotenzina II (Ang II): u kardiovaskularnim, bubreznim, nervnim, endokrinim ¢elijama,
jetrenim 1 drugim ciljnim ¢elijama. Ta djelovanja uklju€uju regulaciju arterijskog krvnog
pritiska, odrzavanje balansa vode i elektrolita, zed, lu¢enje hormona i bubreznu funkciju.
AT, receptori se nalaze u srzi nadbubrezne Zlijezde, maternici i u tkivu fetusa. Pretpostavlja
se da ovi receptori igraju ulogu u razvoju fetusa i nisu bitnije ukljuceni u kontrolu krvnog
pritiska. Vezujuéi se za AT receptor Ang II izaziva konformacijske promjene u molekuli
receptora Sto dovodi do interakcije receptora sa G proteinom i prenosa signala preko
nekoliko transmembranskih sistema (enzimski sistemi, naponski ovisni kalcijevi kanali,

itd.).

Antagonisti angiotenzina II imaju 10.000 puta veci afinitet vezivanja za AT receptore nego
za AT, receptore (visokoselektivni blokatori AT; receptora). Blokatorima AT, receptora
pripadaju: losartan, valsartan, irbesartan, kandesartan, eprosartan, telmisartan i olmesartan
(“sartani”). Svi antagonisti AT, receptora su jedinjenja slicne hemijske strukture koju
karakteriSe prisustvo bifenila sa kiselom funkcionalnom grupom (karboksilna ili tetrazol).
Glavna primjena je u lije¢enju hipertenzije, dijabeti¢ke nefropatije 1 kongestivnog zatajenja
srca, gdje se koriste samostalno ili u kombinaciji sa diureticima 1 drugim

antihipertenzivima.

U cilju dizajniranja novih AT, blokatora primijenjena je kompjuterska metoda. 3D-OSAR
studija je izvedena koriStenjem baze podataka od 49 AT, blokatora od kojih je 32 sluzilo

kao trening set, a 17 kao test set. Za razvoj 3D-OSAR modela i odabir najznacajnijih



molekulskih deskriptora primijenjena je metoda PLS regresije (Partial Least Squares
regression). Dobiveni rezultati su pokazali da kreirani 3D-OSAR model dobro predvida
aktivnost jedinjenja trening seta, te je model dalje koriSten za predvidanje pKi vrijednosti
test seta. Uz pomo¢ Pentacle programa odredeno je 10 najznacajnijih varijabli koje uti¢u na
aktivnost AT blokatora. Validirani 3D-OSAR model je, zatim, koriSten za odredivanje pKi
vrijednosti 30 novodizajniranih molekula. Zakljuceno je da su pet predlozenih molekula
ChEMBL (1513-7, 1513-15, 92950-7, 92950-8, 92950-9) najaktivniji kao potencijalni
blokatori AT; receptora. Rezultati su pokazali da aktivnost molekule raste ako je
ciklopropilna grupa vezana za ugljik na poziciji izmedu atoma azota u imidazolnom prstenu
(R1). Na istoj poziciji alkilni lanac sa kabonilnom grupom, takoder, pozitivno uti¢e na
aktivnost molekule (ChEMBL 1513). Sa druge strane, ciklopropilna grupa u strukturi
ChEMBL 92950 na poziciji R2 smanjuje aktivnost molekule. Moze se zakljuciti da

molekule sa najve¢om aktivno$éu imaju dvije jednostavne alkilne grupe kao supstituente.

Prisutnost nekoliko funkcionalnih grupa u molekularnoj strukturi ispitivanih blokatora
angiotenzinskih receptora, kao S§to su bifenilna 1 imidazol, ¢ini RP-HPLC metodu
pogodnom za odredivanje njihovog sadrzaja u farmaceutskim oblicima. Za optimizaciju
HPLC metode za istovremeno odredivanje (1) losartana i hidrohlorotiazida, (2) irbesartana i
hidrohlorotiazida 1 (3) valsartana, hidrohlorotiazida i amlodipina koriStena je metodologija

eksperimentalnog dizajna.

Retenciono ponasanje molekula ispitano je hemometrijskim pristupom. Kako su linearne
funkcije posmatranih odgovora imale razlicite ciljeve, za dalju optimizaciju je koriStena
Derringerova funkcija pozeljnosti. Nakon odredivanja ukupne poZeljnosti u okviru
prihvatljivih granica, ustanovljeni su optimalni hromatografski uslovi za izvodenje

eksperimenata.

Predlozene metode su validirane. Procesom validacije dokazano je da su specifi¢ne, tacne,
precizne, ponovljive i ne zahtijevaju puno vremena za analizu. Kako ne postoje

interferencije sa drugim komponentama prisutnim u dozirnim oblicima, izvodenje metoda



ne zahtijeva slozene postupke ekstrakcije. Rezultati pokazuju da predlozene HPLC metode
mogu biti koriStene za rutinsku kvantitativnu analizu ispitivanih supstanci u mjesavini ili za

njihovo pojedinacno odredivanje u farmaceutskim doziranim oblicima.

Kljuéne rije¢i: AT, blokatori, farmakofore, 3D-QSAR, hemometrijski pristup,

eksperimentalni dizajn, HPLC, optimizacija.

Naucéna oblast: Farmacija
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IDENTIFICATION OF PHARMACOPHORE OF AT RECEPTOR
ANTAGONISTS AND CHEMOMETRIC APPROACH IN HPLC METHOD
OPTIMIZATION FOR DETERMINATION OF LOSARTAN, VALSARTAN AND
IRBESARTAN

ABSTRACT

AT, receptors mediate almost all known physiological effects of angiotensin II
(Ang II): cardiovascular, renal, nervous, endocrine cells, liver and other target cells. These
actions include blood pressure regulation, balance of water and electrolytes maintaining,
thirst, hormone secretion and renal function. AT, receptors are found in the adrenal gland,
uterus and fetal tissue. It is assumed that these receptors play a role in fetal development.
AT, are not substantially involved in blood pressure control. Binding with AT, receptor
Ang II causes a conformational change of the receptor molecules resulting in receptor - G
proteins interaction and signal transmission through several transmembrane systems
(enzyme systems, voltage dependent calcium channels, etc.). Angiotensin II antagonists
show 10.000 times greater binding affinity for the AT, receptor than AT> receptors; they
are highly selective for AT, receptor. Angiotensin II antagonists include: losartan,
valsartan, irbesartan, candesartan, eprosartan, telmisartan and olmesartan ("sartans").
Chemical structures of AT, receptor antagonists are similar and consist of biphenyl group
and an acidic functional group (carboxylic or tetrazole). Angiotensin II receptor blockers
are primarily used for the treatment of hypertension, diabetic nephropathy, congestive heart
failure. They are used alone or in combination with other antihypertensive drugs and

diuretics.

In order to design new AT, blockers computerized methods were applied. The 3D-OSAR
study was performed on a data set composed of 49 ARBs with 32 AT; blockers in the
training set and 17 AT, blockers in the test set. The PLS regression has been applied on
selection of the most relevant molecular descriptors and 3D-OSAR models building.

Obtained results demonstrated good predicting capacity of the created 3D-OS4AR model for



the training set molecules and model was further used to predict the pKi values of the test
set. Ten most important variables that influence the activity (positively and negatively)
were selected from the Pentacle program. A validated 3D-OSAR model was used in
determining the pKi values of the 30 new molecules. It turned out that five molecules
ChEMBL (1513-7, 1513-15, 92950-7, 92950-8, and 92950-9) possess the highest activity.
Results showed that: if the cyclopropyl group is linked to carbon situated between the two
nitrogen atoms in the imidazole ring (R1), molecule activity increases; an alkyl chain with a
carbonyl group in the same place also contributes positively to the activities of the molecule
(ChEMBL 1513). On the other hand, the cyclopropyl group in the ChEMBL 92950
structure at the position R2 decreases molecular activity. The highly potent molecule has

two simple alkyl groups as substituents.

The presence of functional groups in the molecular structure of the examined angiotensin
receptor blockers, like biphenyl and imidazole, makes RP-HPLC method suitable for their
analysis in the pharmaceutical forms. Experimental design methodology was used for
optimization of HPLC method for the simultaneous determination of (1) losartan and
hydrochlorothiazide, (2) of irbesartan and hydrochlorothiazide, and (3) of valsartan,

amlodipine and hydrochlorothiazide.

The chemometric methodology chosen for the particular objectives was very successful in
the retention behavior exploration. Since there were a mixes of linear responses with
different targets, Derringer's desirability function was applied. After defining a global

desirability according to the accepted constraints, optimal chromatographic conditions were

established.

The proposed methods were validated. From the study of validation parameters, it was
observed that the methods are specific, accurate, precise, reproducible, and is not time-
consuming. Since there was no interference from other components present in the dosage

forms, complicated procedures for extraction were not required. The obtained results show



that the proposed HPLC methods can be used for the routine quantitative analysis of the
examined substances in a mixture or for their individual determination in pharmaceutical

dosage forms.

Keywords: AT, blockers, pharmacophore, 3D-QOSAR, chemometric approach, experimental

design, HPLC, optimization.

Science Field: Pharmaceuticals

Narrow scientific field: Pharmaceutical and medical chemistry and structural analysis
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1.1. HIPERTENZIJA

Hipertenzija (poviSeni arterijski pritisak) je jedan od vodec¢ih faktora rizika za
nastajanje hroni¢nih kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih oboljenja. Oko 50% svih
slucajeva infarkta miokarda i oko 60% svih cerebrovaskularnih inzulta su posljedica
poviSenog krvnog pritiska. Zbog asimptomatske prirode, hipertenzija se Cesto naziva
"tihi ubica". Cilj terapije hipertenzije je prevencija fatalnih posljedica - iznenadna smrt,
infarkt miokarda i1 cerebrovaskularni inzult. Brojna klini¢ka ispitivanja pokazuju da
snizavanje dijastolnog pritiska samo za 5-6 mm Hg smanjuje rizik od nastanka
cerebrovaskularnog inzulta za jednu tre¢inu, a koronarnih komplikacija za jednu Sestinu
[1]. Krvni pritisak je sila kojom cirkuliSu¢a krv djeluje na jedinicu povrSine krvnog
suda, a koja nastaje usljed kontrakcija sr¢ane muskulature i posljedi¢nog potiskivanja
krvi kroz vaskularni sistem. Visina krvnog pritiska zavisi od minutnog volumena srca
(kontraktilnosti miokarda, frekvence sr¢anog rada i volumena krvi) i perifernog otpora u
krvnim sudovima. Vrijednost pritiska je promjenljiva i nastaje kao posljedica aktiviranja
brojnih mehanizama kojima organizam pokusava da odrzi odgovarajuci protok krvi u

zavisnosti od trenutnih potreba organizma [2].

Hipertenziju je teSko definisati zato $to ne postoji jasna granica izmedu onog $to se
moze smatrati "bezbijednim" nivoom (ili normalnim krvnim pritiskom) i nivoa iznad
kojeg prijeti rizik. Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji i Internacionalnom
udruzenju za hipertenziju, kao povisen, definiSe se onaj krvni pritisak kod koga je
sistolni pritisak 140 mmHg ili visi ¥/ili nivo dijastolnog krvnog pritiska od 90 mmHg ili

viSe (u ponovljenim mjerenjima). Hipertenzija moze biti:

» Primarna (esencijalna ili idiopatska) hipertenzija - nepoznatog je porijekla
(95%), povisen nivo krvnog pritiska je uslovljen staro$¢u, polom, rasom,

okruzenjem, Zivotnim stilom i genetskim faktorima;

» sekundarna hipertenzija - prisutna kod 5% hipertenzivnih pacijenata, moZze biti
posljedica bubreznih oboljenja (suzavanje bubreznih arterija, parenhimska

bubrezna oboljenja i1 policisticni bubreg), sistemske skleroze, endokrinih

|UVOD 2
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oboljenja (KuSingov sindrom, Konov sindrom, dijabetes melitus), tumora

(feohromocitom, akromegalija, hiperparatireodizam itd.).

Krvni pritisak je strogo kontrolisana fizioloska veli¢ina. Glavni mehanizmi ukljuc¢eni u

regulaciju arterijskog krvnog pritiska su (Slika 1):

» Dominantna simpatikusna kontrola;
» Uloga B, B2 1 o adrenergickih receptora;

» Uloga bubrega (renin-angiotenzin sistem).
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Slika 1. Glavni mehanizmi ukljuceni u regulaciju krvnog pritiska (Preuzeto i

prilagodeno: Vuji¢ Z. Antihipertenzivni lekovi, 2014) [3]

Antihipertenzivi su lijekovi koji se koriste za lijeCenje povisenog krvnog pritiska. Pored
antihipertenziva, u terapiji se koriste i jedinjenja koja po ATC klasifikaciji pripadaju
drugim farmakoterapijskim grupama, ali pokazuju antihipertenzivno djelovanje

(antihipertenzivi u ,,Sirem smislu®).
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Optimalni cilj kontrole hipertenzije jeste smanjenje sistolnog pritiska na <140 mmHg i
dijastolnog pritiska na <90 mmHg, mjereno u ljekarskoj ordinaciji. Kod pacijenata sa
dijabetesom, oste¢enjem bubrega ili utvrdenom kardiovaskularnom bolesc¢u ovi zahtjevi

su stroZziji.

Lijec¢enje hipertenzije i odabir lijekova zavisi od viSe faktora, prije svega od uzroka
hipertenzije. Ukoliko dominira povecanje sistolnog pritiska (povecan gornji, a donji
relativno normalan) do hipertenzije dolazi zbog povecanog perifernog otpora krvnih
sudova pa treba koristiti lijekove koji dovode do vazodilatacije. Ukoliko je znafajno
povisen dijastolni pritisak u odnosu na sistolni, treba koristiti lijekove koji smanjuju
ukupni volumen krvi (diuretici). Odabir lijekova zavisi i od eventualno prisutnog
komorbiditeta (dijabetes, angina pektoris, astma, hiperlipidemija, reumatske bolesti i
dr.) [4]. U lijecenju hipertenzije primjenjuje se princip "korak po korak". Inicijalni
tretman hipertenzije zapoCinje se diuretikom ili antagonistima P receptora. Na osnovu
novih klinickih rezultata, lista preporucenih lijekova za incijalnu anithipertenzivnu
terapiju je proSirena tako da ukljuci inhibitore angiotenzin konvertiraju¢eg enzima
(ACE), antagoniste AT, receptora i blokatore kalcijumskih kanala. Ne postoji opste
pravilo ni uputstvo koje govori koji lijek ¢e biti uveden u terapiju i kada. Kombinovanje
antihipertenzivnih lijekova je vrlo sloZeno 1 pri tome se mora voditi ratuna o moguéim
nezeljenim interakcijama. Zbog toga je pristup lijeCenju hipertenzije izrazito

individualan [5].

1.1.1.  Uloga sistema renin-angiotenzin u regulaciji krvnog pritiska

Renin-angiotenzin sistem (RAS) je fundamentalni fizioloSki mehanizam regulacije
arterijskog pritiska i jedan od mehanizama kojim bubrezi ucestvuju u kontroli krvnog
pritiska. Renin je proteoliticki enzim koji se nalazi u jukstaglomerularnim ¢elijama
bubrega, u neaktivhom obliku, proreninu. Kada dode do smanjenja renalne perfuzije
oslobada se renin koji djeluje na glikoprotein angiotenzinogen (u jetri) hidrolizujuci
peptidnu vezu izmedu aminokiselina leucina i valina pri ¢emu nastaje dekapeptid,
angiotenzin I. Bioloska uloga angiotenzina I nije potvrdena, mada neki autori smatraju

da moZe da pokazuje blago vazokonstriktorno dejstvo.
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U krvnim sudovima pluca, iz angiotenzina I, pod uticajem angiotenzin - konvertujuceg
enzima (ACE), odvajaju se dvije aminokiseline i nastaje oktapeptid, angiotenzin II.
Angiotenzin II ima znacajnu ulogu u povecanju krvnog pritiska. U nadbubreznoj
zlijezdi angiotenzin II se pretvara u angiotenzin III koji podsti¢e luc¢enje aldosterona.
Dio angiotenzina II se pretvara u angiotenzin IV koji efekte ostvaruje putem svojih
receptora. Angiotenzin II ima kratak poluzivot, svega 1-2 minuta i brzo se razgraduje

djelovanjem enzima angiotenzina (peptidaza) [6].

1.1.2. Djelovanje angotenzina II

Angiotenzin II pokazuje jako vazokonstriktorno dejstvo koje je narolito izrazeno u
arteriolama i znatno manje u venama. Vazokonstrikcijom arteriola povecava se periferni
otpor, a time i arterijski pritisak. Na nivou bubrega angiotenzin II povecava reapsorpciju
vode i natrijuma i stimuliSe lucenje aldosterona u nadbubreznoj Zlijezdi zbog Cega se

ovaj sistem Cesto zove renin-angiotenzin-aldosteron sistem (RAAS).
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Slika 2. Renin-angiotenzin-aldosteron sistem (preuzeto i prilagodeno:

https://sr.wikipedia.org/wiki/Renin-angiotenzin_sistem) [7]
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Glavni mehanizam angiotenzina II u reapsorpciji natrijuma je stimulacija Na'/H' pumpe
i kontratransporta Na'/HCO; u proksimalnom dijelu renalnih tubula. Sva dejstva

angiotenzina koja se ostvaruju putem AT, receptora su [8]:

e Vazokonstriktorno (putem vazokontrikcije arteriola i pove¢anjem nadrazajnog
praga baroreceptora);

o Povecanje aktivnosti simpatikusa;

e Povecanje osjecaja zedi;

e PodstiCe izlu¢ivanje antidiureticnog i adenokortikotropnog hormona;

e Dijeluje naNa /K" - ATP -azu u bazolateralnoj membrani proksimalnih i
distalnih tubula, henleovoj petlji i sabirnim kanali¢ima.

e Dijeluje naNa'/H' - izmjenjivaé na luminalnoj membrani i na Na'/HCO;
kotransport u bazolateralnoj membrani $to dovodi do reapsorpcije natrijuma,
hlora, retencije vode i izlu¢ivanje kalijuma.

e Povecava izlu¢ivanje aldosterona iz kore nadbubrezne zlezde (Slika 2).

1.1.3.  GPCR receptori

Najbrojniju klasu membranskih ¢elijskih receptora c¢ine G-protein vezani
receptori (GPCR), koji su kodirani sa preko 1.000 gena u ljudskom genomu [8]. GPCR
receptori usmjeravaju signal kroz Sirok opseg efektora, a aktiviraju se raznim ligandima
ukljucuju¢i hormone, peptide, aminokiseline, jone, fotone svjetlosti. Ovi receptori
odraduju mnoge zadatke u centralnom nervnom sistemu (CNS) i periferiji. Mutacije i
polimorfizmi u GPCR-ima vezani su za brojne bolesti i poremecaje [9,10], pa su GPCR
meta za veliki broj terapeutskih agenasa. Skoro jedna Cetvrtina od 200 najprodavanijih
lijekova u 2000. godini, modulira aktivnost GPCR, a procjenjuje se da 50%
novorazvijenih modernih lijekova djeluje tako Sto modulira aktivnost GPCR [11].
GPCR mogu biti podijeljeni na osnovu homologije sekvence u nekoliko porodica
[12,13]. Tako svi GPCR imaju slicnu gradu sa sedam o ovojnica, koje se prozimaju kroz
¢elijsku membranu, GPCR porodice ne pokazuju homologiju u sekvenci, ukazujuci da
one mogu biti filogenetski nesrodne i1 da sliénost struktura njihovih transmembranskih

domena (TM) moze biti samo ispunjenje uobicajenih funkcionalnih zahtjeva.
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Tradicionalno, mehanizam vezivanja liganda i transdukcija signala GPCR receptorima,
modeliran je na pretpostavci da monomerni receptori ucestvuju u procesima. Dakle,
samo monomerni model za GPCR bio je nacelno prihvacen, uprkos Cinjenici da je za
mnoge druge klase receptora (kao S$to je receptor tirozin-kinaza) poznato da je

konstitutivna ili oligomerizacija inducirana ligandom neophodna za prenos signala [ 14].

GPCR mogu biti podijeljeni filogenetski u Sest porodica. Na Slici 3 prikazana je
shematska prezentacija receptora monomera koja pokazuje neke kljucne strukturne
aspekte tri glavne porodice. Porodica 1 (a, porodica slicna rodopsinu) je do sada
najveca podgrupa i sadrzi receptore za mirise, male molekule (kao Sto su kateholamini i
amini), neke peptide i1 glikoproteinske hormone. Receptore porodice 1 karakteriSe
nekoliko ponavljaju¢ih aminokiselina, te disulfidni mostovi koji spajaju prvu i drugu

vancelijsku petlju (ECL).

Vecina ovih receptora ima palmitoilatni cistein (postranslacijska modifikacija u kojoj je
palmitinska kiselina spojena na rezidualni cistein sa tioesterskom vezom) u
karboksilnom terminusu. Odredivanje kristalne strukture rodopsina ukazuje da su
transmembranski domeni (TM) porodice I nagnuti 1 svijeni kako je prikazano na Slici
3. Porodicu 2 (b) karakteriSe relativno dug N — terminalni dio koji sadrzi nekoliko
cisteinskih ostataka, koji vjerovatno formiraju mrezu disulfidnih mostova. Njihova
morfologija je slicna nekim receptorima iz porodice 1, ali nemaju zajedniCku
homologiju sekvence. Na primjer, porodica 2 sadrzi disulfidni most izmedu ECLI i
ECL2, ali nedostaje palmitoilacija, prolini su druk¢iji od prolina iz porodice I, a
odsutna je i DRY (deskriptor hidrofobne interakcije) farmakofora susjedstva aspartata,
arginina, tirozina sa TM3.

aPorodical h Porodica 2 M, ¢ Porodica 3

Slika 3. Shematski prikaz GPCR receptora kao monomera [15]
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Orijentacija TM domena je malo poznata, ali se pretpostavlja da je drugacija od onog u
rodopsinu. Ligandi za porodicu 2 GPCR ukljuc¢uju hormone, kao $to je glukagon,
gonadotropin-oslobadaju¢i hormon i paratireoidni hormon. Porodicu 3 (c¢) ¢ine receptori
osjetljivi na Ca®" i y-aminobuternu kiselinu (GABAg). Ove receptore karakteride dugi N
terminalni dio, Ciji se izgled Cesto opisuje kao biljka “Venerina muholovka“. Osim dva
ostatka cisteina u ECL1 1 ECL2 koji formiraju sulfidni most, porodica 3 nema neke od
kljuénih karakteristika sli¢nih porodici 1 i 2. Jedinstvena karakteristika porodice 3 je da
je treca intracelularna petlja, kratka i visoko ponovljiva. Iako je struktura amino
terminusa dobro karakterizirana, slicno kao i za porodicu 2, malo se zna o orijentaciji

TM domena.

1.1.4. Receptori angiotenzina II — AT; receptori

Angiotenzin II receptori su clanovi superfamilije G-protein vezanih
membranskih receptora. Identifikovana su Cetiri podtipa angiotenzinskih receptora, AT},
AT, ATs 1 AT receptori [16-18]. Vezivanje angiotenzina Il za AT, receptore dovodi do
oslobadanja vazopresina, aldosterona, endotelina, pojaCava aktivaciju simpatikusa,
stimulira reapsorpciju natrija, povecava kontraktilnost miokarda [19-21]. Kako AT,
podtip ima direktan uticaj na odrZzavanje krvnog pritiska, tako su funkcije AT, receptora
povezane sa patofiziologijom hipertenzije, disbalansom vode 1 -elektrolita,
hiperaldosteronizmom, sr¢anom hipertrofijom i sr€anom insuficijencijom. AT, receptor
je intenzivno izucavan kao vazno ciljno mjesto djelovanja novih antihipertenziva [22].
AT; 1 ATy receptori jo§ uvijek nisu dobro okarakterisani, pretpostavlja se da su ovi
receptori mjesto djelovanja angiotenzina IV (metabolit Ang II) i imaju ulogu u CNS-u i
oslobadanju oksitocina. AT; receptori posreduju u skoro svim poznatim fizioloSkim
djelovanjima angiotenzina II (Ang II) u kardiovaskularnim, bubreznim, nervnim,
endokrinim ¢elijama, jetrenim i drugim ciljnim celijama. Ta djelovanja ukljucuju
regulaciju arterijskog krvnog pritiska, odrzavanje balansa vode i elektrolita, zedi,
lu¢enja hormona i bubrezne funkcije (Slika 4). AT, receptori se nalaze u srzi
nadbubrezne Zlijezde, maternici i u tkivu fetusa. Pretpostavlja se da ovi receptori
vjerovatno igraju ulogu u razvoju fetusa i nisu bitnije ukljuceni u kontrolu krvnog

pritiska [21].
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Slika 4. Signalni putevi i efekti posredovani AT, receptorom (preuzeto i prilagodeno:

http://rgd.mcw.edu/rgdweb/pathway) [26]

Vezujuéi se za AT, receptor, angiotenzin II izaziva konformacijske promjene u
molekuli receptora §to dovodi do interakcije receptora sa G proteinom i do prenosa
signala preko nekoliko transmembranskih sistema (enzimski sistemi, naponski ovisni
kalcijevi kanali, itd.) [23]. Antagonisti angiotenzina II su lijekovi koji se koriste u
terapiji hipertenzije. Ovi lijekovi imaju 10.000 puta veéi afinitet vezivanja za AT,
receptore nego za AT, receptore tj. selektivni su blokatori AT; receptora. Blokatorima
AT, receptora pripadaju losartan, valsartan, irbesartan, kandesartan, eprosartan,
telmisartan i olmesartan. Uglavnom se radi o lijekovima sli¢ne hemijske strukture koju
karakteriSe prisustvo bifenila sa kiselom funkcionalnom grupom (karboksilna ili

tetrazol) [24-26].
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1.2. BLOKATORI ANGIOTENZINSKIH (AT;) RECEPTORA

Antagonisti angiotenzin II receptora, poznati i kao blokatori angiotenzinskih
receptora (ARB), antagonisti AT receptora ili sartani, su grupa lijekova koja modulira
renin-angiotenzin-aldosteron sistem. Glavna primjena ovih lijekova je u lijeCenju
hipertenzije (visokog krvnog pritiska), dijabetiCke nefropatije (oStecenja bubrega zbog
Secerne bolesti) 1 kongestivnog zatajenja srca [27,28]. Zbog strukturne slicnosti sa

angiotenzinom II vezu se za AT, receptore, te djeluju antagonisticki.

Antagonisti angiotenzin II receptora predstavljaju dobro poznatu klasu lijekova koji su
se poceli upotrebljavati ranih 1980-ih. Mogu biti koriSteni sami ili u kombinaciji sa
drugim antihipertenzivima ili diureticima. Pored efekata snizavanja pritiska, AT
blokatori pokazuju efekat zastite krvnih sudova i miokarda, promovisu regresiju lijeve
ventrikularne hipertrofije 1 smanjuju kardiovaskularni morbiditet i mortalitet kod
pacijenata sa sr¢anom insuficijencijom ili hipertenzivnom dijabetiCkom nefropatijom sa

proteinurijom [21].

Postoje¢i vodici za tretman hipertenzije fokusirani su na potrebu visestruke medikacije
da bi se kod vecine pacijenata postigao zeljeni krvni pritisak. NajceSce su za to potrebne
dvije do tri razlicite klase antihipertenzivnih agenasa, §to povecava rizik smanjene
komplijance u terapiji. Stoga, kod pacijenata sa krvnim pritiskom koji je preko 20 mm
Hg-stuba normalnog sistolnog pritiska ili preko 10 mm Hg-stuba normalnog dijastolnog
pritiska, vodi¢i preporucuju kombinovanu terapiju. Posljednji napredak u terapiji je
razvoj trostruke kombinacije lijekova koja se sastoji od blokatora AT; receptora,

amlodipina 1 hidrohlorotiazida [29,30].

1.2.1. Razvoj nepeptidnih AT, blokatora

Osamdesetih godina proslog vijeka javlja se znacajan napredak u molekularnoj
biologiji, teorijskoj i eksperimentalnoj hemiji i kompjuterskoj tehnologiji $to je
omogucilo sintezu i ispitivanje bioloske aktivnosti novih lijekova. Ispitivanje korelacije
molekulskih parametara koji se odnose na hemijsku strukturu i fizicko-hemijske

osobine molekula i njihove bioloske i1 farmakoloSke aktivnosti daje moguénost
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predvidanja strukturnih promjena molekula sa boljim farmakodinamskim i
farmakokinetickim osobinama u lijjecenju odredenog oboljenja. Najznacajniji pomak u
brzom predvidanju uticaja promjena strukture dala je upotreba kompjuterskih metoda u
dizajniranju lijekova (Computer-Aided Drug Design, CADD) i moguénost optimizacije

osobina.

Napori za razvijanje antagonista AT, receptora su poceli 70-ih godina proslog vijeka
ispitivanjem peptidnih analoga prirodnih agonista. Ovo istrazivanje je rezultiralo
otkri¢em saralazina, oktapeptida u kome su Asp', Ile’ i Phe® (ostaci angiotenzina II)
zamijenjeni sa Ser', Val’ i Ala®. Saralazin je, kao i drugi peptidni analozi, pokazivao
sposobnost da smanjuje krvni pritisak, medutim ove komponente su imale slabu
bioraspolozivost nakon per os primjene, te su pokazivale djelimi¢nu agonisticku
aktivnost. IstraZivanja su nastavljena ispitivanjem peptidomimetika Sto je urodilo
plodom uvodenjem losartana kao prvog nepeptidnog blokatora AT, receptora 1995.

godine.

Prva serija spojeva, koji su djelovali kao peptidomimeticki blokatori AT, receptora, bili
su derivati imidazol-5-acetatne kiseline. Predstavnik ove grupe je poznat kao S-8308 za
kojeg se kasnije potvrdilo da specificno blokira receptore angiotenzina II (Slika 5). Ovi
peptidomimetici su imali slabu antagonisticku aktivnost, ali nisu posjedovali

agonisticke aktivnosti kao peptidni analozi.

Kompjuterskim preklapanjem struktura S-308 1 angiotenzina II otkrivaju se tri

strukturne sliénosti:

e jonizovani karboksilat koji korelira sa C-terminalnim karboksilatom u

strukturi angiotenzina II;

e imidazolni prsten koji korelira sa strukturom His®.

e n-butilna grupa koja korelira sa butilnom grupom Ile.
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Slika 5. Strukturne sli¢nosti S-8308 sa molekulom angiotenzina II

Na osnovnu strukture S-8308 uradeno je mnoStvo strukturnih modifikacija da bi se
dobili postojeci blokatori AT; receptora poznati kao sartani (Slika 6). Cilj modifikacija
je bio da se poveca bioraspolozivost nakon per os primjene, te da se poveéa vezivanje
za receptor. Ove promjene rezultirale su otkri¢em losartana, lijeka sa velikim afinitetom
vezivanja za AT, receptor 1 velikom bioraspolozivos¢u. Njegovom daljom strukturnom
modifikacijom dobiveni su ostali blokatori AT, receptora (valsartan, irbesartan,

olmesartan, telmisartan, kandesartan i eprosartan).

Slika 6. Strukturne modifikacije S-8308 (a) koje su dovele do nastanka losartana (b) i

irbesartana (c)
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Svi danas komercijalno dostupni blokatori AT; receptora pokazuju odredenu sli¢nost u

pogledu strukture. Neophodan strukturni uslov za djelovanje je da imaju:

J ,Kiselu grupu® koja je potrebna da bi oponasala fenolnu grupu tirozina na
poziciji 4 ili Asp' karboksilat u strukturi angiotenzina II. Kisela grupa moZe
biti karboksilna, fenil tetrazol ili fenil karboksilat;

o Kod jedinjenja koja u strukturi sadrze bifenilni radikal, tetrazol ili karboksilat
moraju se nalaziti u orfo poziciji;

o Prisutna n-butil grupa obezbjeduje hidrofoban tip vezivanja za receptor i
vierovatno oponasa bo¢ni lanac Ile’ angiotenzina II; ona moZe biti
zamijenjena etilnim eterom ili n-propilnom grupom;

J Imidazolni prsten ili izosterni ekvivalent je potreban da oponasa His® boéni
lanac angiotenzina II;

o Supstituenti ,,R“ mogu varirati; pretpostavlja se da oni reaguju sa AT,

receptorom preko jonskih, jon-dipol i dipol-dipol interakcija.

P e
Ha T ™ CH, CH OH

Slika 7. Opsta struktura blokatora angiotenzinskih receptora

lako strukturno slicni (Slika 7), antagonisti AT; receptora pokazuju razlicit
farmakokineticki profil. Svi sartani se vezuju za proteine plazme u velikom procentu,
ali se razlikuju po volumenu distribucije (10 L za kandesartan, 500 L za telmisartan).
Vecina lijekova se dozira jednom dnevno, iako se zbog svog kratkog poluzivota losartan

1 eprosartan mogu dozirati dva puta dnevno.

BioraspoloZivost takode varira, od 15% za kandesartan do 60% do 80% za irbesartan.

Jedinjenja koja se eliminiSu primarno renalnim putem, kao S§to su eprosartan i
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kandesartan, imati ¢e vece koncentracije u plazmi pacijenata sa oSte¢enom bubreznom
funkcijom, te nize doze mogu biti potrebne za postizanje istog farmakodinamickog
efekta kao kod pacijenata sa o¢uvanom renalnom funkcijom. Farmakokineticke osobine

antagonista AT, receptora su prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1. Farmakokineticke osobine blokatora AT, receptora [31]

Liiek Bioraspoloziv Aktivan Vezivanje za V. Poluvrijeme Put
L ost per os (%) metabolit proteine (%) (h) eliminacije (h)  eliminacije
Kandesartan
15 Kandesartan 99 34 9 b40%, r60%
cileksetil
Eprosartan 15 Nema 98 1-2 5-9 b10%, r90%
Irbesartan 60-80 Nema 90 1,5-2,0 11-15 b75%, r25%
Losartan 33 EXP-3147 98,7 1 1,5-2 b70%, r30%
Olmesartan
) 26 Olmesartan 99 1,5-3 10-15 b60%, r40%
medoksomil
Telmisartan 42-58 Nema 100 5 24 b 100 %
Valsartan 25 Nema 95 2-4 6 b80%, r20%

*b-bilijarni; r-renalni
5

Koncentracija u plazmi losartana i aktivnog metabolita EXP-3174 se smanjuje kada se
primjenjuje zajedno sa rifampinom i drugim lijekovima koji indukuju citohrom P450
izoenzim 2C9. Flukonazol, koji inhibira 2C9, snizava koncentraciju aktivnhog metabolita
EXP-3174, ali povecava koncentraciju losartana. Klinicki znacaj ovih interakcija nije

razjasnjen [32].

1.2.2. Losartan, Valsartan i Irbesartan

Losartan [LOS; 2-butil-4-hloro-1-{[2'-(1H-tetrazol-5-il)bifenil-4-ilmetil}-1H-
imidazol -5-il)metanol; Slika 8] je blokator angiotezin II receptora. Losartan je bio prvi
oralni, nepeptidni sartan dugog dejstva za klini¢ko koriStenje u lije¢enju. Pored osnovne
strukture bifenila sa tetrazolom, strukturu karakteriSe prisustvo imidazolovog prstena na

koji je vezan butil radikal, metanol i hlor.
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N X407

14.27,-3.12 HO \HCI

Slika 8. Strukturna formula losartana sa ozna¢enim pKa vrijednostima

Strukturu irbesartana [IRB; 2-butil-3-({-[2-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)fenil|fenil} metil)-
1,3-diazaspiro[4.4]non-1-en-4-on] karakteriSe prisustvo imidazolovog prstena i
spirociklopentana (Slika 9). Ovaj dio molekule odgovoran je za povecan afinitet

vezivanja za AT, receptore (10 puta) u odnosu na losartan.

Slika 9. Strukturna formula irbesartana sa ozna¢enim pKa vrijednostima.

Irbesartan se uglavnom koristi za terapiju hipertenzije. U odnosu na druge sartane ima
dosta dugo poluvrijeme eliminacije (11-15h) i dobru bioraspolozivost (70%). U
farmaceutskim formulacijama se nalazi samostalno ili u kombinaciji sa tiazidnim

diuretikom, hidrohlorotiazidom [33,34].

Valsartan [VAL; Slika 10; (S)-3-metil-2-(N-{[2'-(2H-1,2,3,4-tetrazol-5-il)bifenil-4-
il]metil} pentanamido) butanoi€na kiselina], je blokator angiotenzin II receptora (AT)).
Koristi se kao monoterapija ili u dvokomponentnoj kombinaciji sa hidrohlorotiazidom,

te trokomponentnoj smjesi sa hidrohlorotiazidom i amlodipinom.
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Slika 10. Strukturna formula valsartana sa oznacenim pKa vrijednostima

1.2.3. Molekule koje se koriste u kombinovanoj terapiji sa AT, blokatorima

Hidrohlorotiazid [HCT, 6-hloro-1,1-diokso-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzo
tiadiazin-7-sulfonamid] je diuretik tiazidne klase, Cesto koriSten za medikamentozni
tretman hipertenzije i kongestivnog zatajenja srca. Diuretici su lijekovi koji povecavaju
izlu¢ivanje vode 1 elektrolita putem urina tako da se koriste u tretmanu raznih
edematoznih stanja (kongestivne sréane mane, nefrotskog sindroma, hroni¢nih oboljenja
jetre 1 dr.), kao i kod hipertenzivnih stanja. Ovi lijekovi obuhvataju hemijski veoma

razli¢ite strukture.

Mehanizam djelovanja tiazidnih diuretika je primarno vezan za njihovu sposobnost da
inhibiraju Na'/Cl simporter koji se nalazi u distalnom zavijenom tubulu. Ovi lijekovi se
aktivno luce u proksimalni tubul, te preko Henlejeve petlje dolaze do distalnog tubula
gdje se natjecu sa hloridima na vezivnom mjestu Na'/Cl" simportera i na taj nacin

inhibiraju reapsorpciju natrijevih i hloridnih jona.

11.31,-2.68
H
cl N
. 7
\\S S /NH9.83
-
0 0gH2N \\O O// \\O

Slika 11. Strukturna formula hidrohlorotiazida sa prikazanim pKa vrijednostima
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Iz ovog razloga se nazivaju i saluretici. Oni, takoder, inhibiraju i reapsorpciju kalija i
bikarbonata, ali u manjoj mjeri [35]. Tiazidni diuretici su slabo kiseli. Osnova strukture
je 1,1-diokso benzotiadiazinsko jezgro (Slika 11). Elektronakceptorska grupa je
neophodna na poziciji 6 za diureticku aktivnost. Uslov za diureticku aktivnost je
prisustvo sulfonamidne grupe u poziciji 7. Hidrohlorotiazid, zahvaljuju¢i prisustvu

atoma hlora, ima jaku diureticku aktivnost.

U pogledu hemijske strukture hidrohlorotiazid ima slabo kisele osobine §to omogucava
formiranje soli 1 intravensku primjenu (pKa 7.9 19.2), slabo polarnu strukturu i pogodan
je za analizu RP-HPLC metodom [36]. Zbog njihove sinergisticke antihipertenzivne
aktivnosti, AT; blokatori i hidrohlorotiazid trziSno su dostupni u kombinovanim
doziranim oblicima. Posljednji napredak u terapiji hipertenzije je razvoj trostruke
kombinacije lijekova koja se sastoji od blokatora AT; receptora, amlodipina i

hidrohlorotiazida [29].

Amlodipin [(RS)-3-etil-5-metil-2-[(2-aminoetoksi)metil]-4-(2-hlorofenil)-6-metil-1,4-
dihidropiridin-3,5-dikarboksilat, Slika 12] je dugodjelujuéi blokator kalcijevih kanala
koji pripada dihidropiridinskim derivatima (DHP). Koristi se kao antihipertenziv i za
tretman angine pectoris. Amlodipin djeluje tako S§to opusta glatku muskulaturu zida

arterija, smanjujuci ukupan periferni otpor Sto rezultuje smanjenjem pritiska [30].

9.45H2N

Slika 12. Strukturna formula amlodipina sa prikazanim pKa vrijednostima
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1.3. ISPITIVANJE ODNOSA STRUKTURE I AKTIVNOSTI
MOLEKULA

Posljednjih godina veliki broj istrazivanja je usmjeren ka odredivanju veze
izmedu strukture molekula,  fizi¢ko-hemijskih osobina 1 bioloSke aktivnosti.
Kvantitativni odnos strukture i aktivnosti (OSAR - Quantitative Structure Activity
Relationships) je oblast istrazivanja koja razvojem matematickih modela uspostavlja
funkcionalne zavisnosti izmedu hemijske strukture i bioloske aktivnosti. Da bi se izvela
odgovaraju¢a matematicka funkcija, veoma je bitan izbor parametara molekula koji ¢e

se ispitivati.

Numericki parametri koji definiSu odgovarajuce osobine ispitivanih jedinjenja nazivaju
se molekulski deskriptori. Molekulski deskriptori mogu biti eksperimentalno odredeni
ili teorijski izracunati, pomo¢u matematickih formula ili kompjuterskih algoritama.
Poznato je viSe od 5000 deskriptora koji su definisani ili izracunati pomocu razlicitih
softvera. Za razliku od eksperimentalno odredenih, teorijski deskriptori ne sadrze gresku
koja potie od mjerenja. Medutim, pri izracunavanju teorijskih deskriptora potrebne su
odredene aproksimacije koje, takoder, mogu da dovedu do greske. Kao molekulski
deskriptori najces¢e se koriste mjerljive fizicke osobine kao §to su: gustina, energija
jonizacije, molekulska masa, dipolni momenat, temperatura kljuCanja, refraktivni
indeks, redukcioni potencijal, pKa, parametri lipofilnosti. Pored mjerljivih veli¢ina, kao
molekulski deskriptori koriste se i oni koji se mogu izracunati: polarizabilnost, volumen
molekula, VAW povrSina, molarna refraktivnost, energija hidratacije, Taftov sterni
parametar. U zavisnosti od slozenosti informacija koje nose, kao i od nacina

izraCunavanja, deskriptori mogu biti:

» Nulti molekulski deskriptori (0D) — najjednostavniji, bezdimenzionalni
deskriptori koji se dobivaju iz molekulske formule jedinjenja (npr, vrsta i broj

atoma). Ovaj deskriptor ne sadrzi nikakve informacije o strukturi molekule.

» Jednodimenzionalni deskriptori (1D) - daju informacije o funkcionalnim
grupama, supstituentima 1 broju fragmenata i ne zahtijevaju poznavanje
strukture. Kao 1 nulti deskriptori, jednodimenzionalni se mogu jednostavno

izraCunati i laki su za tumacenje.
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» Dvodimenzionalni deskriptori (2D) - karakteriSu dvodimenzionalnu strukturu
molekula i obuhvataju na¢in povezivanja atoma u molekuli, kao i informacije o

prirodi hemijskih veza izmedu atoma. Ovi deskriptori se nazivaju topoloski.

» Trodimenzionalni deskriptori (3D) - obuhvataju geometrijski prikaz molekula u
prostoru i1 obuhvataju konformaciju molekule 1 raspored atoma u

trodimenzionalnom prostoru. Ovi deskriptori su poznati kao geometrijski.

» 4D molekulski deskriptori - obuhvataju elektronsku raspodjelu i interakciju polja

ispitivanog molekula i atoma i funkcionalnih grupa iz okruZenja.

Osim navedenog, molekulski deskriptori mogu se podijeliti na:

» fiziCko-hemijske (npr. log P, temperatura kljucanja, pKa);

» topoloske (indeks konektiviteta, valencioni indeksi);

» konstitucioni (Van der Walss-ova zapremina i povrSina, molekulska masa,
refraktivnost, polarizabilnost)

» kvantno-hemijski (energija orbitala, parcijalno naelektrisanje).

Prilikom izbora veoma je vazno odabrati one deskriptore koji medusobno korelisu (npr.
molekulska masa i1 temperatura klju¢anja kod serije homologih jedinjenja) i koji
koreliSu sa bioloSkim efektom. Iako veéi broj posmatranih deskriptora daje tacniju
korelaciju, njihov broj u QSAR ispitivanjima direktno zavisi od broja ispitivanih
jedinjenja. Proces formiranja OSAR modela obuhvata nekoliko koraka. Prvi korak je
odabir molekulskog seta podataka za (OSAR studiju i izraCunavanje molekulskih
deskriptora. Drugi korak je primjena razliCitih statistickih metoda u formiranju
odgovaraju¢ih modela izmedu izracunatih molekulskih deskriptora i1 aktivnosti
ispitivanih jedinjenja. NajCeS¢e primjenjivane statististicke metode su: multilinearna
regresija (Multiple Linear Regression, MLR), metoda parcijalnih najmanjih kvadrata
(Partial Least Squares regression, PLS), vjeStaCke neuronske mreze (Artificial Neural
Network, ANN) i klasifikaciona i regresiona stabla (classification and regression trees)

[37-40].

U svim navedenim pristupima deskriptori predstavljaju nezavisnu promjenljivu (X), a

bioloska aktivnost predstavlja zavisnu promjenljivu (Y). Procjena, da li se formirani
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model moze koristiti za pouzdano predvidanje bioloske aktivnosti novih jedinjenja,
predstavlja jedan od najvaznijih dijelova formiranja modela. Ova procjena se ujedno
moze nazvati i tre¢im korakom (validacija modela). U ovoj doktorskoj disertaciji je
koriStena metoda parcijalnih najmanjih kvadrata (Partial Least Squares regression,
PLS) uz pomo¢ Pentacle programa [41]. U 3D-OSAR studiji se racunaju polja
energetske interakcije (Molecular Interaction Field (MIF)) analiziranjem ispitivane
molekule i ¢etiri hemijske probe: DRY (koji predstavlja hidrofobnu interakciju), O (sp2
karbonilni kisik, koji predstavlja donor vodikove veze), N1 (neutralni NH, kao amid,
akceptor vodikove veze) i TIP (deskriptor molekulskog oblika). Vrijednosti polja
energetskih interakcija izmedu ispitivanih molekula i1 cetiri hemijske probe su

upotrijebljene za izraCunavanje GRIND deskriptora.

Strukturne varijante svih molekula su analizirane metodom analize glavnih komponenti
(PCA) na kompletnom setu GRIND deskriptora, dok su vrijednosti GRIND deskriptora
1 aktivnosti ispitivanih jedinjenja upotrijebljene za formiranje 3D-OSAR modela
primjenom regresione metode parcijalno najmanjih kvadrata (PLS) [42]. PLS
predstavlja generalizaciju multilinearne regresije. PLS pristup uveo je Herman Wold
1975. godine za modelovanje komplikovanih setova podataka, organizovanih u matrice
(blokove), na koje se nije mogla primijeniti uobiajena regresiona analiza. Najveci
znac¢aj PLS regresije, za razliku od MLR analize, ogleda se u moguénosti analize
podataka koji su nepotpuni, sa visokom interkorelacijom i sa velikim brojem
promjenljivih X. PLS daje i moguénost istovremenog modelovanje nekoliko zavisnih
promjenljivih Y. Sama metoda se zasniva na uspostavljanju linearne zavisnosti izmedu
zavisne promjenljive Y i niza latentnih (eksplanatornih, predvidajucih) promjenljivih,
takozvanih, PLS faktora, koji predstavljaju linearnu kombinaciju originalnih
promjenljivih (X) i koji povecavaju kovarijansu izmedu X (matrice molekulskih
deskriptora) i Y (retencionog vremena, bioloske aktivnosti). PLS se Cesto interpretira i
kao projekcija na latentne strukture (Projection to Latent structures) [43,44]. Broj
jedinjenja koji se koristi u QSAR studiji ne bi trebalo da bude suvise mali, a iz
prakti¢nih razloga ni suvise veliki. Softveri 1 vrijeme dostupno za formiranje modela
odredenom metodologijom najces¢e odreduju gornju granicu broja jedinjenja. U cilju

formiranja kvalitetnih modela, koji se mogu koristiti za pouzdano predvidanje bioloske
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aktivnosti ili osobina molekula, odabrani set jedinjenja potrebno je podijeliti na trening i
test set [45].

Za formiranje OSAR modela koriste se jedinjenja koja ulaze u sastav trening seta, dok se
za validaciju formiranih modela i procjenu njihove pouzdanosti koriste jedinjenja test
seta. U slucaju velikog broja jedinjenja moze se primijeniti nekoliko razli¢itih pristupa
kao §to su: (1) izdvajanje razli¢itih podsetova jedinjenja, (2) klasterovanje podataka i
formiranje nezavisnih modela za svaki klaster itd. Tesko je dati egzaktan minimum
jedinjenja koji se moZze koristiti za dobijanje pouzdane regresione jednacine, ali uvijek
treba imati u vidu da mali broj molekula u trening setu moze dati slu¢ajnu korelaciju i
overfiting (nepovoljan odnos broja parametara i broja analiziranih jedinjenja usljed ¢ega
je dobiveni model previSe prilagoden trening setu) Sto za rezultat moZe imati dobijanje

nepouzdanih regresionih jednacina [45].

Jedan od najkriti¢nijih koraka QSAR analize je validacija modela koja omogucava
poredenje formiranih modela i izbor optimalnog modela sa najve¢im prognostickim
potencijalom. NajceS¢e se primjenjuje ukrStena validacija (Leave-One-Out Cross
Validation LOO-CV) u kojoj se validacioni regresioni faktor (Leave-One-Out Cross
Validated, Q) koristi kao kriterijum robusnosti i predvidajuée sposobnosti modela.
Cesto se smatra da je visoka vrijednost Q° (na primjer 0°>0.5) dovoljan pokazatel]
dobrog predvidanja datog modela. Medutim, iako niske vrijednosti Q* ukazuju na lose
predvidanja modela, visoke vrijednosti O° se danas ne smatraju dovoljnim kriterijumom

u procjeni kvaliteta formiranog modela [45,46].

Sposobnost formiranog modela da predvidi vrijednost zavisne promjenljive Y trebalo bi
da bude potvrdena primjenom jo$ jedne validacione procedure, eksterne validacije, koja
podrazumijeva provjeru sposobnosti datog modela da predvidi ispitivanu osobinu za
jedinjenja koja nisu koriStena u formiranju modela i koja €ine tzv. test set ili eksterni
set.

Prema Tropshi i saradnicima test set treba da ima najmanje 5 jedinjenja Cije aktivnosti i
strukture moraju da budu u opsegu aktivnosti i strukture jedinjenja u trening setu
[45,46]. Ovaj zahtjev je neophodan za dobijanje pouzdane statistike za poredenje

izmedu eksperimentalnih i predvidenih vrijednosti ovih jedinjenja.
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1.4. TECNA HROMATOGRAFIJA POD VISOKIM
PRITISKOM - HPLC

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom ili te¢na hromatografija visoke
efikasnosti (High Preassure Liquid Chromatography ili High Performance Liquid
Chromatography - HPLC) ima sve §iru primjenu u kontroli farmaceutskih proizvoda,
analizi tjelesnih teCnosti, ispitivanju Zivotne sredine, hemijskoj industriji 1 u drugim
podru¢jima analitike. Iz dana u dan sve su Sira podrucja u kojima se ova hromatografska
metoda primjenjuje kao komplementarna metoda gasnoj hromatografiji, te sluzi kao

efikasna i pouzdana metoda za identifikaciju i odredivanje lijekova.

Princip rada HPLC-a je forsiranje prolaska analizirane supstance (ili smjese) kroz
kolonu (cijev punjena materijalom sitnih Cestica, a time i velikom aktivnom povr§inom)
pumpanjem tecnosti (mobilna faza) pod visokim pritiskom. Mala zapremina uzorka se
unosi u tok mobilne faze i na osnovu specificnih hemijskih i fizickih interakcija, dolazi
do razli¢itog zadrzavanja komponenata smjese. Vrijeme zadrzavanja zavisi od prirode
supstance koja se analizira, stacionarne faze i sastava mobilne faze. Vrijeme za koje se
supstanca eluira naziva se retenciono vrijeme (vrijeme zadrzavanja; #z) i karakteristicno

je za odredenu supstancu.

Najznacajniji parametri HPLC analize od kojih zavisi razdvajanje ispitivanih jedinjenja
su: retencija, selektivnost, efikasnost kolone i faktor razdvajanja. Retencija predstavlja
zadrzavanje komponenti u koloni i definiSe se retencionim vremenom (#z). Retenciono
vrijeme je kvalitativni hromatografski parametar koji zavisi od brzine protoka mobilne
faze 1 duzine kolone. Ostali hromatografski parameri koji karakteriSu retenciju su:
redukovano retenciono vrijeme (#z), retenciono vrijeme mobilne faze (,), relativno
retenciono vrijeme (Rfg) i retenciona zapremina (V) i retencioni faktor. Retencioni
faktor predstavlja mjeru zadrZzavanja komponente u koloni, a izraunava se prema
jednacini:
k=(tz-t0)/ty

k je mjera kvaliteta hromatograma i idealno je da se vrijednost krece od 1 do 10. Ako je
k <1 komponenta se ne zadrzava na koloni tj. eluira se sa pikom mobilne faze. Ako je k

> 10 jedinjenje se dugo zadrzava u koloni §to produzava vrijeme trajanje analize.
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Selektivnost predstavlja mjeru razdvajanja dvije komponente, a izrazava se preko

faktora selektivnosti (o). Zadovoljavajuca separacija je postignuta kada je o >> 1.

Efikasnost kolone se karakteriSe brojem teorijskih platoa (N) - Sto je broj teoretskih
platoa veci, veéa je i efikasnost kolone. Kvalitet kolone definiSe i simetrija pika ili
faktor simetrije pika (A4s). Optimalna vrijednost 4s je od 1,0 do 1,2. Ako je 4s<1 javlja
se ,razvlaCenje” uzlaznog dijela pika kao posljedica interakcije izmedu ispitivane
komponente i stacionarne faze. Ako je As>1 dolazi do razvlaCenja silaznog dijela pika
(tailing) kao posljedica prezasi¢enja kolone uzorkom. Faktor razdvajanja ili faktor
rezolucije (R) zavisi od retencije, selektivnosti, Sirine pika i efikasnosti kolone.

Razdvajanje na baznoj liniji je postignuto ukoliko je R >1.5.

Kao mobilne faze koriste se uobiCajeni rastvaraci, Cisti ili u kombinaciji (npr. voda,
metanol, organski rastvaraci, itd.) [47]. Voda moZe sadrzavati i neki pufer, kako bi se
poboljsalo razdvajanje. Moguce je koristiti 1 gradijentno eluiranje, §to podrazumijeva
promjenu sastava mobilne faze u toku eluiranja. Ako se uslovi pod kojima se vrsi
razdvajanje komponenti tokom vremena trajanja postupka ne mijenjaju, radi se o

izokratskoj hromatografiji.

1.4.1. Hromatografija na normalnim fazama

Hromatografija na normalnim fazama se primjenjuje kada je supstanca koja se
analizira polarna, a podrazumijeva koriStenje polarne stacionarne faze i nepolarne
mobilne faze. Pri prolasku kroz kolonu polarna supstanca se adsorbuje i zadrzava na
Cesticama stacionarne faze. Jacina adsorpcije je veca §to je veca polarnost supstance, a

time je vece 1 vrijeme zadrZavanja.

KoriStenje polarnijih rastvaraca u mobilnoj fazi smanjuje retenciono vrijeme.
Ovaj tip hromatografije je napusSten 1970-tih sa razvojem HPLC-a na obrnutim fazama,
zbog slabe reproducibilnosti i usljed promjena na Cesticama stacionarne faze pod

uticajem rastvaraca.
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1.4.2. Hromatografija na obrnutim fazama

HPLC na obrnutim fazama (RP-HPLC) koristi nepolarnu stacionarnu fazu i
polarnu mobilnu fazu. NajceS¢a stacionarna faza je silikatna, tretirana sa RMe,SiCl,
gdje je R alkilna grupa ravnog lanca, npr. C;gHs7 ili CgH;7. Vrijeme zadrzavanja je duze
za manje polarne supstance, povecava se dodatkom polarnih rastvaraca u mobilnu fazu,
a smanjuje dodatkom hidrofobnih rastvarata. RP-HPLC funkcioniSe na principu

hidrofobnih interakcija analizirane supstance sa nepolarnom stacionarnom fazom [47].

1.5. HEMOMETRIJSKI PRISTUP OPTIMIZACIJI HPLC
METODE

1.5.1. Eksperimentalni dizajn

Da bi se izveli zakljucci kako neki sistem funkcioniSe, odnosno kako proces
radi, koriste se razne vrste eksperimenata. Nacin obrade rezultata eksperimenata je vrlo
vazan, jer od toga znaajno ovisi i vjerodostojnost zakljuaka koji se izvode iz
eksperimenta. 1z ovih razloga je potrebno postaviti dizajn eksperimenta tako da vodi ka
rjeSavanju problema, koji je i doveo do potrebe izvodenja eksperimenta. Upotreba
eksperimentalnog dizajna omoucava pripremu eksperimenata po odredenom
statistiCkom modelu 1 istovremenu promjenu svih faktora koji su od znacaja za
odredivanje. Na ovaj nac¢in moguce je definisati eksperimentalne parametre pri kojima

se postiZzu optimalni uslovi ispitivanja i odredivanja [48-50].

Tradicionalni pristup optimizaciji RP-HPLC eksperimentalnih uslova za
odredivanje lijekova je zasnovan na eksperimentu ,,pokusaj i pogrijesi®. Ovakav nacin
optimizacije, koji se bazira na ispitivanju uticaja jedne promjenljive veli¢ine, dok se
ostale odrzavaju na konstantnoj vrijednosti, neracionalan je, sadrzi veliki broj

nepotrebnih eksperimenata i ne razmatra uticaje interakcija izmedu faktora.

Tradicionalnim eksperimentalnim pristupom ne mogu se rijeSiti veoma
kompleksni analiticki problemi, niti se mogu detaljno analizirati sistemi. Ovakve

probleme rjeSava primjena savremenih hemometrijskih tehnika u razvoju metode tecne
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hromatografije. Prilikom razvoja hromatografske metode, kao cilj moZe se postaviti
pronalaZenje eksperimentalnih uslova koji omoguéavaju maksimalan kvalitet separacije
svih analiziranih supstanci, minimalnu duzinu trajanja analize, adekvatan oblik
dobivenih pikova, maksimalnu robusnost postavljenih uslova ili, u idealnom slucaju,

postizanje svih ovih ciljeva istovremeno.

Za postizanje ovakvih ciljeva tradicionalnim pristupom potrebno je izvesti
veoma veliki broj eksperimenata, posebno u slucaju analize kompleksnih analitickih
smjesa koje sadrze viSe supstanci sa razliitim fizicko-hemijskim karakteristikama.
Medutim, jo$§ bitnija je Cinjenica da postoji velika opasnost da ovakav pristup

identifikuje samo lokalni optimum, ili da uopste ne identifikuje optimum.

Eksperimentalni dizajn omogucava pripremu eksperimenata po odredenom
statistiCtkom modelu 1 istovremenu promjenu svih faktora koji su od znacaja za
odredivanje. Na ovaj nacin moguce je definisati eksperimentalne uslove pri kojima se
postize optimum c¢ime se moze poboljSati razdvajanje, selektivnost, osjetljivost i
specificnost metode [51]. Na osnovu malog broja dobro isplaniranih eksperimenata, uz
hemometrijski pristup koji koristi matematicke 1 statistiCke tehnike, moguce je detaljno
opisati hromatografsko ponaSanje sistema. Dalji proces optimizacije vrsi se teorijskim

pretrazivanjem eksperimentalnog prostora, bez izvodenja novih eksperimenata.

Modelovanje sistema 1 predvidanje ponaSanja sistema kompjuterskom
simulacijom obuhvata dva klju¢na koraka. U okviru prvog koraka inicijalni
eksperimenti  (definisani primjenom eksperimentalnog dizajna) omogucavaju
konstruisanje jednacina ili treniranje algoritama koji uspostavljaju matematicku vezu
izmedu ispitivanih faktora i odabranih odgovora koji se prate. Hromatografski odgovori
za bilo koju kombinaciju eksperimentalnih faktora mogu se predvidjeti kreiranim
matematickim modelima. Nakon toga, eksperimentalni prostor detaljno se pretrazuje
ispitivanjem vrijednosti svih odabranih odgovora za veliki broj eksperimentalnih
uslova, S$to predstavlja drugi korak u provodenju eksperimentalnog dizajna. Na ovaj
naCin dobija se niz simuliranih hromatograma koji odgovaraju odredenom setu

eksperimentalnih uslova koji se pazljivo mijenja kroz proces optimizacije, a zatim se
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procjenjuje kvalitet dobivenih hromatograma kako bi se identifikovao globalni
optimum. Informacija sadrzana u simuliranim hromatogramima moze se prevesti u
numericku vrijednost koja ¢e se pratiti u toku optimizacije, Sto omogucava pronalazenje
najboljih eksperimentalnih uslova. Funkcija cilja ili funkcija hromatografskog odgovora

predstavlja matematicki izraz koji omogucava pracenje kvaliteta hromatograma.

Najvazniji parametar koji se moze posmatrati kod hromatografije je razdvajanje ili
separacija, a pored separacije, funkcije cilja mogu procjenjivati i ukupnu duzinu trajanja
analize, zeljeni oblik pikova, robusnost postignutog optimuma, itd [52]. Na ovaj nacin
problem optimizacije sveden je na problem pronalaZzenja najadekvatnije vrijednosti
funkcije hromatografskog odgovora koja ¢e omoguciti podeSavanje eksperimentalnih

uslova tako da vode Zeljenom ponasanju sistema [53,54].

Validnost rezultata optimizacije hemometrijskim pristupom zavisi od tacnosti kojom
definisani matematicki modeli simuliraju hromatograme i sposobnosti funkcije
hromatografskog odgovora da procjenjuju hromatograme na nac¢in na koji bi to uradili i
analitiCari. Robusnost optimuma je potvrdena ako su jednom identifikovani optimalni
uslovi prihvatljivi i eksperimentalno odrzivi. Kako bi se izbjeglo kreiranje ocigledno
nerobusnih metoda pozeljno je procjenjivati robusnost optimuma hemometrijskim
tehnikama ve¢ u ranoj fazi razvoja i optimizacije metode. Eksperimentalno testiranje
robusnosti se izvodi po zavrSetku optimizacije, koje se, takoder, moze izvesti
primjenom hemometrijskog pristupa. Vrijednosti odgovora sistema dobivene racunski,
iz polinoma koji opisuje model, a koji se oznaCavaju sa y, rijetko kada odgovaraju
eksperimentalno dobivenim vrijednostima odgovora sistema, koje se oznaCavaju sa y

[55].

Koeficijenti u polinomima (b1, b2...bk, b12, b13... b(k—1)k, b11, b22...bkk) mogu biti
pozitivni ili negativni Sto ukazuje na to da li su faktor i odgovor sistema u direktnoj ili
obrnutoj srazmjeri. Ukoliko je koeficijent negativan, sa povecanjem vrijednosti
ispitivanog faktora smanjuje se vrijednost odgovora sistema i obrnuto, u slucaju
pozitivne vrijednosti koeficijenta modela. Direktna veza izmedu ispitivanih faktora i

odgovora sistema objasnjena je koeficijentima linearnih ¢lanova. Za zakrivljenost
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povrSine odgovora i pojavu minimuma i maksimuma odgovorni su koeficijenti
kvadratnih ¢lanova. Zahvaljuju¢i tome mogu se odrediti optimalni nivoi ispitivanih
faktora. Koeficijenti ¢lanova interakcija se odnose na eventualno prisutne interakcije
izmedu faktora. Znacajnost ovih koeficijenata moze se procijeniti preko povrSine
odgovora sistema. Ukoliko je ona planarna, moze se zakljuCiti da nema statisticki
znacajnih interakcija. Ukoliko postoje interakcije izmedu dva faktora, to znai da
intenzitet uticaja jednog faktora na odgovor sistema zavisi od intenziteta drugog faktora

[55,56].

Koeficijenti modela se racunaju uz pomo¢ statisti¢kih programa koji koriste viSestruku
linearnu regresionu analizu (eng. multiple linear regression, MLR), regresionu analizu
glavnih komponenata (eng. principal komponents regression, PCR) 1 metodu parcijalnih
najmanjih kvadrata (eng. partial least squares, PLS). Nivoi faktora su obi¢no kodirani,
da bi koeficijenti modela mogli biti predstavljeni na uporednoj skali i da bi se mogli
lakse tumacditi, jer faktori, kao i eksperimentalni opsezi u kojima se oni ispituju, mogu
biti veoma razli¢iti. Najces¢i nacin kodiranja je matematicki, pri ¢emu se nizi, visi i
srednji nivo kodiraju oznakama —1, +1 i 0. Znacajnost faktora se procjenjuje na osnovu
veli¢ine njihovih koeficijenata. Veci koeficijent znaci i ve¢i uticaj tog faktora na sistem,
a znacajnost se statisticki procjenjuje najcesée uz pomo¢ Studentovog t-testa, F-testa ili

grafika vjerovatnoce normalne raspodjele (eng. normal probability plots) [55].

U slucaju Studentovog #-testa izraCunata, t-vrijednost se uporeduje sa tabelarnom ¢-
vrijednos¢u za odgovarajaci broj stepeni slobode i odabranu vjerovatnocu. Faktori ¢ija
je izracunata t-vrijednost veca od tabelarne smatraju se statisticki znac¢ajnim. Znacajnost
faktora moze se graficki prikazati upotrebom Pareto dijagrama [50]. Primjenom analize
varijanse (eng. analysis of variance, ANOVA) procjenjuje se znacajnost faktora, te je
vrlo znacajna i procjena da li postoji neslaganje izabranog matematickog modela i
eksperimentalnih podataka (eng. lack offit) [55]. Procjena faktora koji mogu da uticu na
odredivanje irbesartana i hidrohlorotiazida, te losartana i hidrohlorotiazida izvrSena je
primjenom 2° faktorskog dizajna. Optimizacija HPLC metode za odredivanje
valsartana, hidrohlorotiazida i amlodipina je optimizovana koriStenjem centralnog

kompozitnog dizajna.
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U radu je opisan postupak validacije analiticke metode koji je neophodan kako bi se
analiticka metoda primjenjivala za odredivanje lijekova u farmaceutsko-tehnoloskim
oblicima. KoriStenjem validiranih analitickih metoda smanjuje se moguénost analiticke
greSke, a dobiveni rezultati mogu se smatrati tacnim i pouzdanim [52]. Znacaj ovog
istrazivanja ogleda se i u moguénosti primjene validirane RP-HPLC metode za
odredivanje irbesartana i hidrohlorotiazida, losartana i hidrohlorotiazida, te valsartana,

hidrohlorotiazida i amlodipina u tabletama.

1.5.2.  Vrste eksperimentalnog dizajna

Postoje dvije grupe eksperimentalnog dizajna: screening i optimizacioni. Screening
dizajn se izvodi u pocetnoj fazi eksperimenta i njime se odreduju promjenljive velicine
koje su znacajne za dalje ispitivanje. Primjenom ovog dizajna se smanjuje broj

nezavisno promjenljivih veli¢ina koje ¢e dalje biti analizirane.

Veliki broj promjenljivih koje teoretski mogu uticati na sistem zahtijevao bi izvodenje
velikog broja eksperimenata. Smanjenje broja eksperimenata predstavlja cilj pocetne
faze svakog istrazivanja. Screening dizajn se radi tako Sto se procjenjuje koje
promjenljive imaju znaajan uticaj na ponaSanje sistema i1 samo se one ispituju
detaljnije u sljede¢im fazama. Kao screening dizajn najviSe se koriste pun faktorski i
frakcioni faktorski dizajn, jer se kao modeli naj¢eS¢e koriste linearni i interakcioni

modeli Plaket-Burman-ov dizajn [57,58].

Pun faktorski dizajn se koristi za procjenu uticaja varijabli na posmatrani odgovor, kao
1 procjenu znacaja interakcija izmedu ispitivanih varijabli. Ovaj tip dizajna se sastoji od
m" eksperimenata (m — broj nivoa na kojima se svaka varijabla ispituje, k — ukupan broj
ispitivanih varijabli). Nivoi se odreduju na osnovu rezultata preliminarnih ispitivanja, a
s obzirom da je cilj screening dizajna smanjenje broja eksperimenata, naj¢esée se
promjenljive ispituju na dva nivoa (visi i nizi nivo). Pun faktorski dizajn podrazumijeva
da se sve promjenljive ispituju na svim nivoima, a ukupan broj eksperimenata, ako se
koriste dva nivoa promjenljivih, se raduna kao 2f, gdje je k broj ispitivanih
promjenljivih. Ukoliko se ispituju tri promjenljive na dva nivoa ukupan broj

eksperimanata je 2°=8. Kako raste broj promjenljivih, naglo raste i broj eksperimenata
p J ) promjenly g
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koje je potrebno izvr$iti. Pun faktorski dizajn podrazumijeva ponavljanje eksperimenta

u jednoj centralnoj tacki sto omogucéava odredivanje eksperimentalne greske [59-61].

Frakcioni faktorski dizajn je eksperimentalni dizajn kojim se ispituje samo odredeni
podskup (frakcija) punog dizajna pri ¢emu se koriste oni eksperimenti koji pokrivaju §to
vecu povrSinu eksperimentalnog domena. Kod frakcionog dizajna se interakcije treceg
ili viseg reda mogu zanemariti u modelu polinoma. Ovaj dizajn je definisan sa 2"
eksperimenata (k — ukupan broj ispitivanih varijabli, p — stepen frakcionizacije punog

faktorskog dizajna).

Centralni kompozicioni dizajn (CCD) se sastoji od punog faktorskog dizajna na dva
nivoa i ’zvijezda’ dizajna (star tj. axial design). Kada se centralne tacke punog
faktorskog i zvjezdanog dizajna podudaraju, dobija se centralni kompozicioni dizajn
(ukoliko se ne podudaraju u pitanju je necentralni kompozicioni dizajn) [62]. Dio
centralnog kompozicionog dizajna moze €initi frakcioni faktorski dizajn (umjesto punog

faktorskog dizajna). Centralni kompozicioni dizajn prikazan je na Slici 13.

Frakcioni "Zvijezda dizajn" Centralni
faktorski dizajn kompozicioni
dizajn

Slika 13. Centralni kompozicioni dizajn

Ako CCD ¢&ini pun faktorski dizajn, broj eksperimenata ée biti: 2 + 2k + ¢
eksperimenata (k je broj ispitivanih faktora), dok ¢e se primjenom frakcionog
faktorskog dizajna izvoditi 2P + 2k + ¢ eksperimenata. Clan 2k se odnosi na zvijezda
dizajn, koga ¢ine aksijalne tacke, a gradi se variranjem jednog faktora od -a do +a, dok
se svi ostali faktori drze na konstantnom nivou. Ukoliko se ispituju 3 faktora, a
vrijednost o iznosi 1, dobija se centralni kompozicioni dizajn Cije se aksijalne tacke

nalaze na sredini stranica kocke orijentisane ka centru (face centered composite design).
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Kod ove vrste dizajna faktori se ispituju na tri nivoa (-1, 0, +1). Za vrijednost a#1, broj
ispitivanih nivoa se povecava za dva, uzimajuéi u obzir vrijednosti -a i +o. U ovom
slucaju, aksijalne tacke se nalaze izvan nivoa kvadratnog (za 2 ispitivana faktora),
odnosno kubnog (3 ispitivana faktora) eksperimentalnog prostora, te je u izvodenju
eksperimenata ve¢a mogucnost pojave eksperimentalne greske.

Razlicite vrste dizajna prikazane su na Slici 14.

(b) '

Slika 14. Grafi¢ki prikaz dizajna: a) Frakcioni 2°faktorski dizajn; b) Puni 2*faktorski

dizajn sa centralnom tackom; c) Centralni kompozicioni dizajn; d) face-centered

Centaralni kompozicioni dizajn

Metodologija povrSine odgovora (eng. response surface methodology, RSM) predstavlja
geometrijsku prezentaciju odgovora sistema u okviru eksperimentalnog regiona u
funkciji jednog ili viSe faktora. Dobiveni odgovor moze biti prikazan kao linija u
dvodimenzionalnom prostoru (ispituje se jedan faktor), povrSina u trodimenzionalnom
prostoru (ispituju se dva faktora) ili hiperpovrSina u viSedimenzionalnom prostoru
(ispituje se veci broj faktora) [55-57]. Na ovaj nacin je jednostavno utvrditi optimalnu
vrijednost za odredeni faktor, jer ona predstavlja minimum ili maksimum na dobivenoj

povrsini odgovora [62-64].

1.5.3. Metodologija multikriterijumskog odlucivanja

KoriStenjem metodologije povrSine odgovora relativno je jednostavno utvrditi
optimalnu vrijednost za jedan faktor, ali problem nastaje ukoliko je potrebno
optimizovati vise faktora istovremeno, odnosno zadovoljiti vise ciljeva u isto vrijeme. U

hromatografiji je najcese potrebno posti¢i dobro razdvajanje svih ispitivanih
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komponenti uz najkrace vrijeme trajanja hromatografske analize [65]. Veliki problem je
pronaci uslove koji istovremeno zadovoljavaju viSe hromatografskih ciljeva, odnosno
odgovora sistema, posebno ukoliko se optimalne vrijednosti ispitivanih faktora nalaze u
razli¢itim dijelovima eksperimentalnog regiona i ne preklapaju se [66]. Da bi se
napravio odgovaraju¢i kompromis izmjene zadatih hromatografskih ciljeva u ovakvim
slucajevima se koristi metodologija multikriterijumskog odlu¢ivanja (eng. multicriteria
methodology ili multiple response methodology) [67]. NajznacCajnija i najcesc¢e koriStena
metodologija multikriterijumskog odlucivanja, kada je u pitanju optimizacija analitickih
metoda, je Deringerova funkcija pozeljnih odgovora (eng. Derringer desirability
function) [68], jer je primjenljiva na linearne i nelinearne matematicke modele i ne
zahtijeva odabir prioritetnog odgovora sistema. Ova metodologija se bazira na
konstruisanju funkcije pozeljnih odgovora za svaki pojedina¢an odgovor sistema (di) u
koju se unose zahtjevi, odnosno ciljevi koje svaki odgovor sistema treba da zadovolji,
kao 1 relativni znacaj tog odgovora. Skala za svaku pojedinacnu funkciju poZzeljnih
odgovora se kre¢e od d = 0 za potpuno nepozeljan nivo odgovora, do d = 1 za pozeljan

odgovor [69-71].

1.6. 3D-QSAR STUDIJA AT, BLOKATORA

U predvidanju farmakofornih zahtjeva za vezivanje za angiotenzin II receptore koristeni
su razli¢iti pristupi. Barellini i saradnici su istrazivali razli¢ite strukturne zahtjeve za
specificno vezivanje nepeptidnih 1 peptidnih antagonista za AT, receptore i
identifikovali aminokiselinske rezidue koje odreduju vezivanje losartana [72]. Clement i
saradnici istrazivali su okruZenje ligand vezivaju¢eg mjesta kod humanog AT,
receptora, koriste¢i analizu blizine metionina [73]. Ji i1 saradnici su jo$ 1994. godine
istrazivali selektivnost nepeptidnih antagonista prema AT, 1 AT, receptorima [74]. Oni
su racunali relevantne farmakokineticke i metabolicke osobine baze podataka od 53
supstance koriste¢i VolSurf 1 MetaSite softver. Bosnyak 1 saradnici su izveli
sistemati¢nu analizu afiniteta vezivanja vaznih angiotenzinskih peptida [75], dok su
Aplin 1 sar. evaluirali znanja o molekularnim determinantama aktivacije AT, receptora
[76]. Nekoliko radova opisuje odnos strukture i aktivnosti derivata imidazol-5-

karboksilnih kiselina 1 supstituiranih analoga imidazol-bifenil-sulfoniluree, kao
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antagoniste AT, receptora [77]. Neki autori su primjenjivali 3D-OSAR model za odabir
najsnaznijeg AT, antagoniste i ispitivali supstituisane derivate benzimidazola i derivate
piridina [78,79]. Proteklih godina, publikovani su brojni radovi koji opisuju razlicite
stepene poboljSanja efekata blokatora AT, receptora [80]. Rezultati do kojih su dosli Le
i saradnici naglasili su razliCite karakteristike olmesartana i telmisartana [81].
Ispitivanje Arakawe pokazuje da su vazodepresorni efekti kandesartana, valsartana i
telmisartana bolji od enalaprila [82]. Smith i1 saradnici su objavili rezultate prema
kojima je olmesartan znacajno efektivniji od losartana ili valsartana u tretmanu
hipertenzije [83]. Ovi razliCiti efekti se objaSnjavaju postojanjem razliCitosti u
molekularnim karakteristikama AT, blokatora. Bolje razumijevanje razli¢itih
molekulskih mehanizama za svaki AT; blokator moze biti korisno za tretman pacijenata

[80].
A B c

V108

Slika 15. Prikaz vezivanja A) valsartana, B) kandesartana i C) losartana sa AT, [84]

Prema podacima koji su nastali nakon pregleda literature, ne postoji razvijen 3D-OSAR
model koji koristi razli¢ite strukture nedavno ispitivanih AT; blokatora na humanim
AT receptorima, niti 3D-OSAR model koji se koristi za predvidanje aktivnosti novih
AT, blokatora. Stoga je, jedan od glavnih ciljeva ovog rada, bio formiranje 3D-QSAR
modela, definisanje strukturnih determinanti za AT, blokatore i ispitivanje 3D-strukture

farmakofora AT, blokatora.
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1.7. HPLC ODREDIVANJE BLOKATORA AT; RECEPTORA

1.7.1. HPLC odredivanje Irbesartana i Hidrohlorotiazida

Literatura pokazuje da postoji nekoliko HPTLC [85-88], spektrofluorimetrijskih [89-
91], voltametrijskih [92], kapilarno elektroforetskih [93], HPLC [94,95] i LC-MC

[96,97] metoda za odredivanje antagonista Ang Il receptora.

Objavljeni radovi koji se odnose na postupak optimizacije razli¢itih instrumentalnih
metoda za odredivanje blokatora angiotenzinskih receptora [99-101], te sistemati¢ne
studije za optimizaciju hromatografskih separacionih parametara [102-105], prema
dostupnim literaturnim podacima nisu podrazumijevale optimizaciju HPLC metode za
istovremeno odredivanje irbesartana i hidrohlorotiazida. Cilj ovog dijela rada bio je
evaluacija hromatografskog ponaSanja irbesartana i hidrohlorotiazida 1 primjena
metode eksperimentalnog dizajna u cilju definisanja optimalnih eksperimentalnih

uslova odredivanja.

1.7.2. HPLC odredivanje Losartana i Hidrohlorotiazida

Pregledom literature ustanovljeno je da su publikovani radovi u kojima je opisano
spektrofotometrijsko [106-109], spektrofluorimetrijsko [110], voltametrijsko [92]
odredivanje pojedinac¢nih lijekova losartana i hidrohlorotiazida ili ovih lijekova u
kombinaciji sa drugim lijekovima. Takoder, opisane su i metode kapilarne elektroforeze
[93,108], UV i derivativne spektrofotometrijske, hromatografske HPLC [111-114] kao i
LC-MC [115,116] metode.

lako postoje metode za odredivanje losartana i hidrohlorotiazida i nekoliko
sistemati¢nih studija za optimizaciju separacionih hromatografskih parametara [117-
119], prema postoje¢im saznanjima nema objavljenih studija koji se odnose na
optimizaciju HPLC metode za istovremeno odredivanje losartana i hidrohlorotiazida.
Cilj ovog dijela rada je evaluacija hromatografskog ponaSanja losartana i

hidrohlorotiazida koriste¢i odgovaraju¢i eksperimentalni dizajn.
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1.7.3. HPLC odredivanje Valsartana, Amlodipina i Hidrohlorotiazida

Postoji mnogo radova u c¢ijem je fokusu odredivanje valsartana, amlodipina i
hidrohlorotiazida, pojedina¢no ili u kombinaciji sa drugim lijekovima. Radovi za
odredivanje hidrohlorotiazida su navedeni u prethodnim referencama. Neki radovi
opisuju odredivanje amlodipina, samog ili u kombinaciji sa drugim molekulama,
primjenom HPLC metode [120,121] i spektrofluorimetrijske tehnike [122]. Radovi koji
se odnose na odredivanje valsartana prikazuju voltametrijsko odredivanje [123],
primjenu HPLC metode u odredivanju valsartana pojedinac¢no ili u kombinaciji sa
drugim molekulama [124-127]. Nekoliko radova opisuju istovremeno odredivanje
binarnih kombinacija ove tri navedene molekule [128-131]. Galande i saradnici opisuju
odredivanje sva tri jedinjenja u smjesi primjenom UV spektrofotometrije [132]. Pregled
literature daje samo jedan rad koji odreduje navedene molekule uz pomo¢ HPLC u
humanoj plazmi [133]. Nijedna od postojec¢ih publikovanih metoda ne opisuje HPLC
metodu za istovremeno odredivanje sve tri supstance u ¢vrstoj doziranoj formi, a

posebno ne optimizovanu HPLC metodu uz pomo¢ centralnog kompozicionog dizajna.

|UVOD 34



Doktorska disertacija Miralem Smaji¢

2. CILJ RADA
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Ciljevi ove doktorske disertacije su:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Razvoj 3D-OSAR studije u cilju postavljanja matematicke zavisnosti koja definise

kvantitativni odnos hemijske strukture AT; blokatora i njihove aktivnosti.

Na osnovu 3D-OSAR studije definisati pouzdan model za predvidanje aktivnosti

AT, blokatora ¢ije aktivnosti nisu eksperimentalno odredene.

Odredivanje farmakofora koje su od klju¢nog znacaja za aktivnost ispitivanih AT

blokatora.

3D-OSAR analizom predloZiti i ispitati nove potencijalno snaznije AT, blokatore.

Hemometrijskom optimizacijom ispitati uticaj fizicko-hemijskih osobina na
retenciono ponaSanje AT; blokatora, Sto je od znaCaja za dalje proucavanje

farmakofore.

Primjenom faktorskog dizajna odrediti i kvantifikovati faktore koji su od znacaja
za HPLC odredivanje AT; blokatora, pojedinacno ili u smjesi sa drugim

lijekovima.

Dobiti dobru predvidljivost izlaznih hromatografskih parametara na osnovu

zadanih vrijednosti ulaznih faktora.

Primjenom povrsine odgovora optimizovati eksperimentalne uslove.

Ispitati signifikantnost modela primjenom statistickih testova (ANOV A, Fisher-F
test).

Validirati RP-HPLC metodu za istovremeno odredivanje sadrzaja AT, blokatora,

pojedinacno ili u smjesi.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. 3D-QSAR STUDIJA

Razvoj i primjena 3D-OSAR metodologije omogucava definisanje veze izmedu
varijacija u osobinama molekula i bioloske aktivnosti za seriju jedinjenja. Formirane
funkcionalne zavisnosti se dalje mogu koristiti za evaluaciju aktivnosti novih hemijski
srodnih jedinjenja. Rezultati 3D-OSAR studije zavise od broja faktora, a parametri
moraju biti pazljivo odabrani. Najvaznija razmatranja ukljucuju izbor farmakofora sa
sternim, hidrofobnim i elektronskim efektima, koje su neophodne za optimalnu
interakciju sa receptorom. Parametri trebaju biti pazljivo odabrani, moraju se odnositi

na afinitet prema receptoru i podaci trebaju biti reproducibilni [134].

3D-OSAR studija je izvedena sa 49 jedinjenja, AT, blokatora, odabranih iz ChREMBL
baze podataka (EMBL-EBI 2015) [135]. Za ligande, koriStene u studiji, postoje
eksperimentalno odredene mjere antagonisticke aktivnosti (K; konstante inhibicije) na
humanim receptorima [136-153]. Negativni logaritam konstante inhibicije,
pKi=(log(1/Ki)), koristen je kao mjera aktivnosti. Vrlo Sirok pKi interval (od 5.328 do
9.538) 1 homogena distribucija pKi vrijednosti u cijelom opsegu aktivnosti,
predstavljaju dobre preduslove za formiranje relevantnog 3D-OSAR modela.

Distribucija pKi vrijednosti je prikazana na Slici 16.

10,0 -
9,0 - WWH

8.0 -
pKi

7.0 - ¢

6,0 -

50 7

4.0

Molecules (ChEMBL ID)

Slika 16. Distribucija pKi vrijednosti AT; blokatora
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3D-OSAR studija odabranih 49 AT, blokatora pocinje selekcijom procentualno
najzastupljenijih jonizovanih oblika molekula na fizioloSkom pH za sve ispitane
molekule. Jonizacioni oblici ispitivanih jedinjenja odredeni su primjenom Marvin
Sketch 5.5.1.0 programa (Chem Axon 2011) [154]. Marvin 5.5.1.0 racunarski algoritmi
bazirani su na osnovnoj teoriji hemijskih struktura i koriSteni su za dobijanje razli¢itih

parametara hemijske reaktivnosti.

Geometrijska optimizacija dominantnih formi svih analiziranih komponenti izvedena je
upotrebom ab initio Hartree-Fock/3-21G basis seta [155], u okviru Gaussian98
programa [156]. Odabrani ab initio Hartree-Fock/3-21G bazni set pokazao se kao vrlo
dobar izbor za geometrijsku optimizaciju srodnih aromatskih i organskih supstanci

[157-161].

Test set od 17 AT; blokatora sa homogenom distribucijom pKi vrijednosti u
kompletnom opsegu aktivnosti (od 5.328 to 9.538) izabran je randomizirano (Tabela 2),
dok su preostala 32 jedinjenja (Tabela 3 i 4) izabrana kao trening set za izradu OSAR

modela.

3D-OSAR studija za optimizovane molekularne modele AT, blokatora izvedena je
upotrebom Pentacle 1.0.6 programa [162]. Pentacle 1.0.6 program je savremeni softver
za formiranje 3D-QSAR modela. 3D-QOSAR analiza pocinje od izracunavanja relevantnih
3D podrucja interaktivnih energija (GRID bazirana interakcijska polja — MIFs) izmedu
ispitivanih molekula i Cetiri hemijske probe: DRY (predstavlja hidrofobne interakcije),
O (sp2 karbonil kisik, donor H-veze), NI (neutralni NH, kao u amidu, akceptor H-veze)
i TIP (deskriptor molekulskog oblika).

Molekule su poredane po opadajucoj aktivnosti (od veceg ka manjem pKi) i odabrani su
parametri za izraCunavanje deskriptora. Opcija MIF raCunanja daje mogucénost
odredivanja GRID farmakofore sa opcijama (DRY, O, NI, TIP). Diskretizacija je
uradena opcijom ALMOND sa vrijednostima (DRY=-3.5, O=-6.1, N1=-7.2, TYPE=-
1.3), dok je kodiraju¢a opcija CLACC uradena sa vrijednostima (DRY=-2.8, O=-6.1,
N1=-7.2, TIP=-1).

| EKSPERIMENTALNI DIO 39



Doktorska disertacija Miralem Smaji¢

Energija interakcije izmedu proba i ciljne molekule je racunata na svakoj tacki kao

suma energija Lennarde Jones (Ej;), vodikove veze (Eyp), elektrostatske interakcije (Ecr)

Na osnovu MIF vrijednosti vrsi se izracunavanje GRID deskriptora (GRIND i GRIND2

1 entropije:

deskriptori), koji su nezavisni od linearne serije [163]. GRIND pristup omogucava
izdvajanje informacija dobivenih u MIF racunanju i dobivene informacije kompresuje u
novi tip varijabli ¢ije su vrijednosti nezavisne od prostorne pozicije molekule. Te
varijable se zatim proucavaju koriste¢i optimizacijski algoritam sa jacinom polja na
amplitudi i raznim udaljenostima izmedu odabranih amplituda u funkciji bodovanja.
Varijable formiraju matriks deskriptora koji se analizira koriste¢i multivarijantne
tehnike, kao $to su analiza glavnih komponenti (Principal Component Analysis, PCA) 1
metoda najmanjih kvadrata (Partial Least Squares, PLS).

Kvalitet 3D-OSAR modela moze se procijeniti razliCitim satatistickim mjerenjima.
Vrijednosti R* i O° su uobi¢ajeno prihvaéene kao statisticka mjera pouzdanosti 3D-
OSAR modela. U mnogim 3D-OSAR studijama, kriterij R*> 0.9 je dokaz da je model
interno postojan. O je mjera sposobnosti modela da interpolira trening set i 0*>0.5

potvrduje prihvatljivost modela.

U ovom radu, 3D-OSAR model je evaluiran koristeéi regresioni faktor R* i ukriteni
validacijski parametar (the leave-one-out cross-validation parameter - Q%), RMSEE
(Root Mean Square Error of Estimation) vrijednost trening seta, RMSEP (Root Mean
Square Error of Prediction) vrijednost test seta, i R%ops vs. pred test seta. PLS modeli sa

0’>0.5 mogu biti smatrani kao modeli koji imaju dobri predvidljivost.

U ovom radu je izvedena OSAR studija koristeci gotovo sve blokatore AT, receptora za
koje postoje eksperimentalno odredene vrijednosti konstanti inhibicije (K7) na humanim
AT, receptorima. Rezultati OSAR studije nadalje su koriSteni za dizajn, evaluaciju i

selekciju novih blokatora AT, receptora sa ja¢im afinitetom za AT receptore.
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Tabela 2. Molekule test seta AT blokatora
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Tabela 3. Pregled AT, blokatora trening seta (I dio)
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Tabela 4. Pregled AT, blokatora trening seta (II dio)
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3.2. HPLC ODREDIVANJE IRBESARTANA 1
HIDROHLOROTIAZIDA

3.2.1. Reagensi i hemikalije

U radu su koristeni USP standardi irbesartana i hidrohlorotiazida i trzZiSno
dostupne tablete koje sadrze 150 mg irbesartana i 12.5 mg hidrohlorotiazida. Kao
rastvaraCi koriSteni su: metanol (Chromasolv, Sigma Aldrich), tetrahidrofuran
(Chromasolv, Sigma Aldrich) i redestilovana voda. Za pripremu pufera su koristeni
natrium acetat trihidrat (Sigma Aldrich) i acetatna kiselina p.a. (Fluka). Svi koriSteni

rastvaraci su hromatografskog stepena Cistoce.

3.2.2. Aparatura

Hromatografsko razdvajanje je vrSeno na HPLC sistemu Thermo Finnigan

Surveyor sa PDA detektorom i fiksnom petljom za uzorkovanje od 5 pL.

3.2.3. Hromatografski uslovi

Za razdvajanje je koriStena hromatografija na obrnutim fazama na C18 koloni
(Supelcosil LC-18-DB 150 x 4.6, 5um). Kao mobilna faza koriStena je smjesa
rastvara¢a koju Cini eksperimentalnim dizajnom utvrden medusobni omjer
tetrahidrofurana, metanola i acetatnog pufera, hromatografskog stepena ¢istoce. Brzina
protoka mobilne faze je 0.75 mL/min, volumen injektovanja 5uL, a detekcija na 271
nm. Mobilna faza je filtrirana kroz najlonski filter promjera pora 0.45 um. Razdvajanje
je izokratsko, a temperatura, pH 1 sastav mobilne faze su varirani prema dizajnu

eksperimenta.

3.2.4. Definisanje metode

Primjenom punog faktorskog dizajna 2’ ispitani su uticaji faktora: temperatura kolone,
pH mobilne faze i udjela metanola u mobilnoj fazi. HPLC metoda je optimizovana

koriStenjem RSM metode.
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3.2.5. Priprema osnovnog rastvora (stock otopina)

Odvagano je 20 mg irbesartana i 5 mg hidrohlorotiazida, te preneseno u odmjerni sud
od 25 mL, otopljeno metanolom i dopunjeno istim do oznake (stock otopina).

Koncentracije irbesartana i hidrohlorotiazida su 0.8 1 0.2 mg/mL.

3.2.6. Priprema rastvora za analizu

U odmjerni sud od 10 mL je preneseno 1 mL stock otopine i dopunjeno
metanolom do oznake. Ovaj rastvor je koriSten za ispitivanje uticaja faktora na proces

razdvajanja i za optimizaciju metode.

3.2.7. Kalibraciona kriva

U odmjerne sudove od 10 mL je preneseno po 1, 2, 3, 4 1 5 mL stock otopine 1
dopunjeno diluentom (metanol : pufer = 50 : 50) do oznake. Sastav mobilne faze je bio
pufer (pH 6.5) : metanol : THF =43 : 47 : 10 v/v/v, temperatura kolone 25°C 1 brzina
protoka 0.75 mL/min. Nakon mjerenja, konstruisane su kalibracione krive gdje su na
apscisu nanesene vrijednosti koncentracija irbesartana i hidrohlorotiazida, a na ordinatu
pripadajuce vrijednosti podrucja ispod pika za irbesartan i hidrohlorotiazid. Izra¢unate

su regresione jednacine.

3.2.8. Preciznost metode

Odvagano je 1 mg radnog standarda hidrohlorotiazida i 4 mg radnog standarda
irbesartana u tamni odmjerni sud od 25 mL, dodan je placebo, otopljeno i dopunjeno

metanolom. Otopine su filtrirane kroz najlon filter 0.45 um i koriStene kao uzorci.

3.2.9. Tacnost metode

[-Odvagano je 0.8 mg radnog standarda hidrohlorotiazida 1 3.2 mg radnog

standarda irbesartana u tamni odmjerni sud od 25 mL, potom je dodan placebo,
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otopljeno i dopunjeno sa diluentom. Koncentracija dobivenog rastvora je 0.032 mg/mL
hidrohlorotiazida 1 0.128 mg/mL irbesartana.

II-Odvagano je 1.0 mg radnog standarda hidrohlorotiazida i 4.0 mg radnog
standarda irbesartana u tamni odmjerni sud od 25 mL, dodan je placebo, otopljeno i
dopunjeno  diluentom. Koncentracija dobivenog rastvora je 0.04 mg/mL
hidrohlorotiazida 1 0.16 mg/mL irbesartana.

III-Odvagano je 1.2 mg radnog standarda hidrohlorotiazida i 4.8 mg radnog
standarda irbesartana u tamni odmjerni sud od 25 mL, dodan je placebo, otopljeno i
dopunjeno  diluentom. Koncentracija dobivenog rastvora je 0.048 mg/mL

hidrohlorotiazida 1 0.192 mg/mL irbesartana.

3.2.10. Postupak HPLC analize

Izvagano je dvadeset tableta, te su usitnjene u tarioniku. Izracunata je srednja vrijednost
mase tableta. Zatim je precizno odvagana koli¢ina kojoj odgovara 150 mg irbesartana i
12.5 mg hidrohlorotiazida, te prenesena u odmjerni sud od 100 mL u kome se nalazilo
20 mL metanola. Nakon rastvaranja na ultrazvu¢nom kupatilu dopunjeno je rastvaraCem
do oznake. Otopina je filtrirana kroz najlonski filter promjera pora 0.45 pm. Od ove
otopine je uzeto 2 mL, preneseno u sud od 10 mL i dopunjeno metanolom. Za svaku
otopinu uradeno je osam eksperimenata. KoriStenjem regresionih jednaina izracunate

su koncentracije irbesartana i hidrohlorotiazida.

3.3. HPLC ODREDIVANJE LOSARTANA I
HIDROHLOROTIAZIDA

3.3.1. Aparati i softver

Za HPLC analizu koristen je Shimadzu HPLC sistem (Shimadzu Technologies, Kyoto,
Japan), pumpa (LC-20AD VP), UV detektor (SPD-20AV VP), kolona Zorbax Cg (150 x
4.6 mm, 5 pm), sistem za degasiranje (DGU-20AS). Eksperimentalni dizajn, statisticka
analiza 1 izraCunavanje funkcije poZzeljnosti izvedeno je uz pomo¢ programa Marvin
Sketch 5.8.2 (Chem Axon Ltd., Somerville, MA, USA, and Budapest, Hungary) i
Design-Expert® 7.0 (Stat-Ease Inc.).
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3.3.2. Hemikalije i reagensi

KoriSteni su standardi suspstanci losartana i hidrohlorotiazida (¢isto¢a losartana=100.13
%; hidrohlorotiazida=101.12 %) i trziSno dostupne tablete koje se sastoje od 50 mg
losartana i 12.5 mg hidrohlorotiazida. Svi koriSteni rastvaraci: metanol, acetonitril i
natrijum-acetat (Chromosol, Sigma-Aldrich, Munich, Germany) i acetatna kiselina

(Fluka, Eindhoven, The Nederlands) su zadovoljavali stepen ¢isto¢e za HPLC analizu.

3.3.3. Priprema rastvora standarda

Stock otopina koncentracije 1 mg/mL losartana i 0.25 mg/mL hidrohlorotiazida je
pripremljena rastvaranjem odgovaraju¢ih odmjerenih koli¢ina standarda u metanolu.
Rastvori za optimizaciju metode su pripremani prenoSenjem 1 mL stock otopine u
normalni sud od 10 mL i dopunjavanjem metanolom do crte. Koncentracija dobivenog
rastvora je: 0.1 mg/mL losartana i 0.025 mg/mL hidrohlorotiazida. Rastvori standarda
za konstruisanje kalibracione krive su dobiveni pripremom osam rastvora standarda u
koncentracionom rasponu od 0.01 do 0.5 mg/mL losartana i od 0.025 do 0.125 mg/mL
hidrohlorotiazida. Za kvantitativnu analizu pripremljena su tri rastvora, Ccija
koncentracija odgovara 80%, 100% 1 120% ciljne koncentracije. Da bi se odredila
preciznost metode, pripremljeno je po deset rastvora sa tri razlicite koncentracija (0.2,

0.310.4 mg/mL za losartan; 0.05, 0.075 1 0.1 mg/mL za hidrohlorotiazid).

3.3.4. Rastvori uzoraka

Masa tablete koja odgovara 50 mg losartana i 12.5 mg hidrohlorotiazida (deset tableta je
precizno izvagano i usitnjeno u prah) rastvorena je u 50 mL volumetrijskoj posudi sa
metanolom, stavljeno na ultrasoni¢no kupatilo i filtrirano. 5 mL filtrata je diluirano sa

metanolom do 25 mL.

3.3.5. Postupak HPLC analize

Separacija je izvedena na Zorbax Cg koloni (150 mm % 4.6 mm, 5 um) sa detekcijom na
254 nm. Mobilna faza je pripremljena prema planu eksperimenta datom u Tabelama 31-
33. Mobilna faza je degasirana i filtrirana kroz 0.45 pum membranski filter (Alltech

Associates, Lokeren, Belgium).
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3.4. HPLC ODREDIVANJE VALSARTANA,
HIDROHLOROTIAZIDA I AMLODIPINA

3.4.1. Aparati i softveri

Za HPLC analizu koristen je Shimadzu HPLC sistem (Shimadzu Technologies, Kyoto,
Japan), pumpa (LC-20AD VP), UV detektor (SPD-20AV VP), kolona Zorbax Cg (150 x
4.6 mm, 5 um), sistem za degasiranje (DGU-20AS). Eksperimentalni dizajn, statisticka
analiza 1 izraCunavanje funkcije poZeljnosti izvedeno je uz pomo¢ programa Marvin
Sketch 5.8.2 (Chem Axon Ltd., Somerville, MA, USA, and Budapest, Hungary) i
Design-Expert® 7.0 (Stat-Ease Inc.).

3.4.2. Hemikalije i reagensi

KoriSteni su standardi supstanci valsartana, amlodipina 1 hidrohlorotiazida
(HCT=101.12 %, AML=100.97 %, VAL=100.13 %) i trziSno dostupne tablete koje se
sastoje od 25 mg hidrohlorotiazida, 10 mg amlodipina i 160 mg valsartana. Svi koristeni
rastvaraCi: metanol, acetonitril i natrijum-acetat (Chromosol, Sigma-Aldrich, Munich,
Germany) i acetatna kiselina (Fluka, Eindhoven, The Nederlands) su hromatografskog

stepena Cistoce.

3.4.3. Priprema rastvora standarda

Stock otopina je pripremljena rastvaranjem supstance standarda u metanolu tako da se
dobije koncentracija 0.25 mg/mL hidrohlorotiazida, 0.1 mg/mL amlodipina i 1.6 mg/mL
valsartana. Tri rastvora za optimizaciju metode su pripremani rastvaranjem 1 mL stock
otopine u 10 mL metanola. Koncentracija dobivenih rastvora je 0.025 mg/mL
hidrohlorotiazida, 0.01 mg/mL amlodipina i 0.16 mg/mL valsartana. Pripremljeno je
osam rastvora standarda za kalibracionu krivu u koncentracionom rasponu od 0.0125 do
0.125 mg/mL za hidrohlorotiazid, od 0.005 do 0.05 mg/mL za amlodipin i od 0.08 do
0.8 mg/mL za valsartan. Rastvori za odredivanje preciznosti pripremljeni su kao
laboratorijska smjesa koja sadrzi rastovore hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana u

odnosu istom kao kod ispitivanih tableta. Za kvantitativnu analizu pripremljena su tri
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rastvora, ¢ija koncentracija odgovara 80%, 100% 1 120% ciljne koncentracije, odnosno,
pripremljene su tri serije koncentracija: 0.025, 0.05, 1 0.075 mg/mL za hidrohlorotiazid,
0.01, 0.02, 1 0.03 mg/mL za amlodipin, 0.08, 0.16, 1 0.24 mg/mL za valsartan, sa deset

rastvora za svaku koncentraciju.

3.4.4. Rastvor uzorka

Masa tablete koja odgovara 25 mg hidrohlorotiazida, 10 mg amlodipina and 160 mg
valsartana (deset tableta je precizno izvagano i usitnjeno u prah) rastvorena je u 50 mL
volumetrijskoj posudi sa metanolom, stavljeno na ultrasoni¢no kupatilo i filtrirano. 5

mL filtrata je diluirano sa metanolom do 25 mL.

3.4.5. Postupak HPLC analize

Separacija je izedena na Zorbax Cg koloni (150 mm x 4.6 mm, 5 um) sa detekcijom na
254 nm. Mobilna faza je pripremljena prema planu eksperimenta datom u Tabeli 41.
Rezultuju¢a mobilna faza je degasirana i vakum filtrirana kroz 0.45 pm membranski

filter (Alltech Associates, Lokeren, Belgium).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. 3D-QSAR STUDIJA BLOKATORA AT; RECEPTORA

3D-QOSAR studija je izvedena sa setom od 49 AT, blokatora, od kojih je 32 sluzilo
kao trening set (Tabela 3 14), a 17 kao test set (Tabela 2). Primijenjena je PLS regresija

za selekciju najrelevantnijih molekulskih deskriptora i formiranje 3D-OSAR modela.

4.1.1. Kreiranje i validacija 3D-OSAR modela blokatora AT, receptora

3D-OSAR analizom blokatora AT, receptora doslo se do zakljucka o tri znacajne
strukturne karakteristike za aktivnost: prisustvo karboksilatnog anjona (ili bioizostera)
AT, blokatora (koji odgovora polozaju karboksilata u strukturi angiotenzina II),
imidazolni prsten (i njegovi bioizosteri) AT; blokatora (koji odgovora polozaju
imidazolu His® rezidue) i n-butil grupa AT, blokatora (koja odgovora poloZaju

ugljovodoni¢nog lanca /e’ rezidue) (Slika 17).
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Slika 17. Strukturne karakteristike AT, blokatora i angiotenzina II

Strukturne varijance svih molekula su analizirane metodom analize glavnih komponenti
(PCA) na kompletnom setu GRIND deskriptora, dok su vrijednosti GRIND deskriptora
i aktivnosti ispitivanih jedinjenja upotrebljene za formiranje 3D-QSAR modela
primjenom regresione metode parcijalnih najmanjih kvadrata (PLS). U Tabeli 5
prikazane su eksperimentalno odredene i 3D-OSAR predvidene pKi vrijednosti za

jedinjenja trening i test seta.
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Tabela 5. Eksperimentalno odredene (exp) i predvidene (pred) vrijednosti pKi trening i

test seta molekula

Trening set Test set
Br CHEMBL ID pKiexp. pKipred. CHEMBL ID pKiexp.  pKipred.
1  ChEMBLI1069 5328 5690  ChEMBL1076602 7.607 7.936
2 ChEMBLI1076601 7.738  7.776 ~ ChEMBL1076633 9.046 9.376
3 ChEMBLI076603 9.155  9.135  ChEMBL1668000 8.000 7.908
4  ChEMBLI1076604 8.886 8922  ChEMBL313392  7.495 7.902
5 ChEMBLI11706  8.000 8200  ChEMBL31544  7.602 7.299
6  ChEMBLI30896 7.538  7.400  ChEMBL327633  8.367 8.215
7 ChEMBLI46275 7.097  6.886  ChEMBL327903  8.886 8.569
8  ChEMBLI1513 9.097  9.013  ChEMBL328738  8.018 7.907
9  ChEMBLI801740 9.161  9.354  ChEMBL358359  7.854 7.592
10 ChEMBLI19018 8921  8.88¢  ChEMBL410417 9155 8.918
11 ChEMBL279629 8770  9.088  ChEMBL429847  9.046 8.993
12 ChEMBL312104 7.620  7.753  ChEMBLA431411  8.854 8.420
13 ChEMBL313392 7.495  7.923  ChEMBL539423  9.097 9.209
14 ChEMBL31544  7.602  7.306  ChEMBL90027  9.18 8.919
15 ChEMBL328296 8.569  7.998  ChEMBL90411 6.801 7.345
16 ChEMBL330109 8367 8568  ChEMBL91928  8.409 8.467
17 ChEMBL330298 9.187 9223  ChEMBL96552 9319 9.637
18 ChEMBL358335  9.000  9.008
19 ChEMBL74767 6.432 6.784 Trening set
20 ChEMBL87074  9.071  9.010  RMSEE 0.239
21 ChEMBLS88471 6400  6.060 R’ 0.978
22 ChEMBL90187 5701 5896 ¢’ 0.956
23 ChEMBLY90483  7.602  7.696
24 ChEMBL90834  8.060  7.747  Test set
25 ChEMBLY90872  7.886  7.914  RMSEP 0.288
26 ChEMBL90885 5481 5296  R’om v prea. 0.918
27 ChEMBL91113  8.000 8311 (i 0.843
28 ChEMBL92225  7.398  7.611
29 ChEMBL92950  9.538  9.275
30 ChEMBL93159 9310  9.437
31 ChEMBL93522  9.347  8.975
32  ChEMBLY94106  8.538  8.631
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Frakcioni faktorski dizajn (FFD) je upotrebljen za izbor najvaznijih varijabli sa ciljem
da se kreira 3D-OSAR model sa optimalnim statistickim parametrima koji najbolje
opisuje ispitivane AT, blokatore. Na osnovu dobivenih vrijednosti statistickih
parametara trening seta RMSEE, R* i O° (RMSEE=0.239; R*=0.978; 0*=0.956) i test
seta (RMSEP=0.288; R’0ps. vs. prea=0.918; i (%s=0.843) izabran je optimalan
trokomponentni 3D-OSAR model za dalju studiju farmakofora i dizajn novih AT,
blokatora.

Treningset
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o -
A
- "
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8,000 - y=0,960x + 0,328 o

pKi pred.
.‘
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Slika 18. Kriva odnosa pKi vrijednosti molekula trening seta

Test set se koristi za eksternu validaciju dobivenog 3D-OSAR modela. Predvidene pKi
vrijednosti su poredene sa eksperimentalno odredenim vrijednostima. Dobiveni
statisticki parametri, RMSEP=0.288; R%0ps. vs. prea=0.918; i O%cs=0.843 pokazuju dobru
pouzdanost 3D-OSAR modela za predvidanje aktivnosti AT, blokatora (Tabela 5, Slika
181 19), $to dokazuje da je ovaj 3D-OSAR model pouzdan [164,165].
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Slika 19. Kriva odnosa pKi vrijednosti molekula test seta

4.1.2. Odredivanje farmakofora blokatora AT, receptora

Nakon validacije 3D-OSAR modela, odredene su i analizirane najvaznije varijable koje
uticu na aktivnost AT, blokatora. Varijable mogu imati pozitivne i negativne uticaje na

aktivnosti molekula.

Rezultati PLS analize dobivenih 3D-OSAR modela prikazani su u obliku histograma
PLS koeficijenata koji omogucéavaju analizu najuticajnijih varijabli 1 definisanje
farmakofornih karakteristika. Apscisa je podijeljena na dijelove koji reprezentuju
autokorelograme (DRY-DRY; O-O; N1-N1; TIP-TIP) i kroskorelograme (DRY-O;
DRY-NI1; DRY-TIP; O-N1; O-TIP; N1-TIP). Varijable sa pozitivnim vrijednostima y
pozitivno koreliSu sa aktivnoS¢u i obrnuto (varijable sa negativnim vrijednostima y
smanjuju aktivnost).

Prikaz koeficijenata sa najznacajnijim varijablama za aktivnost AT; blokatora je
prikazan na Slici 20. Varijable sa najve¢im uticajem na aktivnost AT, blokatora su:
V868 (NI-TIP), V46 (DRY-DRY), V224 (N1-N1), V732 (O-TIP), V739(O-TIP), V763
(O-TIP), V37 (DRY-DRY), V597 (DRY-TIP), V300 (TIP-TIP), V307 (TIP-TIP).
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Slika 20. Histogrami PLS koeficijenata sa najvaznijim varijablama formiranog 3D-

OSAR modela

Varijable koje negativno uti¢u na aktivnost AT; blokatora su: V868 (N1-TIP), V46
(DRY-DRY) i V224 (N1-N1). Varijable V732 (O-TIP), V739 (O-TIP), V763 (O-TIP),
V37 (DRY-DRY), V597 (DRY-TIP), V300 (TIP-TIP)i V307 (TIP-TIP) pozitivno uticu
na aktivnost AT, blokatora (Tabela 6).
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Tabela 6. Pregled GRIND varijabli i odgovarajucih rastojanja

Var.
VAR Korelogram Rastojanje Napomena
Koeficijenti
Akceptor H-veze, tetrazolna N-grupa ili
V868 NI1-TIP 19.6-20.0 A -0.321 .
O-most, udaljen od sterne tacke.
Rastojanje koje razdvaja hidrofobni oblak
fenil, bifenil ili alifatski lanac nije
V46  DRY-DRY  18.4-188 A -0.398
optimalno. Negativno doprinosi pKi
vrijednosti.
Predstavlja rastojanje izmedu dva
V224 NI1-NI 16.8-17.2 A -0.630  akceptora vodika, tetrazolnog N ili
karboskilne grupe u molekuli.
V732  O-TIP 1.6-2.0 A 0.321  Povecanje rastojanja izmedu donora H
veze, N-grupe tetrazola i bifenila, fenila
V739  O-TIP 4.4-48 A 0370 .. . : .
ili alifatskog lanca daje pozitivan
V763  O-TIP 14.0-14.4 A 0478  doprinos pKi vrijednosti.
Optimalno rastojanje dva hidrofobna
V37 DRY-DRY  14.8-15.2A 0.399 .
bifenila, fenil ili alifatske grupe.
Optimalno rastojanje dva bifenila, fenil ili
V597 DRY-TIP 20.4-20.8 A 0.668 alifatske grupe ima pozitivan uticaj na
vrijednost pKi.
V300 TIP-TIP 10.8-11.2 A 0.339 . o 3
Optimalno rastojanje izmedu dvije sterne
V307 TIP-TIP 13.6-140A 0339  tackeumolekuli
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NI-TIP varijabla (V868) (Slika 21) koja predstavlja rastojanje izmedu akceptora
vodikove veze, karboksilne grupe ili tetrazolnog prstena i topoloSkog podrucja oko
benzenovog prstena ili alifatskog lanca ima negativan uticaj na aktivnost blokatora AT,
receptora. Skoro sve molekule trening seta imaju ovu varijablu, a ne posjeduju je

molekule ChEMBL (146273, 19018, 31544, 328296, 87074, 90483, 90872, 91113 i
92225).

Slika 21. V868 N1-TIP, varijabla koja negativno utice na pKi vrijednost AT, blokatora

DRY-DRY varijabla (V46) (Slika 22) koja definiSe rastojanje izmedu hidrofobnog
oblaka benzenovog prstena i alifatskog lanca ima negativan doprinos prema aktivnosti
AT, blokatora. V46 je prisutna u nekoliko molekula trening seta ChEMBL (1076601,
1076603, 130869, 313392, 88471, 90187, 90834 1 90885).

Slika 22. V46 DRY-DRY, negativan uticaj na pKi vrijednosti AT; blokatora
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NI-NI varijabla (V224) (Slika 23) je nepozeljna varijabla nastala izmedu dva oblaka
akceptora vodika, kao $to su karboksil, karbonil, tetrazol i amino funkcionalne grupe.
Varijabla V224 je prisutna kod 21 molekule trening seta, dok kod ostalih 11 molekula
trening seta ChEMBL (1076603, 19018, 279629, 313392, 31544, 330298, 87074,
90483, 90872, 91113 1 92225) ova varijabla nije formirana.

Slika 23. V224 (N1-N1), visok negativan uticaj na pKi vrijednosti AT, blokatora

Varijabla O-TIP (V732) (Slika 24) predstavlja rastojanje izmedu donora vodikove veze,
tetrazolnog azota, ili amina, kisika u hidroksilnoj grupi i sternih topoloskih regiona
tetrazola ili benzena pokazuje pozitivan uticaj na aktivnost AT; blokatora. Varijabla
V732 se formira kod 13 molekula trening seta: ChREMBL (1076603, 1076604, 130896,
1513, 328296, 330109, 330298, 74767, 90834, 92950, 93159, 93522 1 94106).

Sl

Slika 24. (O-TIP) pozitivan uticaj na pKi vrijednosti.
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O-TIP varijabla (V739) (Slika 25) koja definiSe rastojanje izmedu oblaka donora
vodika, kao $to je tetrazolni azot, azot sekundarnog amina ili karbonilna grupa i sterne
tacke, ima pozitivan uticaj na aktivnost AT, blokatora. V739 varijabla je prisutna u
ve¢ini molekula trening seta, osim kod ChEMBL (11706, 279629, 90483, 91113 i
92225).

Slika 25. V739 (O-TIP), rastojanje izmedu donora vodika i sternog centra pozitivno

uti¢e na aktivnost AT, blokatora

O-TIP varijabla (V763) (Slika 26) izmedu donora vodika, kao S$to je tetrazolni azot ili
amin, 1 sterne tacke, ima pozitivan uticaj na aktivnost AT, blokatora. Ova varijabla je

prisutna kod svih molekula trening seta.

Slika 26. V763 (O-TIP) pozitivno uti¢e na aktivnost AT, blokatora u svim molekulama

trening seta
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DRY-DRY varijabla (V37) (Slika 27) se formira izmedu dva hidrofobna centra u

strukturi ispitivanih molekula, te ima pozitivan uticaj na aktivnost AT, blokatora.

Slika 27. V37 (DRY-DRY) izmedu dva hidrofobna centra pozitivno utie na aktivnost
AT, blokatora

DRY-TIP varijabla (V597) (Slika 28) izmedu hidrofobnog regiona i sternog centra ima
najveéi pozitivni uticaj na aktivnost ispitivanih AT; blokatora. V597 je prisutna kod
ve¢ine molekula trening seta, a ChEMBL (1069, 146273, 312104, 31544, 328296,
74767, 90483, 90872, 91113, 92225) je ne posjeduju.

.

ir = ! -- Illll ,

Slika 28. V597 (DRY-TIP), formirana izmedu hidrofobnog regiona i sternog centra

pozitivno uti¢e na aktivnost AT, blokatora
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TIP-TIP varijable (V300 1 V307) (Slika 29 i 30) izmedu sternih centara alifatskih grupa

1 benzenovog prstena ima pozitivan uticaj na aktivnost AT blokatora. Obje varijable su

prisutne u svim molekulama trening seta.

Slika 29. V300 (TIP-TIP), izmedu sternih centara pozitivno uti¢e na aktivnost AT,
blokatora.

Slika 30. V307 (TIP-TIP) izmedu sternih centara pozitivno utice na aktivnost AT,
blokatora

Dvije molekule u trening setu, ChEMBL92950 i ChEMBLI1513 pokazuju veliku
aktivnost kod razli¢itih tipova AT, blokatora. Ova dva liganda predstavljaju dobre
polazne strukture za dizajniranje novih antagonista AT, receptora koje ¢e imati veéi

potencijal vezivanja za ovaj receptor.
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Slika 31. 3D-farmakofore ChEMBL 1513 i ChEMBL 92950 molekula trening seta
odabranih kao polazna jedinjenja za modeliranje i dizajniranje novih AT, blokatora.
Varijable koje uti€u pozitivno na aktivnost AT; blokatora oznacene su crveno, a

varijable koje negativno uti¢u na aktivnost AT; blokatora oznacene su plavo.

Slika 31 pokazuje varijable sa pozitivnim i negativnim uticajem na aktivhost ChEMBL
1513 i ChEMBL 92950 molekula trening seta odabranih kao polazna jedinjenja za
modeliranje i dizajniranje novih AT, blokatora. Da bi se dizajnirao AT; blokator sa
ve¢om aktivnosti, trebale bi se dodatno potencirati varijable koje imaju pozitivan uticaj

na aktivnost blokatora AT, receptora.

U obje strukture (Slika 31) su prisutni alkilni lanci i biciklusi sa azotom kao mjesta gdje
bi se mogla dodati hidrofobna grupa, alkilni lanac ili voluminozna grupa. Strukturna
modifikacija ovih molekula bazirana je na povecavanju vrijednosti uticaja varijabli
(V732: O-TIP, V739: O-TIP, V763: O-TIP, V37: DRY-DRY, V597: DRY-TIP, V300:
TIP-TIP i V307: TIP-TIP) koje imaju pozitivan uticaj na njihovu aktivnost.
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Sve specificne GRID varijable sa pozitivhim uticajem na aktivnost (V732: O-TIP,
V739: O-TIP, V763: O-TIP, V37: DRY-DRY, V597: DRY-TIP, V300: TIP-TIP i
V307: TIP-TIP) pokazuju da je optimalna udaljenost izmedu tetrazola i bifenilne/fenilne
grupe, kao i izmedu bifenile/fenilne grupe i alifatskog lanca neophodna za aktivnost

AT, blokatora.

Ovi rezultati su poredeni sa skoro objavljenom kristalnom strukturom humanog AT;
receptora u kompleksu sa antagonistom ZD7155 na 2.9-A rezoluciji. AT, receptor-
ZD7155 kompleks kristalne strukture pokazuje klju¢ne interakcije tetrazolnog prstena i
karbonilne grupe sa Arg'®’, alifatskog lanca sa Tyr’ i bifenilnog prstena sa drugim
aminokiselinama na aktivnom mjestu AT, receptora [166]. Nadalje, rezultati daju dobre
uvide u funkciju AT, receptora i vazne interakcije koje bi trebali da ostvare novi AT,
blokatori. Vrlo dobro slaganje izmedu 3D-farmakofora AT; blokatora i vezujuéeg
modela AT, receptor-ZD7155 kompleksa potvrduje visok kvalitet izvedene 3D-QOSAR

studije.

4.1.3. Dizajniranje novih blokatora AT, receptora

Od polaznih jedinjenja za modeliranje i dizajniranje novih AT; blokatora (Slika 31)
izvedeno je 30 novih molekula prikazanih u Tabeli 7. Validirani 3D-QSAR model je

koristen da se predvide vrijednosti pKi novih 30 molekula.

Na osnovu rezultata 3D-OSAR analize izdvojeno je pet molekula ChREMBL (1513-7,
1513-15, 92950-7, 92950-8, 92950-9) kao potencijalno najaktivnijih blokatora AT,

receptora.

Zaklju€eno je da aktivnost molekule raste ako je ciklopropil grupa vezana za ugljik
pozicioniran izmedu dva azota u imidazolnom prstenu (R1). Vezivanje alkilnog lanca
sa karbonilnom grupom za isto mjesto pozitivno doprinosi aktivnosti molekule
(ChEMBL 1513). Sa druge strane, ciklopripilna grupa kod ChEMBL 92950 na poziciji
R2 smanjuje aktivnost molekule. Molekula sa najve¢om aktivnosti ima dvije

jednostavne alkilne grupe kao supstituente.
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Tabela 7. Najpotentniji AT, blokatori i dizajnirane nove strukture

CHEMBLI1513; pKi=9.013

CHEMBL92950; pKi=9.275

N
CHEMBL  RI R2 R3 pKi CHEMBL RI R2 pKi
pred. pred.
i . . i i i ~(CH,);-CH- .
1513-1 (CH,)4-CH; 8.952 92950-1 (CH).CH, CH3 8.800
-CH,-CH-
15132 ~(CH,);-CH; -CH; - 8.950 92950-2 -CH,-CH,-CH; (CH.)-CH, 8.910
1513-3 ~(CH,)4-CH; -CH; - 8.961 92950-3 -CH,-CH,-A -CH; 7.888
-(CH,);-CH-
15134 (CH,).CH, -CH; - 8.780 92950-4 -CH,-CH,-CH; -A 8.655
-CH,-CH
1513-5 «(CH,)3-A - - 8.810 92950-5 -CH,-CH,-A (CH.)-CH, 7.809
1513-6 «(CH,)3-A -CH; - 9.038 92950-6 +(CH,);-CHj -CH; 9.093
1513-7 -A - - 9.288 92950-7 -CH,-CH,-CH; -CH,-CH; 9.494
1513-8 -A -CH; - 8.448 92950-8 ~(CH,);-CH; -CH,-CH; 9.499
15139 -A -CH; -CH; 8.523 92950-9 -(CH,);-0-CH3 -CH; 9.357
1513-10  -CH,-CH,-CH; -CH; -CH; 8.933 92950-10  -CH,-CH,-CH; -CH,-O-CH;  8.694
1513-11  -CH,-A -CH; -CH; 8290 92950-11 -CH,-CH,-CH; 'CCI?TC(:O)‘ 8.478
3
1513-12  CHa(CH:)-CH,- -CH; -CH; 7.978 92950-12 +(CHy)-C(=0)- -CH; 7.833
CH3 CH3
-CH,-CH, (CH3)-
1513-13 CH, (CHy)-CH, - -CH; 7.401 92950-13 -CH,-A -CH,-CH; 8.505
1513-14 éﬁHZ)TC(:O)‘ - -CH; 8.870 92950-14  -CH,-CH,-CH; -A 8.547
3
1513-15  (CH2)s-C(=0)- - -CH; 9.382 92950-15 -CH,-CH,-CH; ~CH(CH;)- 9.082
CH3 CH3
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4.2. OPTIMIZACIJA HPLC METODE ZA ODREDIVANJE
IRBESARTANA I HIDROHLOROTIAZIDA

4.2.1. Odabir parametara optimizacije i analiza strukture

Za optimizaciju i validaciju nove RP-HPLC metode za istovremeno odredivanje
irbesartana i hidrohlorotiazida u kombinovanim farmaceutskim oblicima koriStena je
metodologija eksperimentalnog dizajna. U radu su koristeni puni faktorski dizajn (FFD)
1 metoda povrsine odgovora (RSM). Faktorskim dizajnom odredeni su faktori koji imaju
najvazniju ulogu, dok je metoda povrSine odgovora koriStena da bi se pronaSao opseg u
kome se javljaju optimalni rezultati ispitivanja. Istrazivanje je provedeno u nekoliko
koraka. Prvi korak u istrazivanju je bio da se izvrsi analiza faktora koji potencijalno
mogu uticati na hromatografske procese, odnosno, da se definiSu nezavisne varijable.
Na temelju preliminarnih istrazivanja odabrana su tri faktora, nezavisne varijable, Ciji
uticaj ¢e se ispitivati: sadrzaj metanola u mobilnoj fazi - faktor A, pH mobilne faze -
faktor B i1 temperatura kolone - faktor C. Kao zavisne varijable odabrano je pet
odgovora: rezolucija, simetrija pika irbesartana, simetrija pika hidrohlorotiazida,
vrijeme zadrZavanja irbesartana i vrijeme zadrzavanja hidrohlorotiazida. Kako bi se
utvrdilo koji faktori imaju uticaj na ispitivani odgovor koristen je puni faktorski dizajn
2°, gdje su ispitivani faktori na dva razli¢ita nivoa "niski" i "visoki". Nakon toga,
eksperimentalni dizajn je koriSten za optimizaciju ispitivanih parametara u prethodno
odabranim granicama eksperimenta. Optimalni eksperimentalni prostor optimizovan je
primjenom Derringer-ove funkcije. Nakon optimizacije, metoda je validirana i uspjesno
primijenjena na razdvajanje irbesartana i hidrohlorotiazida i njihovo odredivanje u
komercijalno dostupnim tabletama.

Odabir faktora:

pH mobilne faze - za izvodenje eksperimenta odabrane su granice pH vrijednosti
mobilne faze od 4 do 6. Da bi se mogle odrediti pH grani¢ne vrijednosti mobilne faze
potrebno je poznavanje konstanti jonizacije spojeva koji se razdvajaju hromatografskom
metodom. U okviru definisanih grani¢nih vrijednosti odredena je procentualna
zastupljenost jonskih vrsta u molekulama irbesartana (Slika 32, Tabela 8) i
hidrohlorotiazida (Slika 33, Tabela 9) i procijenjen je uticaj jonizacije na procese

razdvajanja.
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Slika 32. Jonizacioni oblici irbesartana u zavisnosti od pH

Tabela 8. Zastupljnost jonizacionih oblika irbesartana u zavisnosti od pH

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
%-1 0.08 0.76 7.11 43.34 88.12 9496 71.43 20.05 245 0.25 0.03
%-2 99.92 99.24 92.89 56.64 11.52 1.24 0.09 0 0 0 0
%-3 0 0 0 0.02 0.35 3.79 28.47 79.94 97.55 99.75 99.97
cl ¥
W
\{\ B T N ff/ X
1 2 3
cl ,H c_ M
;@\/ —'N\c ) ] ]1 HN\M WM
\\‘\{) 0” b ﬁ/’/’;‘\ 5 o ﬁ“:‘\\o Do’fm‘\\a
4 - 6
cl N
\I
n Hh\..’. -
o N, ,J// \::\r n u/?d\:\"r_: r,z’:" 3 “o
7 ]

Slika 33. Jonizacioni oblici hidrohlorotiazida u zavisnosti od pH
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Tabela 9. Zastupljenost jonizacionih oblika hidrohlorotiazida u zavisnosti od pH

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
%-1 100 100 100 100 99.99 99.92 99.19 9233 51.53 4.55 005 O 0
%-2 0 0 0 0 0 0.04 041 3.78 21.11 18.65 216 0.06 O
%3 0 0 0 0 0 0.04 039 3.62 2021 17.85 207 005 O
%-4 0 0 0 0 0 0 0.02  0.15 0.84 0.74 0.09 0 0
%-5 0 0 0 0 0 0 0 0.1 578 51.04 59.03 1556 1.84
%-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0.08 0.74 086 0.23 0.03
%-7 0 0 0 0 0 0 0 0.01 042 3.70 428 1.13 0.13
%-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0.03 2.72 31.47 8297 98

Na osnovu hemijske strukture ispitivanih jedinjenja utvrden je broj akceptora protona i

protondonorskih grupa (Slika 34).

Slika 34. Proton akceptorske (A) i proton donorske grupe (D) irbesartana (aic) i

hidrohlorotiazida (b i d) pri pH 4.
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Temperatura - pri povecanju temperature kolone dolazi do ubrzavanja procesa koji su
kljuéni za razdvajanje komponenti. Pored toga, samo povecanje temperature smanjuje
viskoznost rastvaraca §to moze uticati na trajanje postupka razdvajanja.

Sastav mobilne faze - mobilnu fazu ¢€ini smjesa tri rastvaraca Ciji je sastav tokom
procesa mijenjan u skladu sa dizajnom eksperimenta. Brzina kretanja komponenti pri
analizi zavisi od polarnosti mobilne faze. Na osnovu poznavanja fizicko-hemijskih
osobina ispitivanih jedinjenja moze se zakljuciti da se irbesartan i hidrohlorotiazid
razlikuju u pogledu polarnosti (irbesartan ima 5 akceptora H i 1 donor; hidrohlorotiazid
ima 5 akceptora i 3 donora H) i lipofilnosti (logPirs = 5,5; logPucr = -0,58) (Slika 34).
Kako hidrohlorotiazid pokazuje kisele osobine, izabrana je mobilna faza sa niskim
vrijednostima pH 1 nepolarna stacionarna faza (C18). Pod navedenim uslovima
ocekivani redoslijed eluiranja ispitivanih jedinjenja je: hidrohlorotiazid (polarnije
jedinjenje), ima krac¢e vrijeme zadrzavanja i brze se eluira, irbesartan (hidrofobniji i

duze se zadrzava u koloni).

Za odredivanje fizicko-hemijskih karakteristika irbesartana i hidrohlorotiazida koriSten
je program Marvin Beans 5.5.0.1. Za dizajn eksperimenta, odabrani faktori (pH mobilne
faze, udio metanola u mobilnoj fazi i temperatura) su varirani na dva nivoa. Faktori i

njihovi nivoi su prikazani u Tabeli 10.

Tabela 10. Faktori i njihovi nivoi

Novi faktora

Faktori ) ) (0)
A CH30H (%) 35 55 45
B pH mobilne faze 4.0 6.5 6.0
C Temperatura(°C) 25 50 35

Pored grani¢nih vrijednosti faktora, eksperimenti su izvedeni i u tri centralne tacke koje
su potrebne radi validacije rezultata (u matrici eksperimenta oznafene sa ,,0%).
Oznakama “-1” 1 “+1” su oznacene “niske” i “visoke” vrijednosti faktora koje su

prethodno odredene dizajnom eksperimenta.
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PosSto se dobro razdvajanje karakterizira dobrom rezolucijom i budu¢i da je vazno
postic¢i kratko vrijeme trajanja analitickog postupka (s prakti¢ne tacke gledista) izabrano
je pet zavisnih varijabli koje su praéene tokom eksperimenta: faktor rezolucije (Rs),
simetrija pika irbesartana (Aswkgp), simetrija pika hidrohlorotiazida (Asucr), vrijeme
zadrzavanja irbesartana (zprs) 1 vrijeme zadrzavanja hidrohlorotiazida (Zzucr).
Prisutnost nekoliko funkcionalnih grupa u molekularnoj strukturi irbesartana i
hidrohlorotiazida, kao $to su bifenilna, imidazol i benzen, ¢ini RP-HPLC metodu

pogodnom za odredivanje njihovog sadrzaja u farmaceutskim oblicima.

Posebno treba ista¢i da je uvodenje metode predstavljalo izazov, jer je odnos koli¢ina

irbesartana 1 hidrohlorotiazida u tabletama bio 12:1 u korist irbesartana.

4.2.2. Analiza uticaja faktora na hromatografske parametre

Faktor rezolucije (Rs)
Matrica eksperimenta sa kodiranim vrijednostima ispitivanih faktora (MetOH-faktor A,

pH mobilne faze — faktor B i temperature kolone — faktor C) kao i odgovori sistema

(faktori rezolucije) prikazani su u Tabeli 11.

Tabela 11. Matrica eksperimenta i vrijednosti faktora rezolucije

Faktori Kodirane vrijednosti faktora

A -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 0 0 0

B -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 0 0 0

C -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 0 0 0
Rs 27.56 7.11 14.68 2.65 2520 5.80 11.56 252 595 533 5.14

Efekti svakog od ispitivanih faktora kao i njihovih interakcija na faktor rezolucije

prikazani su u Tabeli 12.
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Tabela 12. Efekti faktora i njihovih interakcija na faktor rezolucije

Faktori i interakcije Efekti Suma kvadrata % efekat na faktor rezolucije
A-A -15.23 463.906 61.0155
B-B -8.57 146.718 19.2972
C-C -1.73 5.986 0.7873
AB 4.70 44.086 5.7984
AC 1.01 2.040 0.2683
BC 0.10 0.022 0.0029
ABC 0.49 0.470 0.0619

Numericka vrijednost efekta odrazava uticaj faktora na posmatrani odgovor. Na osnovu
Tabele 12 zakljuCeno je da najveci efekat pokazuju faktori A i B. Negativan predznak
znaci da rezolucija opada povec¢anjem vrijednosti ovih faktora. U zadnjoj koloni su dati
procentualni udjeli efekata faktora na faktor rezolucije. ANOVA testom je provjerena
statistiCka znaCajnost efekata. Rezultati testiranja su dati u Tabeli 13 i prikazani graficki

u obliku Pareto dijagrama (Slika 35).

Tabela 13. Rezultati testiranja statisticke znacajnosti efekata faktora na Rs

Stepeni SS

SS model F P
slobode (df) model/df

Model 663.23 7 94.75 537.93 0.0019
A-A 463.91 1 463.91 2633.83  0.0004
B-B 146.72 1 146.72 833.00 0.0012
C-C 5.99 1 5.99 33.98 0.0282
AB 44.09 1 44.09 250.3 0.0040
AC 2.04 1 2.04 11.58 0.0765
BC 0.022 1 0.022 0.13 0.7573
ABC 0.47 1 0.47 2.67 0.2438

R? 0.9995

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.
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Slika 35. Graficki prikaz rezultata testiranja statisticke znacajnosti efekata faktora na Rs

(granicna vrijednost t=4.20662 za p=0.05)

Niska vrijednost p ukazuje na statisticki znacajan regresioni model (p<0.05). Visoka
vrijednost R’ u ovom modelu znaci da se preko 99.95% varijacija u eksperimentu moze
objasniti predlozenim modelom. Vrijednost F 537.93 znaci da je model znacajan tj. da
dobro opisuje korelaciju (postoji samo 0.19% vjerovatnoce da su dobivene vrijednosti
posljedica greske). Kada se govori o faktorima, znacajni su oni kod kojih je vrijednost p
manja od 0.05. Kada je utvrdeno koji su parametri statisticki znacajni uspostavljena je
korelacija, tj. naden je matematicki model koji ih opisuje. U navedenom slucaju
znacajni su faktori A, B, C i AB interakcija. Odnos izmedu faktora A, B i C i faktora

rezolucije moze se predstaviti opStim polinomijalnim modelom:
Y=5b0+b;A+b>B+b3;C+b;,AB+b;3AC+b3BC +b13ABC

gdje je by odsjeCak na ordinati, a by, by, bs, b1z, bis, bas 1 bias regresioni koeficijenti dok

su A, B i C nezavisno promjenljive veli¢ine (faktori). U navedenom slucaju, za model

ovisnosti faktora rezolucije o nezavisno promjenljivim veli¢inama (faktorima i njihovim

interakcijama) jednacina poprima sljede¢i oblik:

Rs =+12.14-7.624-4.28B-0.87C+2.35AB+0.514C+0.052BC+0.24 ABC
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Ovisnost faktora rezolucije o faktorima A, B i C je prikazana grafi¢ki 3D dijagramima

na Slikama 36 1 37.

Design-Expert® Software
R1

27.56
2.52

7

= A- FFIITEF
X1=A:A ,’,,:;Ir:’:”:’:’t’ Z

X2=B:B

Actual Factor
C:C = 0.00

Slika 36. 3D dijagram ovisnosti faktora rezolucije o udjelu metanola (A) i pH mobilne

faze (B)

Na osnovu prikazanog 3D dijagrama (Slika 36) zaklju¢uje se da na faktor rezolucije
vecéi uticaj pokazuje procenat udjela metanola u mobilnoj fazi od pH mobilne faze.
Takoder, iz dijagrama se vidi da faktor rezolucije raste sa pomijeranjem vrijednosti

faktora A prema nizim kodiranim vrijednostima.

Desig n-Expert® Software
R1
27.56
252
X1=AA
X2=C:C

Actual Factor
B: B= 0.00

Slika 37. 3D pregled ovisnosti Rs o temperaturi (C) 1 udjelu metanola (A) u mobilnoj

fazi
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Retenciono vrijeme irbesartana

Retenciono vrijeme irbesartana je vazan parametar, jer vrijeme trajanja analize direktno
korelira sa vremenom zadrzavanja irbesartana (irbesartan je lipofilnija komponenta i
duZze se zadrzava u koloni). Primjenom faktorskog dizajna procijenjen je uticaj faktora i

njihovih interakcija na vrijeme zadrzavanja irbesartana (¢zrg) (Tabela 14).

Tabela 14. Matrica eksperimenta i vrijednosti retencionih vremena

Faktori Kodirane vrijednosti faktora

A -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 0 0 0

B -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1 0 0 0
C -1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 0 0 0
IR RB 145 372 814 284 976 322 535 260 368 344 331

U Tabeli 14 su prikazane kodirane vrijednosti faktora: %MetOH - faktor A, pH mobilne
faze — faktor B i temperature kolone — faktor C; pradeno je retenciono vrijeme
irbesartana. UnoSenjem kodiranih vrijednosti kombinacija faktora i pripadaju¢ih
vrijednosti vremena zadrzavanja irbesartana za svaku kombinaciju faktora, te njihovom
evaluacijom uz pomo¢ programa Design expert 7.0 utvrdeni su uticaji faktora na tzrp
(Tabela 15). U posljednjoj koloni Tabele 15 dati su procentualni udjeli efekata faktora

na retenciju irbesartana.

Tabela 15. Uticaj faktora i njihovih interakcija na retenciono vrijeme irbesartana

Faktori i interakcije Efekti Suma kvadrata % efekat na fzirs
A-A -6.3555 80.7848 56.3181
B-B -3.083 19.0098 13.2524
C-C -2.0855 8.69862 6.06414
AB 2.333 10.8858 7.58889
AC 1.7135 5.87216 4.09371
BC 0.568 0.645248 0.449827
ABC -0.438 0.383688 0.267484

ANOVA testom je provjerena statistiCcka znacajnost ovih efekata i dobivenog modela

(Tabela 16).
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Tabela 16. Rezultati testiranja statisticke znacajnosti odnosa #zirp 1 faktora A, BiC

S8 model jlfgggé (df) iidel/df F P

Model 126.28 7 18.04 520.54 0.0019
A-A 80.78 I 80.78 233102 0.0004
B-B 19.01 I 19.01 548.52 0.0018
Cc-C 8.70 I 8.70 251.00 0.0040
AB 10.89 I 10.89 314.11 0.0032
AC 5.87 I 5.87 169.44 0.0059
BC 0.65 I 0.65 18.62 0.0497
ABC 0.38 I 0.38 11.07 0.0797

R’ 0.9995

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.

1z tabele se moze zakljuciti da na retenciju irbesartana najveci uticaj imaju faktori A, B,
C, te AB 1 AC interakcija. Niska vrijednost p (p=0.0019), visoka vrijednost koeficijenta
regresije (R* = 0.9995) kao i vrijednost F (520.54) ukazuju na statisticku znacajnost
modela. StatistiCka znacajnost ispitivanih faktora (faktori kod kojih je p manje od 0.05)
prikazana je graficki (Slika 38).

66.261 A
o 58.21-
n
m
-
v 21.14- B
o
2 2
b AC
£ 12071
BC ABC
0.00_ L O T
[ [ [ [ [ [ [
1 2 3 4 5 6 7

Slika 38. Graficki prikaz rezultata testiranja statisticke zna€ajnosti efekata faktora na

trirp (granicna vrijednost t=4.20662 za p=0.05)
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Odnos statisticki znacajnih faktora A, B 1 C 1 interakcija na hromatografski

parmetar retencije irbesartana predstavljen je polinomijalnim modelom:
trirg= 1t6.28 -3.184 -1.54 B -1.04C+1.17AB +0.86 AC +0.28B C -0.22 ABC
Ovisnost faktora retencije irbesartana o faktorima A, B i1 C je prikazana i graficki, 3D

dijagramima (Slika 39 1 40).

Design-Expert® Software

14.567
2.605

RS

<

X1=AA _—_—.
R
AN

X2=B:B

Actual Factor
C:C=0.00

Slika 39. 3D prikaz ovisnosti vremena zadrzavanja irbesartana o promjeni sadrzaja

metanola u mobilnoj fazi (A) i pH mobilne faze (B)

Design-Expert® Software

14.567
2.605
X1=AA R T S

SRR =
xazar \*\\\\\\\\\\QQQQ\‘S§§§§
A X

Actual Factor M N

N
 SRSNNNSSAN

‘
B:B=0.00 RSN i
I

1 -1.00

Slika 40. 3D prikaz ovisnosti vremena zadrzavanja irbesartana o promjeni sadrzaja

metanola u mobilnoj fazi (A) i temperaturi (C)
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Sa Slike 39 se moze zakljuciti da, slicno uticaju na faktor rezolucije, i ovdje fzrs u
vecoj mjeri zavisi od sadrZaja metanola u mobilnoj fazi nego $to ovisi od pH mobilne
faze. Analiziraju¢i dijagram na Slike 40 uocCava se da promjena temperature nema

znacajnu ulogu u promjeni retencionog vremena irbesartana.

Faktor simetrije pika irbesartana

Uticaj faktora i interakcija na simetriju pika irbesartana (A4sirg) prikazan je u Tabeli 17.
Rezultati su pokazali da na simetriju pika irbesartana najve¢i efekat pokazuje pH
mobilne faze, dok sadrzaj metanola u mobilnoj fazi nije statisticki znaCajan efekat

(Slika 41).

Tabela 17. Tabelarni prikaz uticaja faktora i njihovih interakcija na Asirs

Faktori i interakcije ~ Efekti Suma kvadrata % efekat na Asirp
A-A -0.0125 0.0003125 0.0806963

B-B 0.3875 0.300312 77.5491

C-C 0.0725 0.0105125 2.71462

AB -0.1475 0.0435125 11.2361

AC 0.0875 0.0153125 3.95412

BC 0.0475 0.0045125 1.16525

ABC 0.0625 0.0078125 2.01741

Statisticka znacajnost faktora prikazana je u Tabeli 18.

Tabela 18. Rezultati testiranja statisticke znacajnosti odnosa Aspg 1 faktora A, BiC

Stepeni
SS model slobode (df) SS model/df F P

Model 0.38 7 0.055 409.59 0.0024
A-A 3.125E-004 1 3.125E-004 2.34 0.2654
B-B 0.30 1 0.30 2252.34 0.0004
C-C 0.011 1 0.011 78.84 0.0124
AB 0.044 1 0.044 326.34 0.0031
AC 0.015 1 0.015 114.84 0.0086
BC 4.512E-003 1 4.512E-003 33.84 0.0283
ABC 7.813E-003 1 7.813E-003  58.59 0.0166

R’ 0.9993

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.
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StatistiCka znacajnost ispitivanih faktora (faktori kod kojih je p manje od 0.05)
prikazana je graficki (Slika 41).
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Slika 41. Graficki prikaz rezultata testiranja statisticke znacajnosti efekata faktora na

Asrg (grani¢na vrijednost t=4.20662 za p=0.05)

Matematicki model odnosa izmedu faktora A, B i C i Asgp predstavljen je
polinomijalnim modelom:
Asirp=1.23 - 6.250E-0034 + 0.19B + 0.036C — 0.0744AB + 0.044AC + 0.024BC +
0.0314BC
Sa dijagrama na Slici 42 zakljucuje se da simetrija pika irbesartana ne zavisi znacajno o
promjenama sadrzaja metanola (A) u mobilnoj fazi i da veéi uticaj pokazuje temperatura

kolone.
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Slika 42. 3D prikaz ovisnosti Asirp 0 faktorima sadrzaja metanola u mobilnoj fazi (A) 1

temperaturi (C)
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Na osnovu zakrivljenosti 3D dijagrama moze se zakljuciti da se odnosi tokom promjena
mijenjaju, odnosno da su vrijednosti simetrije pika male pri visokom procentualnom
uceS¢u metanola u mobilnoj fazi i niskoj temperaturi kolone kao i pri niskom sadrzaju

metanola i visokim temperaturama kolone.

Za razliku od sadrzaja metanola u mobilnoj fazi, simetrija pika irbesartana jako je

ovisna o pH mobilne faze §to se vidi po velikom nagibu dijagrama (Slika 43).
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Slika 43. 3D dijagram ovisnosti Asirp 0 faktorima pH mobilne faze (B) i temperature

©)
Posmatranjem 3D dijagrama sa Slike 43 zakljuCeno je da na simetriju pika irbesartana
najvise utiCe pH mobilne faze, dok sastav mobilne faze i temperatura, iako statisticki
znacajni faktori, pokazuju manji uticaj.

Faktor simetrije pika hidrohlorotiazida

Prikaz uticaja faktora i njihovih interakcija na simetriju pika hidrohlorotiazida (4Asucr)

prikazan je u Tabeli 19.
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Tabela 19. Tabelarni prikaz uticaja faktora i njihovih interakcija na Asucr

Faktori i interakcije ~ Efekti Suma kvadrata % efekat na Asycr
A-A -0.065 0.00845 8.27989

B-B 0 0 0

C-C -0.135 0.03645 35.7162

AB 0.04 0.0032 3.13558

AC 0.155 0.04805 47.0827

BC 0 0 0

ABC -0.03 0.0018 1.76376

Ispitana je statisticka znacajnost svakog faktora. Rezultati su prikazani u Tabeli 20 i

Slici 44.

Tabela 20. Rezultati testiranja statisticke znac¢ajnosti odnosa Aspct 1 faktora A, B1C

SS model Stepeni SS model/df F P
slobode (df)

Model 0.098 7 0.014 59.97 0.0165
A-A 8.450E-003 1 8.450E-003  36.21 0.0265
B-B 0 1 0 0 1.0000
C-C 0.036 1 0.036 156.21 0.0063
AB 3.200E-003 1 3.200E-003  13.71 0.0658
AC 0.048 1 0.048 205.93 0.0048
BC 0 1 0 0 1.0000
ABC 1.800E-003 1 1.800E-003  7.71 0.1089

R? 0.9953

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.

Matematicki model koji opisuje korelaciju pra¢enog hromatografskog parametra i
ispitivanih faktora prikazan je jednacinom:
Aspcr =1.32 —0.0324 + 0.000B — 0.068C + 0.0204B + 0.0784C + 0.000BC —
0.015ABC
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Slika 44. Graficki prikaz rezultata testiranja statisticke zna€ajnosti efekata faktora na

Asucr (grani¢na vrijednost t=4.20662 za p=0.05)
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0.00

C: temp.
Slika 45. 3D dijagram ovisnosti Asyct 0 faktorima temperature (C) i pH mobilne faze
(B)
Iz dijagrama na Slici 45 1 46 vidi se da simetrija pika hidrohlorotiazida pri visokim
vrijednostima sadrzaja metanola u mobilnoj fazi ne ovisi znac¢ajno o temperaturi, dok je
efekat temperature znatno izrazeniji pri niskim vrijednostima sadrZaja metanola u
mobilnoj fazi. Za razliku od efekta pH mobilne faze na simetriju pika irbesartana, ovaj

faktor nema nikakvog efekta na simetriju pika hidrohlorotiazida.
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X1 = A %emetanola
X2=C: temp. 1.80
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Slika 46. 3D prikaz ovisnosti Asgcr 0 faktorima udjela metanola u mobilnoj fazi (A) i

temperature (C)
Retenciono vrijeme hidrohlorotiazida

Prikaz uticaja faktora i njihovih interakcija na retenciono vrijeme hidrohlorotiazida

prikazan je u Tabeli 21.

Tabela 21. Tabelarni prikaz uticaja faktora i njihovih interakcija na  vrijeme

zadrzavanja hidrohlorotiazida

Faktori i interakcije Efekti Suma kvadrata % efekat na tryct
A-A -0.35025 0.24535 64.92
B-B 0.03175 0.00201 0.53
C-C -0.21775 0.09483 25.09
AB -0.02175 0.00094 0.25
AC 0.11575 0.02679 7.09
BC -0.01425 0.00040 0.10
ABC 0.00925 0.00017 0.04

Iz prikazane Tabele 21 moze se zakljuciti da na retenciju hidrohlorotiazida procentualno
najveci uticaj ima sadrZaj metanola u mobilnoj fazi. Pored toga, znacajni su i faktori
temperatura kolone i interakcija ova dva faktora. Statisticka znacajnost svih faktora i

interakcija prikazani su u Tabeli 22 i na Slici 47.
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Tabela 22. Rezultati testiranja statistiCke znacajnosti odnosa vremena zadrZavanja

hidrohlorotiazida i faktora A, BiC

SS model Stepent SS model/df F P
slobode (df)
Model 0.37 7 0.053 14.70 0.0652
A-A 0.25 1 0.25 68.13 0.0144
B-B 2.016E-003 1 2.016E-003  0.56 0.5323
C-C 0.095 1 0.095 26.33 0.0359
AB 9.461E-004 1 9.461E-004 0.26 0.6593
AC 0.027 1 0.027 7.44 0.1122
BC 4.061E-004 1 4.061E-004 0.11 0.7690
ABC 1.711E-004 1 1.711E-004  0.048 0.8477

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.
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Slika 47. Graficki prikaz rezultata testiranja statisticke zna€ajnosti efekata faktora na

truct (granicna vrijednost t=4.20662 za p=0.05)

Ovisnost se moze prikazati modelom:

tRucr = +2.49-0.184 + 0.016B - 0.11C - 0.0114B + 0.058 AC - 7.125E-003BC +
4.625E-0034 BC
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4.2.3. Multikriterijumski pristup optimizaciji metode

Na osnovu dobivenih rezultata moze se zakljuciti da faktorski dizajn daje uvid u
pojedinacne efekte koji utiCcu na ispitivani proces i da se efekti mogu pratiti
istovremeno, $to znacajno skracuje postupak evaluacije metode. Dobiveni rezultati su
pokazali da najve¢i uticaj na faktor rezolucije i retenciono vrijeme irbesartana ima
procentualni udio metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze. Najbolje razdvajanje
ispitivanih jedinjenja postignuto je pri najnizim grani¢nim vrijednostima ispitivanih
faktora, ali je tada vrijeme trajanja analize najduze. S druge strane, povecanjem
procenta metanola u mobilnoj fazi skracuje se vrijeme analize, ali se smanjuje i faktor
rezolucije. Obzirom da odabrane varijable ne utiCu na posmatrane odgovore na isti

nacin, neophodna je dodatna metoda optimizacije.

Da bi se dobili optimalni hromatografski uslovi primijenjena je metodologija
multikriterijumskog odlu¢ivanja, odnosno Derringerova funkcija pozeljnih odgovora.
Derringer-ova funkcija poZzeljnih odgovora je metoda kojom se vrSi istovremena
optimizacija viSe nezavisno promjenjivih veli¢ina prema ve¢em broju posmatranih
odgovora. Funkcije pozeljnih odgovora transformisu razliCite karakteristike sistema u
jedan jedinstveni cilj (transformiSu mjerne karakteristike predvidenih odgovora sistema,

¥, u bezdimenzionalnu skalu) [167].

Derringer-ova funkcija pozeljnih odgovora se zasniva na odredivanju individualne
funkcije pozeljnih odgovora (d;) koja daje informacije o tome kako kombinacije
faktorskih nivoa zadovoljavaju postavljeni cilj za svaki od posmatranih odgovora.
Individualna funkcija pozeljnih odgovora, d;, se krece od 0 (nepoZzeljan odgovor) do 1
(najpozeljniji odgovor). U oba slucaja d; ¢e varirati nelinearno, dok se priblizava
pozeljnoj vrijednosti. Vrijednost w; (weight) dodjeljuje istraziva¢ i ona se moze kretati
od 0,1 do 10. Ova vrijednost odreduje izgled funkcije d; (linearna, konkavna,
optimizacije. Kada je vrijednost w; ve¢a od 1 kao prihvatljivi odgovori se uzimaju oni

koji su blize postavljenom cilju, a kada je wi manje od 1, prihvataju se i oni odgovori
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koji ne ispunjavaju u potpunosti postavljeni cilj. Kada je vrijednost w; = 1, funkcija je

linearna. U ovom radu odabrana vrijednost je w; = 1, za sve posmatrane odgovore.

Globalna funkcija pozeljnih odgovora (D) se definiSe individualnim funkcijama
pozeljnih odgovora (d;) 1 odreduje u kom stepenu kombinacije faktorskih nivoa
zadovoljavaju postavljene ciljeve za sve odgovore sistema. Ona predstavlja
geometrijsku sredinu individualnih funkcija pozeljnih odgovora i moze se izraziti
jednacinom:
D = (dl”‘xd Jix..xd P )l/n
gdje je:
n — broj odgovora

pn — “weight’ odgovora

Postoji nekoliko nacina izraCunavanja funkcije pozeljnih odgovora, u zavisnosti od toga
da 1li svaki od n odgovora treba biti maksimiziran ili minimiziran ili ima ciljnu

vrijednost. Ako odgovor treba biti maksimiziran, vrijednost d; se definiSe jedna¢inom:

di Z[w] ’ymin S.)?Symax
ymax _ymin

di = 1’.)7>ymax ’dl = 0’.)7<ymm
gdje su:

Vmin, Ymax — Najnize i najvise vrijednosti dobivene za odgovor i
Wi — weight

Vrijednost p, predstavlja relativan znacaj svake od individualnih funkcija poZzeljnih
odgovora, d; tj. relativnu tezinu. U veéini kompjuterskih programa ova vrijednost se
oznaCava kao importance. Vrijednost p; dodjeljuje istrazivac i ona se kre¢e od 0,1
(najmanje znacajno) do 10 (najznacajnije). Vrijednost D bliska jedinici znac¢i da je
kombinacija razli¢itih kriterijuma optimalna, dok vrijednost D jednaka 0 ukazuje na
krajnje nepozeljne odgovore. Ako se bilo koji od posmatranih odgovora ili varijabli
nade izvan opsega poZzeljnosti, globalna funkcija dobija vrijednost 0. Ciljevi

optimizacije za svaki od posmatranih odgovora su prikazani u Tabeli 23.
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Tabela 23. Kriteriji za multivarijantnu optimizaciju pojedinih odgovora

Cilj Donja granica ~ Gornja granica Tezina Znacaj
%metanola U rasponu -1 1 1 3
pH Urasponu -1 1 1 3
T Urasponu -1 1 1 3
Rs Cilj=3 2.52 27.56 1 3
ASIrRB Urasponu  0.97 1.52 1 1
Asucr U rasponu 1.2 1.53 1 1
IRIRB Cilj=5 2.605 14.567 1 5
RHCT U rasponu  2.258 2.867 1 5

IzraCunavanje funkcije poZeljnih odgovora je izvedeno primjenom programa Design-
Expert® 7.0., a dobiveni rezultati su graficki prikazani (Slika 48). Na Slici 48 je
prikazan linearan oblik svake od pojedni¢anih funkcija, Sto je u skladu sa odabranim

vrijednostima w; = 1.

-

1.00 %Metanol=0.19  1.00 -1.00 pH=1.00 1.00
3
-1.00 T=-1.00 1.00 2.52 Rs =7.54 27.56
0.97 AS 1rB=1.33 1.52 1.2 ASHcT=1.37 1.53
5
2.6 tRIRE =4.99 14.56 2.26 IRHCT =2.57 2.87

Desirability=0.926

Slika 48. Graficki prikaz ogranicenja prihvacenih prilikom izra¢unavanja globalne

funkcije pozeljnih odgovora i dobiveni optimalni uslovi.

Vizualizacija zavisnosti posmatranih odgovora od promjene ispitivanih varijabli i brz

odabir pravih optimalnih uslova omoguc¢ili su konstruisanje 3D dijagrama. Dobiveni 3D
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dijagrami prikazani su na Slikama 49, 50 1 51 na kojima se mogu uociti optimalni
hromatografski uslovi, uticaj svake od ispitivanih varijabli kao i njihova interakcija na
posmatrane odgovore. Na svakom od dijagrama prikazana je interakcija dvije varijable,

dok je za trecu varijablu odabrana konstantna, optimalna vrijednost.
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Slika 49. 3D dijagram globalne funkcije pozeljnih odgovora D = f (% metanola, pH
mobilne faze); T=35°C
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Slika 50. 3D dijagram globalne funkcije poZeljnih odgovora D = f (% metanola,
temperatura); pH=6.0
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Slika 51. 3D dijagram globalne funkcije pozeljnih odgovora D = f (pH mobilne faze,
temperatura); CH;0H=45 %

Koordinate koje odgovaraju maksimumima prikazanih funkcija su izabrane kao najbolji
hromatografski uslovi. Vrijednosti ispitivanih varijabli koje daju najvisu vrijednost
globalne funkcije poZeljnih odgovora su bile (u kodiranim vrednostima): 0.19 za %
metanola u mobilnoj fazi, 1 za pH mobilne faze i -1 za temperaturu kolone. Zamjenom
kodiranih vrijednosti dobijaju se vrednosti ispitivanih varijabli koje daju najvisSu
vrijednost globalne funkcije pozeljnih odgovora: 47 % metanola, pH 6.5 i1 temperatura

kolone 25 °C. Na Slici 52 prikazan je hromatogram ispitivanih jedinjenja prije

optimizacije.
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Slika 52. Hromatogram prije optimizacije metode razdvajanja irbesartana i

hidrohlorotiazida
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Slika 53. Hromatogram poslije optimizacije metode razdvajanja

Na Slici 53 prikazan je hromatogram dobiven pod optimalnim, prethodno definisanim

hromatogramskim uslovima.

4.2.4. Validacija HPLC metode za odredivanje irbesartana i hidrohlorotiazida

Nakon optimizacije, HPLC metoda je validirana pod optimalnim uslovima u
skladu sa vaze¢im ICH smjernicama [168], te je ispitana njena primjenjivost na
ispitivanje sadrzaja irbesartana i hidrohlorotiazida u tabletama. Tokom validacije
analiticke metode ispitani su osnovni validacijski parametri: tacnost, preciznost,
selektivnost, linearnost, robusnost, limiti kvantifikacije (LOQ), te limiti detekcije

(LOD).

Metoda je precizna, tacna, selektivna i linearna u rasponu koncentracija 0.08 - 0.4
mg/mL za irbesartan i 0.02 - 0.1 mg/mL za hidrohlorotiazid, te se moZe primijeniti za

istovremeno odredivanje irbesartana i hidrohlorotiazida u tabletama.

Hromatografski uslovi u toku validacije su bili jednaki pri ispitivanju svih parametara.
Odnos sastava mobilne faze je bio: pufer : metanol : THF =43 : 47 : 10, temperatura

kolone 25°C, pH = 6.5, brzina protoka 0.75 mL/min.
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4.2.4.1. Linearnost

Odredivanjem linearnosti metode definisan je opseg koncentracija za koje vazi
Lambert-Beer-ov zakon, odnosno, podru¢je gdje su rezultati proporcionalni
koncentraciji analita u uzorku. Izracunata je jednacina prave, koeficijent regresije, nagib

1 odsjecak prave.
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Slika 54. Kalibraciona kriva za odredivanje hidrohlorotiazida
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Slika 55. Kalibraciona kriva za odredivanje irbesartana
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Tabela 24. Statisticki parametri za kalibracione krive irbesartana i hidrohlorotiazida

Parametar Irbesartan Hidrohlorotiazid
Koncentracijski opseg (mg/mL) 0.08-0.4 0.02-0.1
Koeficijent pravca 2.448 8.609

Odsjecak 0.035 0.0732

R? 0.9976 0.9954

t* 1.872 1.256

LOD 0.02 0.006

LOQ 0.06 0.018

* tap = 2.447 (p = 0.05, £=6)
4.2.4.2. Preciznost metode

Priprema rastvora za odredivanje preciznosti metode opisana je u
eksperimentalnom dijelu. Preciznost metode je odredena od strane dva analiti¢ara pri
¢emu je svaki analtiar izveo po Sest eksperimenata za svaku ispitivanu supstancu. Na
osnovu dobivenih rezultata izracunate su vrijednosti Recovery, SD, % RSD 1 nivo

pouzdanosti odredivanja irbesartana i hidrohlorotiazida.

Tabela 25. Odredivanje preciznosti metode (analitiar A-hidrohlorotiazid)

Test Odgovor Odvaga Koncentracija Odredena koncentracija Recovery
(mg)  (mg/mL) (mg/mL) (%)
1 4312832 1.01 0.04042 0.04157 102.86
2 4318976  1.00 0.04019 0.04164 103.61
3 4309326  1.00 0.04 0.04153 103.83
4 4315915 1.01 0.04048 0.04161 102.79
5 4312951 1.00 0.04029 0.04158 103.2
6 4325224  1.01 0.04038 0.04172 103.3
Srednja vrijednost (Recovery) 103.27
SD 0.41
RSD 0.4
Nivo pouzdanosti 103.27+0.8
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Tabela 26. Odredivanje preciznosti metode (analitiar B-hidrohlorotiazid)

Odvaga Koncentracija Odredena koncentracija Recovery
Test OdeOVOr () (mg/mi) (mg/mL) (%)
1 4319887 1.01 0.04048 0.04166 102.9
2 4319432 1.00 0.04022 0.04165 103.54
3 4313756  1.00 0.04029 0.04158 103.22
4 4319459 1.01 0.04058 0.04165 102.65
5 4325450 1.01 0.04045 0.04171 103.12
6 4307197 1.01 0.04061 0.04151 102.22
Srednja vrijednost (Recovery) 102.94
SD 0.47
RSD 0.45
Nivo pouzdanosti 102.94+0.9
Tabela 27. Odredivanje preciznosti metode (analitiCar A-irbesartan)
Odvaga Koncentracija  Odredena koncentracija Recovery
Test Odgovor (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%)
1 4379998  4.03 0.16109 0.16452 102.13
2 4380434  4.02 0.16067 0.16453 102.4
3 4373408  4.01 0.16048 0.16425 102.35
4 4375552  4.03 0.16106 0.16434 102.04
5 4373377  4.02 0.16061 0.16425 102.27
6 4384451 4.02 0.16083 0.1647 102.4
Srednja vrijednost
(Recovery) 102.26
SD 0.15
RSD 0.14
Nivo pouzdanosti 102.26+0.30
Tabela 28. Odredivanje preciznosti metode (analitiCar B-irbesartan)
Odvaga  Koncentracija ~ Odredena koncentracija Recovery
Test Odgovor (mg) (mg/mL) (mg/mL) (%)
1 4385910 4.02 0.16083 0.16476 102.44
2 4381452 4.01 0.16058 0.16458 102.49
3 4372056 4.01 0.16054 0.16419 102.27
4 4380837 4.03 0.16125 0.16455 102.05
5 4377901 4.02 0.16067 0.16443 102.34
6 4366337 4.09 0.16396 0.16396 101.88
Srednja vrijednost (Recovery) 102.25
SD 0.24
RSD 0.23
Nivo pouzdanosti 102.25+0.5
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4.2.4.3. Tacnost metode

Tacnost metode je ispitana kao stepen podudaranja izmedu stvarne vrijednosti i
vrijednosti dobivene primjenom analitickog postupka i rezultat je izrazen kao postotak
iskoriStenja (Recovery).

Za ispitivanje tacnosti koriStena su tri rastvora razli¢ite koncentracije hidrohlorotiazida i
irbesartana: 0.032 mg/mL 1 0.128 mg/mL; 0.04 mg/mL i 0.16 mg/mL; 0.048 mg/mL i
0.192 mg/mL. Otopine su filtrirane kroz najlon filter 0.45 um i koristene kao uzorci.

Tabela 29. Rezultati odredivanja ta¢nosti HPLC metode za odredivanje
hidrohlorotiazida

.. Odredena
Odvaga Koncentracija . Recovery

Test (mg) Odgovor (mg/mL) Koncentracija (%)

: : (mg/mL) i
1 0.809 3553277 0.0323 0.03283 101.38
2 0.802 3561306 0.0321 0.03292 102.58
3 0.808 3553096 0.0323 0.03283 101.48
4 1.010 4312832 0.0404 0.04157 102.86
5 1.004 4318976 0.0401 0.04164 103.61
6 1.000 4309326 0.0400 0.04153 103.83
7 1.216 4922559 0.0486 0.04859 99.9
8 1.208 4913346 0.0483 0.04849 100.28
9 1.207 4925476 0.0482 0.04863 100.7

Tabela 30. Rezultati odredivanja tatnosti HPLC metode za odredivanje irbesartana

. Odredena
Odvaga Koncentracija . Recovery
Test (mg) Odgovor (mg/mL) Koncentracija %)
(mg/mL)
1 3.208 3542408 0.1283 0.13039 101.59
2 3.204 3550770 0.1281 0.13073 101.98
3 3.220 3546630 0.1288 0.13056 101.37
4 4.022 4379998 0.1609 0.16452 102.25
5 4.016 4380434 0.1606 0.16453 102.4
6 4.007 4373408 0.1602 0.16425 102.47
7 4.815 5098326 0.1926 0.19379 100.61
8 4.826 5093713 0.1930 0.19360 100.28
9 4.811 5102597 0.1924 0.19396 100.79
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4.2.4.4. Selektivnost metode

Selektivnost metode je potvrdena snimanjem spektara rastvora placebo uzorka i
standarda. Na Slici 56 prikazan je hromatogram placeba, dok su hromatogrami sa

rastvorima aktivnih supstanci prikazani na Slici 52 1 53.
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Slika 56. Hromatogram rastvora placeba

4.2.4.5. Robusnost metode

Ispitivanjem robusnosti metode ispitana je otpornost analitickog postupka na
male, namjerne promjene parametara metode. Kod ispitivanja robusnosti metode
namjerno su mijenjani radni parametri unutar realnih granica i pracena je kvantitativna
promjena rezultata. Kod postavljene RP-HPLC metode ispitan je uticaj variranja pH
vrijednosti mobilne faze, variranje sastava mobilne faze, te rad pri razli¢itim

temperaturama.
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4.3. OPTIMIZACIJA HPLC METODE ZA ODREDIVANJE
LOSARTANA I HIDROHLOROTIAZIDA

4.3.1. Analiza strukture molekula i primjena eksperimentalnog dizajna

Prisustvo funkcionalnih grupa tetrazola, imidazola i1 bifenila u strukturi losartana
(LOS) (Slika 58), €ini reverzno faznu HPLC metodu sa SPDA detektorom pogodnu za
odredivanje ovog jedinjenja u smjesi sa hidrohlorotiazidom. U cilju evaluacije
retencionog ponasanja i separacije molekula odreden je jonizacioni profil losartana i
hidrohlorotiazida. Distribucija jonizacionih oblika losartana u zavisnosti od pH je
uradena u programu MarvinSketch, a rezultati prikazani na Slici 57. Jonizacioni profil

hidrohlorotiazida je prikazan u radu u prethodnom poglavlju (Slika 33).

Slika 57. Jonizacioni oblici losartana u zavisnosti od pH

U istom programu odreden je broj grupa donora i akceptora protona (vodika) za

losartan i hidrohlorotiazid (Slika 58 1 59).
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Slika 58. Akceptori protona (A) i donori protona (D) losartana pri pH 4 (a) i pH 6 (b)
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Slika 59. Akceptori protona (A) i donori (D) hidrohlorotiazida pri pH 4 (a) i pH 6 (b)

Literaturni podaci pokazuju da losartan ima dvije pKa vrijednosti (4.12, imidazolni
azot; 8.30, tetrazolni azot), a na pH 4 prisutan je kao mjeSavina molekularnog oblika
(43.01%) 1 monoprotonskog oblika (56.97%). Hidrohlorotiazid ima tri pKa vrijednosti

(9.09, sulfonamid; 9.83 cikli¢ni sulfonamid; 11.31, sekundarni amin).

Na vec¢im pH vrijednostima hidrohlorotiazid je prisutan kao ravnotezni oblik razli¢itih
deprotoniranih oblika. Kada se uzmu u obzir kiselinsko-bazne osobine losartana i
hidrohlorotiazida, moze se zakljuciti da je interval pH vrijednosti mobilne faze od 4.0
do 6.0 najpogodniji za buduce istrazivanje. U ovom intervalu, losartan je djelimi¢no
jonizovan, dok je hidrohlorotiazid potpuno nejonizovan, pa bi pod ovim uslovima

oc¢ekivani red retencije bio: hidrohlorotiazid, a nakon njega losartan.

Retencija supstance je funkcija volumnog udjela organskog rastvaraca u mobilnoj fazi.
Uzimajuéi u obzir varijaciju retencionih faktora molekula u zavisnosti od polarnosti
mobilne faze, za dalji eksperiment odabran je opseg od 25% - 45% koncentracije

metanola.
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4.3.2. Odredivanje faktora optimizacije HPLC metode

Za dizajn eksperimenta odabrana su tri faktora: udio metanola u mobilnoj fazi (A), pH
mobilne faze (B) i protok mobine faze (C), koja su varirana na dva nivoa. Posto je dobra
separacija karakterizirana dobrom rezolucijom izmedu kriticnog para supstanci, a
vrijeme trajanje jedne analize vrlo znacajno, pet odgovora su odabrani kao zavisne
varijable: retenciono vrijeme hidrohlorotiazida (zggcr), retenciono vrijeme losartana
(trLos), simetrija pika hidrohlorotiazida (Asucr), simetrija pika losartana (4sios) 1 faktor

rezolucije (Rs).

Preliminarna analiza losartana i hidrohlorotiazida je uradena na nepolarnoj stacionarnoj
fazi (Zorbax Cgkolona, 150 mm X 4.6 mm, 5 pum) sa mobilnom fazom koja se sastoji od
metanola — acetonitrila - acetatnog pufera (pH mobilne faze podeSen je na 5.0 sa
acetatnom kiselinom). Temperatura kolone je podesena na 25 °C, a protok na 0.75
mL/min. Postignuta je prihvatljiva separacija pri ovim uslovima, ali je bilo potrebno

unaprijediti oblik i simetriju pika, baznu liniju, te skratiti vrijeme analize (Slika 60).
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Slika 60. Hromatogram hidrohlorotiazida i losartana prije optimizacije

Da bi se odredilo koji faktor ima najveci uticaj na retencione karakteristike molekula,
odabran je 2° puni faktorski dizajn (FFD) sa $est ponavljaju¢ih analiza u centralnoj tacki

eksperimenta. Eksperimentalni podaci su kodirani da bi se dobila signifikantnost faktora
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na jednostavniji nacin. Faktori i njihove ,donje” (—1), ,,gornje” (+1) i “nulte” (0)

vrijednosti su prikazane u Tabeli 31.

Tabela 31. Faktori i nivoi

Novi faktora

Faktori

=1 (+1) (0)
A CH;0H (%) 25 45 35
B pH mobilne faze 4.0 6.0 5.0
C protok (mL/min) 0.7 1.3 1.0

A-udio metanola u mobilnoj fazi; B-pH mobilne faze; C-protok mobilne faze

Za analize definisane dvofaktorskim dizajnom i Sest ponavljajucih analiza u centralnoj
tacki (Tabela 32 i 33) bilo je potrebno Cetrnaest analiza da bi se kompletirao puni

faktorski dizajn.

Kao zavisne varijable, odabrano je pet odgovora: retenciono vrijeme hidrohlorotiazida
(truct), retenciono vrijeme losartana (fzLos), simetrija pika hidrohlorotiazida (Asucr),
simetrija pika losartana (A4sios) 1 faktor rezolucije (Rs). Matrica eksperimenata i

rezultati su prikazani u Tabeli 32.

Tabela 32. Matrica faktorskog dizajna i eksperimentalno dobiveni rezultati (2° FFD)

Faktori Rezultati
A B C  trucr LRios Aspcr  ASLos Rs
-1 -1 -1 2.60 15.6 1.28 0.95 23.94
1 -1 -1 2.70 7.60 1.32 1.11 16.79
-1 1 -1 2.83 15.0 1.41 1.30 22.96
1 1 -1 2.90 6.80 1.34 1.16 13.76
-1 -1 1 1.47 8.60 1.43 0.90 24.06
1 -1 1 1.30 2.70 1.46 1.12 8.975
-1 1 1 1.50 8.35 1.26 1.21 21.90
1 1 1 1.25 2.60 1.40 1.10 7.980
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Tabela 33. Matrica i eksperimentalno dobiveni rezultati za Sest ponavljajucih analiza u

centralnoj tacki

Faktori Rezultati

A B C  fucr LRios Aspct  ASvLos Rs

0 0 0 1.60 3.80 1.38 1.05 12.50
0 0 0 1.60 3.79 1.35 1.07 12.30
0 0 0 1.66 4.02 1.43 1.10 12.90
0 0 0 1.60 3.78 1.35 1.10 12.24
0 0 0 1.60 3.79 1.36 1.10 12.24
0 0 0 1.60 3.79 1.36 1.04 12.33

PovrSina odgovora je dobivena primjenom programa Design-Expert 7.0. Model

interakcije drugog reda je predlozen kao model koji definiSe odnos izmedu ulaznih i

izlaznih podataka i moZe se prikazati opStom jednacinom:

y= bo +b;A + b:B + b3;C + bpAB + b;3AC + bsBC + b;23ABC

gdje je by odsjecak na 'y osi, bi(b;, ba, b3), b (bi2, bi3, b3) 1 by predstavljaju regresione

koeficijente i 4,B,C predstavljaju nezavisne varijable. Izracunati koeficijenti i modeli

polinomijalne regresije prikazani su u Tabeli 34.

Tabela 34. Model koeficijenata

b b, b, b, b, b, b,  bus
tryct 207 -0.031 0051 -0.69 -0.014 -0.074 -0.056 -
tri0s 841 348 022 284 - 0.57  0.13 -
Asger 136 0016 012 0026 - 0025 -0.048 0.027
Astos 111 0016 008 -0.025 -0.079 0013 -0012 -
Rs 1755 567 090 -182 - -1.58 - 0.40
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4.3.3. Uticaj faktora na retencione osobine molekula
Ponavaljanje u centralnoj tacki eksperimenta doprinijelo je preciznom dobijanju greSaka

eksperimenta i mjere adekvatnosti modela (lack of fit). Rezultati su analizirani

primjenom ANOVA testa i prikazani su u Tabeli 35.

Tabela 35. Statisticki parametri modela dobiveni uz pomo¢ ANOVA

SSmodets  SSmodelsias F P R Rzadj
[RHCT 3.89 0.65 1175.60 0.0001 0.9992 0.9983
rRLOS 164.76 3295 11328.47 0.0001 0.9996 0.9987
Asucr 0.04 0.006 8.13 0.0111 0.8904 0.7808
Asros 0.12 0.02 30.03 0.0003 0.9678 0.9355
Rs 311.27 62.25  848.87 0.0001 0.9984 0.9972

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.

Pouzdanost modela je odredena izvodenjem Fischer-F testa. Velika vrijednost F sa vrlo
malom vjerovatno¢om (samo modeli sa odgovarajuéom p-vrijednosti manjom od 0.05
su signifikantni sa 95% nivoom pouzdanosti) implicira da ne postoje dokazi za slabu
pouzdanost modela, te da model moze biti prihvacen kao adekvatan prezentator
podataka. Dodatno, vrijednosti R° i R’.y, zajedno sa stepenima slobode pokazuju da
regresioni model dobro opisuje vezu izmedu podataka. [zuzetak je model koji se odnosi

na simetriju pika hidrohlorotiazida.

Podaci dobiveni iz izvedenog FFD dizajna vode do sljede¢ih zaklju€aka: protok
mobilne faze, udio metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze imaju uticaj na
retenciono vrijeme hidrohlorotiazida (#Ryct), retenciono vrijeme losartana (¢RLos),
simetrija pika hidrohlorotiazida (Asmcr), simetrija pika losartana (Aspos) 1 faktor
rezolucije (Rs) (Tabela 35). Posto odabrani odgovori ne reaguju isto na faktore,

potrebna je dodatna optimizacija.

| REZULTATI I DISKUSIJA 99



Doktorska disertacija Miralem Smaji¢

4.3.4. Multikriterijumski pristup optimizaciji metode

Da bi se dobili najbolji hromatografski uslovi, primijenjena je multikriterijska
metodologija sa Derringerovom funckijom poZeljnosti. Funkcija je konstruirana na
osnovu pozeljnih rangova za svaki odgovor (pojedinacna funkcija pozeljnosti, d;) i
uspostavljanja ukupne funkcije pozeljnosti (Deringerova funkcija pozeljnosti). Ciljevi

multikriterijske optimizacije za svaki odgovor prikazani su u Tabeli 36.

Tabela 36. Kriteriji multivarijantne optimizacije pojedina¢nih odgovora

Cilj Donja granica Gornja granica  Nivo VazZnost
Metanol (%) U opsegu -1 1 1 3
pH U opsegu -1 1 1 3
Protok U opsegu -1 1 1 3
IRHCT U opsegu 2 2.5 1 3
tRLOS U opsegu 5 7 1 3
Asucr U opsegu 1.2 1.35 1 3
Asios U opsegu 0.9 1.2 1 3
Rs U opsegu 7.98 24.06 1 3

Radunanje funkcije poZeljnosti izvedeno je koriste¢i Design-Expert® 7.0. Dobiveni

rezultati su grafic¢ki prikazani na Slici 61.
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Slika 61. Graficki prikaz ogranicenja prihvacenih prilikom izra¢unavanja globalne

funkcije pozeljnih odgovora i dobiveni optimalni uslovi
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Eksperimentalno dobivene vrijednosti jednake su vrijednostima dobivenim
predvidanjem, uz optimizaciju punog faktorskog dizajna (Tabela 37). Optimalni uslovi
za izvodenje hromatografskog odredivanja postignuti su sa vrijednostima: %
metanol=45, pH mobilne faze 4.8 i protok mobilne faze 0.82 mL/min (pri temperaturi
kolone od 25 °C).

Tabela 37. Rezultati nakon optimizacije

Dobiveni optimalni uslovi Rezultati

Metanol pH Pmmk. truCT trLOS ASucr Asros Rs
(%) (mL/min)

Pozeljnost (D)=1.00 Eksperimentalni ~ 2.29 6.27 1.31 1.10 15.8

Reprezentativni hromatogram dobiven pod optimalnim uslovima prikazan je na Slici 62.
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Slika 62. Hromatogram hidrohlorotiazida i losartana nakon optimizacije uslova

hromatografskog odredivanja

4.3.5. Validacija HPLC metode za odredivanje hidrohlorotiazida i losartana

Nakon definisanja optimalnih uslova, analiticka metoda je validirana [168]. Na
retencionim vremenima losartana 1 hidrohlorotiazida nisu detektovani interferentni

pikovi, $to dokazuje dobru selektivnost metode. Eksperimentalno je odredena linearna

| REZULTATI I DISKUSIJA 101



Doktorska disertacija Miralem Smaji¢

zavisnost povrsina ispod pikova i koncentracije losartana i hidrohlorotiazida. Parametri
jednacine linearne regresije izracunati su 1 prikazani u Tabeli 38. StatistiCka
signifikantnost odsjecka na y osi testirana je primjenom Student t-testa. Limit detekcije
(LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) su izra¢unati prema jednac¢ini LOD = 3c6/S i LOQ =
10c/S, gdje je o standardna devijacija odgovora i S je odsjeCak odreden iz jednaCine

odgovarajuce kalibracione krive.

Tabela 38. Statisticki parametri za pojedinacne kalibracione krive

Parametar HCT LOS
Koncentracija(mg/mL) 0.025-0.125 0.01-0.5
Nagib 0.1277 0.2035
Odsjecak 0.032 0.0251
R? 0.9966 0.9952
LOD 0.02 0.08
LOQ 0.06 0.24

Preciznost metode je odredena analizom devet rastvora poznatih koncentracija
ispitivanih supstanci (Tabela 39). Niske vrijednosti relativne standardne devijacije za
ponovljivost, RSD<2.5%, 1 visoka Recovery vrijednost potvrduju dobru preciznost

predlozene metode.

Tabela 39. Preciznost HPLC metode

Uzorak Injektovano(mg/mL) Odredeno(mg/mL)  RSD (%)

Losartan 0.80 0.8108 0.45
1.00 1.0142 0.54
1.20 1.2162 0.70

Hidrohlorotiazid 0.20 0.2025 1.01
0.25 0.2528 1.18
0.30 0.3058 1.28

Primjenljivost ove metode je dokazana analizom komercijalno dostupnih tableta koje

sadrze kombinaciju losartana i hidrohlorotiazida.
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4.4. OPTIMIZACIJA HPLC METODE ZA ODREDIVANJE
VALSARTANA, HIDROHLOROTIAZIDA I
AMLODIPINA

4.4.1. Analiza strukture i jonizaciona stanja molekula

Kombinacija valsartana, amlodipina i hidrohlorotiazida pokazala se kao efikasna i
sigurna u snizavanju krvnog pritiska kod razli¢itih tipova pacijenata sa hipertenzijom.
Terapija kombinovanim molekulama sa razli¢itim antihipertenzivnim mehanizmima
smanjuje nezeljene efekte pojedinacnih molekula, a poboljSava njihovo djelovanje.
Nivo kontrole krvnog pritiska postize se puno brze, te se na taj nacin poboljSava i
komplijansa.

Distribucija jonizacionih oblika valsartana i amlodipina u zavisnosti od pH je uradena u

programu MarvinSketch, a rezultati su prikazani na Slici 63 1 64.

Slika 63. Jonizacioni profil valsartana u funkciji pH sredine
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Slika 64. Jonizacioni profil amlodipina u funkciji pH sredine

U radu je ve¢ navedeno da hidrohlorotiazid ima tri pKa vrijednosti (9.09, sulfonamidna
grupa; 9.83 ciklicni sulfonamid; 11.31, sekundarni amin). Podaci dobiveni primjenom
MarvinSketcha pokazuju da amlodipin ima pKa vrijednost 9.45 koja odgovara azotu
alkilamina dok valsartan ima dvije pKa vrijednosti (4.37, karboksilna grupa; 8,30,
tetrazolni azot). Ako se uzmu u obzir hemijske strukture i pKa vrijednosti, moguce je

pretpostaviti dominatne jonizujuée oblike hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana u

Q "'N‘NH

Cl /
0 0 N=nN

0
<\ _NH | | 0 g
H,N” S»a ﬁ\ N*
2 0 oo H \/\)LN
2 0 -
NH; 0

Slika 65. Dominantne molekulske vrste hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana pri

pH 2.5

odabranoj mobilnoj fazi.
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Na osnovu kiselinsko baznih osobina hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana, pH
interval od 2.5 to 4.5 odabran je za dalju analizu. Na pH vrijednosti 2.5 dominantni
oblik hidrohlorotiazida i valsartana su nejonizovani oblici, dok je u ovom opsegu pH

vrijednosti azot amlodipina jonizovan (Slika 65).

Na maksimalnoj vrijednosti pH od 4.5 hidrohlorotiazid je jo$ uvijek u nejonizovanom
obliku, amlodipin ima protonizirani aminski azot, a karboksilna grupa valsartana je ok

57 % jonizovana (Slika 66).

L, Y

Slika 66. Dominantne molekulske vrste hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana pri

pH 4.5.

Zbog znacaja particionog koeficijenta kao parametra koji definiSe fizi€¢ko-hemijske
osobine i raspodjelu medu fazama (a time i retenciju jedinjenja na koloni), analizirana je
i logP vrijednost ispitivanih jedinjenja. Utvrdene vrijednosti su: za hidrohlorotiazid

(logP=-0.58), amlodipin (logP=1.64) i valsartan (logP=5.27).
4.4.2. Optimizacija HPLC uslova

U postupku optimizacije hromatografskih uslova za odredivanje hidrohlorotiazida,
amlodipina i valsartana tokom preliminarne studije definisane su nezavisne varijable.

Nezavisne varijable koje su odabrane kao faktori ¢iji uticaj ¢e se ispitivati su: sadrzaj

metanola, pH mobilne faze i temperatura kolone.
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Kao zavisne varijable pradeno je osam odgovora sistema: retenciono vrijeme
hidrohlorotiazida (#zucr), retenciono vrijeme amlodipina (Zg4az), retenciono vrijeme
valsartana (#gy4z), simetrija pika hidrohlorotiazida (Aszcr), simetrija pika amlodipina

(Asmz), simetrija pika valsartana (Asy4z) 1 rezolucija (Rsuz 1 RSyar).

Preliminarna analiza hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana izvedena je na
nepolarnoj stacionarnoj fazi (Zorbax C8 kolona, 150 mm % 4.6 mm, 5 pm) sa mobilnom
fazom koja se sastoji od metanol-acetonitril-acetatni pufer (30:20:50 v/v/v). pH mobilne
faze podesen je na 4.0 sa acetatnom kiselinom. Temperatura kolone je podeSena na 25

°C, a protok mobilne faze na 1 mL/min.

Na bazi struktura i fizicko-hemijskih karakteristika ispitivanih jedinjenja kao i sastava
mobilne faze moguce je predvidjeti redoslijed eluiranja. U uslovima izvodenja RP-

HPLC ocekivano je da redoslijed eluiranja bude: hidrohlorotiazid, amlodipin, valsartan.

Separacija postignuta pod navedenim uslovima je bila prihvatljiva (Slika 67), ali je bilo
potrebno optimizovati oblik pika i smanjiti vrijeme trajanja analize. Kako retencija
supstanci zavisi od udjela volumena organskog rastvaraca u mobilnoj fazi za dalju

optimizaciju odabran je opseg koncentracije metanola od 30% do 50%.
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Slika 67. Hromatogram hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana prije optimizacije
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4.4.3. Odredivanje faktora i njihov uticaj na retencione karakteristike

Optimalni hromatografski uslovi su procijenjeni face centered centralnim kompozitnim
dizajnom i primjenom Derringer-ove funkcije pozeljnih odgovora. Ovaj tip dizajna je
izabran, jer je fleksibilan i visoko efikasan. Ukupan broj eksperimenata kod face
centered centralnog kompozicionog dizajna je definisan jednaginom 2" + 2k + n, gdje je
k broj pracenih varijabli (izabrano k = 3), a n je broj ponavljanja centralne tacke
(izabrano n = 6). Centralna tacka je ponovljena 6 puta u cilju procjene eksperimentalne

greske. Ispitivani faktori su prikazani u Tabeli 40.

Tabela 40. Ispitivani faktori i faktorski nivoi u stvarnim i kodiranim vrijednostima

Ispitivani faktor Donji nivo (-1) Nominalni nivo (0)  Gornji nivo (+1)

Udio metanola (%) 50 40 30
pH mobilne faze 2.5 3.5 4.5
Temperatura kolone (°C) 30 40 50

Eksperimenti su izvodeni prema planu ka centru orijentisanom centralnog
kompozicionog dizajna (eng. face centered central composite design) sa 6 replikacija u
centralnoj tacki. Prvih 8 eksperimenata pripada punom faktorskom dizajnu za 3 faktora
(2" = 8). Sljedecih 6 eksperimenata pripada zvijezda dizajnu (2n = 6), pri Cemu duZina
kraka zvijezde o iznosi 1. Posljednjih 6 eksperimenata predstavljaju ponavljanja u
centralnoj tacki. Ukupan broj eksperimenata dizajna pri pracenju uticaja 3 faktora i
izvodenju 6 ponavljanja u centralnoj tacki iznosi 20. Eksperimenti su izvodeni
nasumi¢no, kako bi se uticaj nekontrolisanih faktora sveo na minimum i na taj nacin

sprije¢ilo nepredvideno ponasSanje sistema.

Posto je u okviru preliminarnih istrazivanja utvrdeno da je faktor rezolucije amlodipina
1 valsartana ve¢i od 2.0 ovaj faktor je iskljucen iz daljeg procesa optimizacije (sve
analize zadovoljavaju kriterij za rezoluciju pika: Rs>1.5). Kao odgovori sistema pracena
su retenciona vremena 1 faktori simetrije pikova hidrohlorotiazida, amlodipina i

valsartana (Tabela 41).
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Tabela 41. Plan eksperimenata i dobiveni rezultati

Faktori A B C Rezultati

Analiza %Metanol pH T (C) tfruer  trar  trvar Asger  Asaopu Asyar
1 30 2.5 30 1.71 505 146 1.30 1.05 0.91
2 50 2.5 30 1.56 1.89 3.11 1.55 1.27 1.11
3 30 4.5 30 1.78 869 183 1.25 0.97 0.93
4 50 4.5 30 1.56 252 240 1.44 1.15 1.15
5 30 2.5 50 1.63 3.75 987 1.25 1.01 0.82
6 50 2.5 50 1.57 1.69 568 1.40 1.30 1.10
7 30 4.5 50 1.67 598 11.8 1.31 0.87 0.84
8 50 4.5 50 1.52 220 245 1.34 1.18 1.08
9 30 3.5 40 1.73  3.79 153 1.19 1.19 1.17
10 50 3.5 40 1.56 1.83 421 1.40 1.26 1.22
11 40 2.5 40 1.0 3.13 6.80 1.31 1.16 0.90
12 40 4.5 40 1.57 3.60 346 1.40 1.16 1.19
13 40 3.5 30 1.65 4.16 696 1.23 1.09 1.24
14 40 3.5 50 1.59 323 472 1.25 1.07 1.14
15 40 3.5 40 1.62 3.16 6.02 1.27 1.07 1.39
16 40 3.5 40 1.62 375 558 1.24 1.06 1.21
17 40 3.5 40 1.61 3.14 693 1.24 1.02 1.37
18 40 3.5 40 1.62 284 6.02 1.24 1.12 1.36
19 40 3.5 40 1.62 375 692 1.14 1.13 1.23
20 40 3.5 40 1.59 323 6.02 1.25 1.11 1.19

Matematicki model koji definiSe korelaciju ispitivanih varijabli i pra¢enih odgovora
dobiven je koriStenjem Design-Expert 8.0.7.1 softvera (Stat-Ease Inc. Minneapolis,
MN, USA). Kvadratni model je preporucen za odnos izmedu ulaznih faktora i izlaznih

odgovora.

Preporuceni matematicki model prikazan je jednacinom:

y = b() + b]A + bgB + bgC + b]gAB + b13AC + b23BC + b11A2 +b2232+b33C2

gdje je by odsjecak na 'y osi, b; (b;, bz, b3), bifbi2, by3, bz) 1 by predstavljaju regresione
koeficijente, a 4, B, i C predstavljaju nezavisne varijable. IzraCunate kvadratne
matematiCke korelacije izmedu ispitivanih faktora i odabranih odgovora sistema

prikazane su u Tabeli 42 1 43.
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Tabela 42. Koeficijenti kvadratnih modela za retenciona vremena i njihova statisticka

znacajnost
trHCT fRaML IRvaL

Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost
by 1.610 - 3.210 - 6.210 -
by -0.075 <0.0001* -1.710 < 0.0001* -5.210  <0.0001*
b; 0.003 0.5019 0.750 0.0017* -0.160 0.5806
bs -0.028 < 0.0001* -0.550 0.0114* -1.080 0.0030*
b1z -0.020 0.0020* -0.590 0.0135* -1.200 0.0030*
bis 0.020 0.0020%* 0.440 0.0517 1.720 0.0002*
bas -0.001 0.0645 -0.190 0.3557 -0.530 0.1190
b 0.032 0.0028%* -0.240 0.4957 3.620 < 0.0001*
b2; -0.028 0.0070* 0.320 0.3691 -1.010 0.0845
bss 0.007 0.3966 0.650 0.0838 -0.300 0.5816

Tabela 43. Koeficijenti kvadratnih modela za faktore simetrije pikova i njihova

statisticka znacajnost

ASucr Asamr Asyar
Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost Koeficijent p-vrijednost

by 1.240 - 1.110 - 1.270 -

by 0.083 0.0003* 0.110 0.0005* 0.099 0.0094*
b, -0.007 0.6599 -0.046 0.0536 0.035 0.2837
bs -0.022 0.1846 -0.010 0.6447 -0.036 0.2709
b1z -0.022 0.2216 -0.003 0.9174 -0.003 0.9437
bis -0.032 0.0891 0.025 0.3127 0.013 0.7250
bas 0.020 0.2735 -0.008 0.7563 0.008 0.8325
b 0.038 0.2289 0.069 0.1157 -0.044 0.4759
b2; 0.098 0.0078* 0.004 0.9208 -0.190 0.0082*
bss -0.017 0.5704 -0.076 0.0877 -0.049 0.4283

4.4.3.1. Statisticka obrada rezultata

Procjena efekata izabranih faktora vrSena je analizom koeficijenata polinoma, koji su

defnisani za kodirane vrijednosti faktora. Koeficijenti b;, b, i b3 pokazuju uticaj

pojedinacnih faktora na odgovore sistema, dok koeficijenti b,,, b;3 1 by; ukazuju na

uticaj interakcija ispitivanih faktora. Faktor ¢iji koeficijent ima najveéu apsolutnu

vrijednost pokazuje najveéi uticaj na odgovor sistema koji se prati. Predznak

koeficijenta pokazuje uticaj na odgovor — ukoliko je pozitivan, faktor dovodi do
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povecanja odgovora sistema, ukoliko je negativan, faktor dovodi do smanjenja
odgovora sistema. Statistickom obradom podataka izraCunate su p—vrijednosti na
osnovu kojih su donijeti zakljucci o statistickoj zna€ajnosti uticaja ispitivanih faktora.
Statisticka analiza uradena je za nivo znacajnosti a = 0.05 i nivo pouzdanosti 95 %.
Ukoliko je p-vrijednost za koeficijent faktora manja od 0.05 faktor ima statisticki
znacajan uticaj na odgovor sistema. Dobiveni rezultati prikazani su u Tabelama 42 i 43,
pri ¢emu su zvjezdicom oznaceni oni faktori za koje je dobivena p-vrijednost manja od

0.05.

Pokazalo se da sva tri faktora imaju uticaj na analizirani sistem i pra¢ene odgovore
sistema, a uoceno je i da uticaj pojedinih faktorskih interakcija nije zanemarljiv. Sadrzaj
metanola u mobilnoj fazi ima najveci uticaj na retenciono vrijeme valsartana (fzyaz) 1
amlodipina (fz4nmr). Ovaj efekat ima negativan predznak, S§to zna¢i da poveéanje
koncentracije metanola vodi do smanjenja retencionog vremena. Uticaj metanola na
simetriju pikova ima pozitivan znak, S$to implicira da povecanje sadrzaja metanola

dovodi do povecanja simetrije pika.

Na retenciono vrijeme hidrohlorotiazida najveéi uticaj ima udio metanola u mobilnoj
fazi i temperatura kolone, kao i njihova medusobna interakcija i interakcija udjela
metanola u mobilnoj fazi i pH vrijednosti vodene faze. Na retenciono vrijeme
amlodipina imaju uticaj sva tri ispitivana faktora, pri ¢emu je uticaj udjela metanola u
mobilnoj fazi najveéi. Takoder, znacajan je i uticaj interakcije udjela metanola u

mobilnoj fazi i pH vrijednosti vodene faze.

Rezultati pokazuju da promjena pH ne uti¢e zna€ajno na retenciono vrijeme i simetriju
pika hidrohlorotiazida, dok na retenciono vrijeme i simetriju amlodipina i valsartana
ima razliCit uticaj (pozitivan uticaj na tRuz 1 Asyar, a negativan uticaj na tgryaz 1 tramr)-
Efekat temperature je prisutan sa negativnim predznakom, Sto znai da povecanje
temperature skracuje retenciono vrijeme valsartana i amlodipina i smanjuje simetriju
pikova. Na faktore simetrije pikova sva tri ispitivana analita uti¢e samo udio metanola u

mobilnoj fazi.

Najpouzdanija metoda za procjenu adekvatnosti modela je primjena analize varijanse

(ANOVA test). ANOVA poredi variranja nastala usljed promjena u kombinaciji nivoa
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faktora sa variranjem nastalim usljed nasumi¢ne greske tokom izvodenja eksperimenata.
Dobivene vrijednosti koeficijenta determinacije (R’) su veoma blizu maksimalne
vrijednosti 1, odnosno za sve modele vece su od 0.80 pa je zakljuceno da modeli na
odgovaraju¢i na¢in opisuju ponasanje sistema. U Tabeli 44 prikazane su vrijednosti
koeficijenata determinacije prilagodene za odgovarajuci broj stepeni slobode, odnosno
vrijednosti prilagodene imajuéi u vidu ukupan broj izvedenih eksperimenata (adj. R?).

Rezultati su prikazani u Tabeli 44.

Tabela 44. Statisticki parametri modela dobiveni uz pomo¢ ANOVA

Odgovor SSuodcis SSmodersiy ~ F P Lack-of-fit R’ R i
trHCT 0.076  0.0084 4525  0.0001 0.3263  0.976  0.9545
tRamL 4526  5.0280  16.12  0.0001 0.0893  0.9355 0.8775
tRAL 365.55  40.62  53.05  0.0001 0.0758  0.9795 0.9610
Asper 0.15 0.017 7.2 0.0024 0.3928  0.8662 0.7459
Asamr 0.14 0.047 10.28  0.0005 0.1081  0.6585 0.5945
Asyar 0.45 0.05 528  0.0079 0.3865  0.8262  0.6698

SS-suma kvadrata; SS model/df-odnos sume kvadrata i broja stepeni slobode.

Vrijednosti Lack of fit testa nisu bile statisticki znacajne za nivo znacajnosti a = 0.05 i
nivo pouzdanosti 95 % bududi da su za sve modele imale vrijednost ve¢u od 0.05. Ovo
dokazuje da ne postoji neslaganje izmedu eksperimentalno dobivenih rezultata i
vrijednosti koje se predvidaju modelom, odnosno potvrduje da modeli na odgovarajuéi

nacin opisuju ponasanje sistema.

Dodatno, vrijednosti R’ i R4, zajedno sa stepenima slobode pokazuju da regresioni
model dobro definiSe vezu izmedu podataka. Izuzetak je model koji se odnosi na

simetriju pika amdlodipina.

4.4.3.2. Grafi¢ka obrada rezultata

Uz pomo¢ softvera, konstruisani su 3D grafikoni povrSine odgovora koji predstavljaju
vizualizaciju u 3D prostoru promjene pracenog odgovora sistema u zavisnosti od uticaja

promjene ispitivanih faktora u paru. 3D grafikoni omoguéavaju lakSu procjenu uticaja
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faktora i faktorskih interakcija na praéene odgovore sistema. Sto je povriina odgovora
sistema viSe zakrivljena (strmiji nagib), to je ve¢i uticaj faktora na odgovor koji se prati.

Sto je vise izrazeno talasanje povr§ine odgovora sistema, to je veéi uticaj faktorskih
interakcija na odgovor koji se prati.

tr HCT

30

45
A: Methanol content (%) 50 25

Slika 68. 3D prikaz utjecaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene pH

vrijednosti vodene faze na retenciono vrijeme hidrohlorotiazida

tr AML

30 4,5

A: Methanol content (%)45

50 2,5

Slika 69. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene pH

vrijednosti vodene faze na retenciono vrijeme amlodipina

| REZULTATI I DISKUSIJA 112



Doktorska disertacija

Miralem Smajié¢

Slika 70. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola i promjene temperature kolone na

retenciono vrijeme amlodipina

r AML
IS

- 40
: pH 4%: Column temp. (deg. C)
: 2,5 50

Slika 71. 3D prikaz uticaja promjene pH vrijednosti vodene faze i promjene

temperature kolone na retenciono vrijeme amlodipina

AL

A: Methanol content (%) 45

Slika 72. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene pH

vrijednosti vodene faze na retenciono vrijeme valsartana
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Slika 73. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene

temperature kolone (B) na retenciono vrijeme valsartana

AsHCT

40
A: Methanol content (%3)

30 4.5 B: pH
Slika 74. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene pH

vrijednosti vodene faze na faktor simetrije pika hidrohlorotiazida

AsHCT
w

50

30

A: Methanol content (%)35

30 50

4
5C: Column temp. (deg. C)

Slika 75. 3D prikaz uticaj promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene

temperature kolone na faktor simetrije pika hidrohlorotiazida
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As AVL

50

A: Methanol content (%)35 0 a5

Slika 76. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene

temperature kolone na faktor simetrije pika amlodipina

As AVL

30

A: Methanol content (°A))35

4%C: Column temp. (deg. C)
30 50
Slika 77. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene pH

vrijednosti vodene faze na faktor simetrije pika amlodipina
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Slika 78. 3D prikaz uticaja promjene udjela metanola u mobilnoj fazi i promjene pH

vrijednosti vodene faze na faktor simetrije pika valsartana
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Slika 79. 3D prikaz uticaj promjene sadrzaja metanola u mobilnoj fazi i promjene

temperature kolone na faktor simetrije pika valsartana

4.4.4. Multikriterijumski pristup optimizaciji metode

Kako ispitivani faktori nisu na isti nacin uticali na posmatrane odgovore sistema,
izvrSena je viSekriterijjumska optimizacija hromatografskih uslova za analizu smjese
hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana izraCunavanjem Derringer-ove funkcije
pozeljnih odgovora. Najprije su definisani ciljevi za svaki od posmatranih odgovora
sistema. Za sve ispitivane faktore izabran je isti tezinski faktor (weight = 1) 1 isti nivo
znacajnosti da se zadovolje postavljeni ciljevi optimizacije (importance = 3). Izraunate
su pojedinacne funkcije pozeljnih odgovora di za svaki posmatrani odgovor sistema
pojedinacno, a zatim je izracunata globalna Derringer-ova funkcija pozeljnih odgovora
sistema D. Softver je ukazao na kombinacije nivoa faktora koje su dovodile do

maksimalne vrednosti funkcije D = 1.

Tabela 45. Kriteriji za multivarijantnu optimizaciju individualnih odgovora

Cilj Donja granica  Gornja granica Vaznost Weight
%Metanol U opsegu 30 50 3 1
pH U opsegu 2.5 4.5 3 1
7(C) U opsegu 30 50 3 1
trHCT U opsegu 1.60 1.78 3 1
tRamL U opsegu 2.50 5.00 3 1
tRyaL U opsegu 6.00 8.00 3 1
Asuer U opsegu 1.14 1.30 3 1
ASamr U opsegu 0.90 1.30 3 1
Asyar U opsegu 0.90 1.30 3 1
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Diesireility

45

A: Methanol content (%)
Slika 80. 3D grafikon zavisnosti globalne funkcije pozeljnih odgovora od promjene
ispitivanih faktora: D = f (% Met, pH)
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Slika 81. 3D grafikon zavisnosti globalne funkcije pozeljnih odgovora od promjene
ispitivanih faktora: D = f (% Met, temp)

Desireility
[e]
N

50

40
2.5 : Column temp. (deg. C)
3 35

4,5 30

Slika 82. 3D grafikon zavisnosti globalne funkcije pozeljnih odgovora od promjene
ispitivanih faktora: D = f (% Met, temp)
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Softver je ponudio 42 rjeSenja koja ispunjavaju kriterije pozeljnosti (D=1.000).

Pregledom svih rjeSenja, uoceno je da dva rjeSenja od 42 predstavljaju ve¢ postojece

taCke analize (Tabela 46, Slika 83 i 84).

Tabela 46. Dva rjesSenja koja ispunjavaju kriterije analize

Rje§enje % Metanol pH T (DC) RHCT TRAML TRVAL ASHCT ASAML ASVAL
Rjesenje 1 40 3.5 30 1.64 6.96 1.24 1.12 1.25
Rjesenje 6 40 3.5 40 1.61 6.20 1.24 1.12 1.27
_ L ] -
30 s Aethanol=40 50 2.5 pH=3.5 4.5
] | 16
30 T=30 50 1.52 IRECT=1.64 1.78
3| |s 6] 8
1.69 IRAML =416 8.69 2.4 IRV AL=5.96 18.3
N 1.3 0.9
1.14 ASHCT=1.24 l_IS 5 U.IE- AS gnr=-y 12 1.3
' oy
-—r-ﬁ’ i Desirability=1.000
0.82 ASvar-r 25 1.39

Slika 83. Uslovi prihvatljivi za ukupnu pozeljnost i dobiveni optimalni uslovi (Rjesenje

).
30 Zhethanol=40 50 2.5 pH=3.5 4.5
N | ] L
30 T=40 50 1.52 IRECT=1.61 1.78
3 5 [ 8
L] T T
1.69 TR =3, 20 8.69 2.4 RyaL=620 18.3
= 1.3 0.9 ka
i l | | L
1.14 ASEeT-1.24 L55 0.87 As =111 1.3
0.9 *hs
— Desirability=1.000
0.82 ASyar-r27 1.39

Slika 84. Uslovi prihvatljivi za ukupnu pozeljnost i dobiveni optimalni uslovi (Rjesenje

6).
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PredloZena rjeSenja su odabrana kao osnov za validaciju modela koja ¢e sluziti za
analizu uzoraka.

Overlay Plot

4.50 \
tRHCT: 1.64 Actual Factor
tRAML: 416 C: Temp = 30.00
4.00 — TRWAL: 5 96
AsHCT: 1.24
AsAML: 1.12
AsWVAL- 125
- X1 400
= X2 350
. 3650 — tRAML: 5.000 ’ O EvAL 65071
o tRVAL: 8.000
3.00 |
2.50 T T T
30.00 3500 40.00 45.00 50.00

A: % Methanol

Slika 85. Plot obojen u zuto pokazuje rjesenja dobivena optimizacijom;(temperatura 30

o
C)
Overlay Plot
4.50 /Y o
tRHCT: 1.61
tRAML: 3.20 Actual Factor
4.00 tRVAL: 6.20 C: Temp = 40.00
AsSHCT: 1.24
ASAML: 1.11
ASVAL: 1.27
x1 400
z X2 3.50 =
|:-c; 3.50 —ap EFCT TG0 -
300 —
250 T * T
30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

A: %Methanol

Slika 86. Plot obojen u zuto pokazuje rjesenja dobivena optimizacijom;(temperatura 40

OC)

Slika 85 pokazuje plot pronadenih rjeSenja (obojen zuto), pri konstantnoj temperaturi 30

°C, dok se udio metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze mogu varirati, u opsegu
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podrucja obiljezenog Zutom bojom. Optimalno reSenje je prikazano u obliku obiljezene
crvene tacke, sa istaknutim vrijednostima ispitivanih odgovora. Slika 86 pokazuje plot
pronadenih rjeSenja (obojen u Zuto), pri konstantnoj temperaturi 40 °C. Optimalno
rjeSenje se nalazi u opsegu podrucja obojenog Zutom bojom, i prikazano je u obliku
obiljezene crvene tacke, sa istaknutim vrijednostima ispitivanih odgovora.

Actual Factor
C: Temp = 30.00

2
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e ey
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0
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o 0200

= Std Error of Design = 0.701

W o000
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—

w

450

5000

40.00

3.00 3500 A %Methanol

250 30.00
Slika 87. 3D prikaz odnosa standardne greske dizajna modela u funkciji % metanola u

mobilnoj fazi i pH; (temperatura 30 °C)
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Slika 88. 3D prikaz odnosa standardne greske dizajna modela u funkciji % metanola u

mobilnoj fazi i pH; (temperatura 40 °C).
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Slika 87 1 88 prikazuju graficku i brojéanu zavisnost standardnih greSaka dizajna, u
odnosu na pH mobilne faze i sadrzaj metanola. Poredeci broj¢ane vrijednosti standardne
greske dizajna (0.344 1 0.701) moze se zakljuciti da je standardna greska modela manja
kada se eksperimenti izvode na temperaturi od 40 °C. Hromatogram dobiven pod

navedenim uslovima je prikazan na Slici 90.
Odabrano je rjesSenje za koje je uo€eno najkrace retenciono vrijeme posljednjeg pika

koji se eluira sa hromatografske kolone, valsartana, odnosno rjesenje koje omogucava

najkrace ukupno trajanje analize.

=0 80

B
-
L
T
B

VAL

[ %)
oF
1

Absorbance (mAU)
Absorbance (mAU)

"= 416 AML

;— 1.64 HCT

J

T T T T T T T T
o 2 4 8 z 10

1 6.96

Time [mi:lutes}_
Slika 89. Hromatogram nakon optimizacije RP-HPLC metode (% metanola= 40,
pH=3.5, T=30°C).
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Slika 90. Hromatogram nakon optimizacije RP-HPLC metode (% metanola= 40,
pH=3.5, T=40 °C).
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4.4.5. Validacija HPLC metode za odredivanje hidrohlorotiazida, amlodipina i

valsartana

Nakon podeSavanja optimalnih uslova, analiticka metoda je validirana. Interferentni
pikovi nisu detektovani na retencionim vremenima hidrohlorotiazida, amlodipina i
valsartana, Sto dokazuje dobru selektivnost metode. Linearna zavisnost povrSina ispod
pikova i koncentracije odredena je u predloZenim opsezima. Parametri jednacine

linearne regresije izracunati su i prikazani u Tabeli 47.

Tabela 47. Statisticki parametri za individualne kalibracione krive

Parametar HCT AML VAL
Konc.(mg/mL) 0.0125-0.125 0.005 - 0.05 0.08-0.8
Nagib 0.285 0.036 0.347
Odsjecak 0.014 0.002 0.028
R’ 0.9926 0.9944 0.9977
LOD 0.0035 0.0019 0.0086
LOQ 0.0117 0.0066 0.0287

Statisticka signifikantnost odsjecka na y osi testirana je koriste¢i Student t-test. Limit
detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) su izracunati na na¢in da LOD = 3¢/S i
LOQ = 100/S, gdje je o standardna devijacija odgovora i S je prekid odreden od

odgovarajuce kalibracione krive.

Tabela 48. Preciznost RP-HPLC metode

Uzorak Injektovano Pronadeno RSD
(mg/mL) (mg/mL) (%)
Hidrohlorotiazid 0.025 0.0253 0.83
0.05 0.0521 0.93
0.075 0.0767 0.92
Amlodipin 0.01 0.0104 1.68
0.02 0.0214 0.97
0.03 0.0314 0.68
Valsartan 0.08 0.0821 0.86
0.16 0.1641 0.91
0.24 0.2452 0.96
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Preciznost metode je dobivena analizom devet rastvora koji imaju poznate kolicine
ispitivanih supstanci (Tabela 48). Niske vrijednosti relativne standardne devijacije za
ponovljivost, RSD<2.5%, i visoka vrijednost R* (Tabela 47) dokazuju veoma dobru

preciznost predlozene metode.

Primjenjivost ove metode je ispitana na komercijalno dostupnim tabletama koje sadrze

kombinaciju hidrohlorotiazida, amlodipina i valsartana.
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5. ZAKLJUCAK
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1. Primijenjena je 3D-OSAR studija u postavljanju matematicke zavisnosti koja definiSe
kvantitativni odnos hemijske strukture AT, blokatora i njihove aktivnosti. 3D-OSAR
analiza je izvedena sa setom od 49 AT, blokatora, od kojih je 32 sluzilo kao trening
set, a 17 kao test set. PLS regresiona metoda je koriStena za formiranje 3D-OSAR
modela. 3D-0OSAR studija blokatora AT, receptora je ukazala na tri znacajna svojstva
strukture za aktivnost: prisustvo karboksilatnog anjona (ili bioizostera) AT; blokatora
(koji odgovora polozaju karboksilata u strukturi angiotenzina II), imidazolni prsten (i
njegovi bioizosteri) AT, blokatora (koji odgovora polozaju imidazolu His® rezidue) i
n-butil grupa AT, blokatora (koja odgovora polozaju ugliovodoni¢nog lanca Ile’

rezidue).

2. Frakcioni faktorski dizajn (FFD) je upotrebljen za izbor najvaznijih varijabli sa
ciljem da se kreira 3D-OSAR model sa optimalnim statistiCkim parametrima koji
najbolje opisuje ispitivane AT; blokatore. Na osnovu dobivenih vrijednosti
statistickih parametara trening seta (RMSEE=0.239; R*=0.978; 0’=0.956) i test seta
(RMSEP=0.288; R’0ps. vs. prea=0.918; i (%s=0.843) izabran je optimalan
trokomponentni 3D-OSAR model za dalju studiju farmakofora i dizajn novih AT,
blokatora. Test set se koristio za eksternu validaciju dobivenog 3D-OS4AR modela.
Dobiveni statisticki parametri su potvrdili dobru pouzdanost 3D-OSAR modela za

predvidanje aktivnosti AT; blokatora.

3. Analizom formiranog 3D-OSAR modela izabrano je 10 najvaznijih varijabli koje
uticu na aktivnost AT, blokatora. Varijable sa najsnaznijim pozitivnim uticajem na
aktivnost AT, blokatora su: V732 (O-TIP), V739 (O-TIP), V763 (O-TIP), V37
(DRY-DRY), V597 (DRY-TIP), V300 (TIP-TIP)i V307 (TIP-TIP). Varijable sa
najizrazenijim negativnim uticajem na aktivnost AT, blokatora su: V868 (N1-TIP),

V46 (DRY-DRY) i V224 (N1-N1).

4. Na osnovu formiranog 3D-OSAR modela, definisane 3D-strukture farmakofore i
struktura polaznih jedinjenja izvedeno je modeliranje i1 dizajniranje 30 AT, blokatora.
3D-OSAR model je koristen za predvidanje pKi vrijednosti 30 dizajniranih jedinjenja.
Na osnovu dobivenih rezultata izdvojeno je pet molekula ChREMBL (1513-7, 1513-
15, 92950-7, 92950-8, 92950-9) kao potencijalno najsnaznijih blokatora AT,
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receptora. Zakljuceno je da aktivnost molekule raste ako je ciklopropil grupa vezana
za ugljik pozicioniran izmedu dva azota u imidazolnom prstenu (R1). Vezivanje
alkilnog lanca sa karbonilnom grupom za isto mjesto pozitivno doprinosi aktivnosti
molekule (ChEMBL 1513). Sa druge strane, ciklopropilna grupa kod ChEMBL
92950 na poziciji R2 smanjuje aktivnost molekule. Molekula sa najve¢om aktivnosti

ima dvije jednostavne alkilne grupe kao supstituente.

5. Prisutnost nekoliko funkcionalnih grupa u molekularnoj strukturi ispitivanih
blokatora angiotenzinskih receptora, kao $to su bifenilna i imidazol, ¢ini RP-HPLC
metodu pogodnom za odredivanje njihovog sadrzaja u farmaceutskim oblicima. Za
razvoj 1 optimizaciju HPLC metode primijenjen je hemometrijski pristup i
metodologija eksperimentalnog dizajna. U radu su koriSteni puni faktorski dizajn i
metoda povrSine odgovora. Faktorskim dizajnom odredeni su faktori koji imaju
najznacajniji efekat na posmatrane odgovore sistema dok je metodologija povrSine
odgovora koriStena da bi se pronaSao opseg u kome se javljaju optimalni rezultati
ispitivanja. Na temelju preliminarnih istrazivanja odabrana su tri faktora, nezavisne
varijable, €iji je uticaj ispitivan: sadrzaj metanola u mobilnoj fazi-faktor, pH mobilne
faze i temperatura kolone (kod analize irbesartana i hidrohlorotiazida i kod analize
smjese valsartana, amlodipina i hidrohlorotiazida) dok su za dizajn eksperimenta
analize losartana i hidrohlorotiazida odabrani udio metanola u mobilnoj fazi, pH

mobilne faze i protok mobine faze. Ispitivani faktori su varirani na dva nivoa.

6. Kao zavisne varijable koje su pracene tokom eksperimenta izabrani su
hromatografski parametri koji karakteriSu dobru rezoluciju ispitivanih jedinjenja i
koji odreduju duzinu trajanja analitickog postupka §to je vazno sa prakticne tacke
gledista. Izabrane zavisne varijable su: faktor rezolucije binarnih smjesa (irbesartana
i hidrohlorotiazida; losartana 1 hidrohlorotiazida), simetrija pika 1 retencija
irbesartana, losartana i hidrohlorotiazida. Kao zavisne varijable kod analize
valsartana, amlodipina i hidrohlorotiazida pra¢eno je osam odgovora sistema:
retenciono vrijeme hidrohlorotiazida, amlodipina 1 valsartana, simetrija pika
hidrohlorotiazida, amlodipina i1 valsartana i1 rezolucija amlodipina i valsartan.
Razvijeni modeli eksperimentalnog dizajna su analizirani primjenom ANOVA i

Fischer testa.
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7. Za optimizaciju HPLC metode razdvajanja irbesartana i hidrohlorotiazida, te
losartana i hidrohlorotiazida koriSten je puni faktorski dizajn, dok je za optimizaciju
HPLC metode za razdvajanje valsartana, hidrohlorotizaida i amlodipina koriSten
centralni kompozitni dizajn. Za istovremenu optimizaciju viSe nezavisno
promjenljivih veli¢ina prema veem broju posmatranih odgovora koriStena je
Derringer-ova funkcija pozeljnih odgovora koja transformise razlic¢ite karakteristike
sistema u jedan jedinstveni cilj. Nakon definisanja ukupnog cilja poZeljnosti u skladu
sa postoje¢im eksperimentalnim uslovima, postignuti su optimalni hromatografski
uslovi za razdvajanje supstanci. Zamjenom kodiranih vrijednosti dobivene su
vrijednosti ispitivanih varijabli koje daju najviSu vrijednost globalne funkcije
pozeljnih odgovora. Optimalni uslovi analize smjese irbesartana i hidrohlorotiazida
su: 47 % metanola, pH mobilne faze 6.5 i temperatura kolone 25 °C. Najbolji
eksperimentalni uslovi hromatografskog odredivanja losartana i hidrohlorotiazida su
postignuti koriStenjem mobilne faze pH 4.8 koja sadrzi 45 % metanola, pri protoku
od 0.82 mL/min i temperaturi kolone od 25 °C. Optimalni uslovi za izvodenje
hromatografskog odredivanja valsartana, amlodipina i hidrohlorotiazida postignuti su
sa mobilnom fazom pH 3.5 koja sadrzi 40 % metanola i pri temperaturi kolone od 40
°C. Za svaku od izvedenih metoda model optimizacije je pokazao dobru
predvidljivost, jer vrijednosti predvidene modelom pri zadatim uslovima odgovaraju

eksperimentalno dobivenim vrijednostima, bez statisticki znacajne razlike.

8. Predlozene RP-HPLC metode su validirane ¢ime je dokazano da su specifi¢ne, tacne,
precizne i ponovljive. Izvodenje metoda ne zahtjeva slozene postupke ekstrakcije,
brze su i jednostavne za izvodenje i mogu biti koriStene za rutinsku kvantitativnu
analizu ispitivanih supstanci u mjeSavini ili za njihovo pojedina¢no odredivanje u

farmaceutskim doziranim oblicima.

9. Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije mogu se sprovesti dalja istraZivanja,
usmjerena ka studijama odnosa strukture i farmakokineti¢kih i farmakodinamickih

karakteristika jedinjenja koja su pokazala najvecu aktivnost.
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U3jaBa 0 ayTopcTBY

Mornncann Mupanem Cmajuh

Opoj nHgekca 16/10

WsjaBrbyjem

[a je DoKTopcKa gucepTauuja Nog HacnoBom

,OnpefuBanje cTpykType thapmakodope aHTaroHUCTa aHrMoTeEH3NHCKUX AT
peuenTopa n XxemomeTpuicku npuctyn ontumusaumniy HPLC meTope 3a
oapefuBaHje nocapTasa, Bancaprada U upbecaprtana”

e pe3ynTaTt CONCTBEeHOr UCTRAXMBAYKOr pana,

e [anpefnoxeHa guceptaumja y UenuHW HK1 Yy genosuma Huje buna npegnoxeHa
3a gobujakbe OUNo Koje guvnnome npema CTyLUMjCKMM nporpamuma Opyrux
BUCOKOLIKOMNCKAX yCTAHOBA,

s [a Cy pe3yATaTh KOPEKTHO HAaBEAEHN U

s [a HUCAM KPLIMO ayTopCKa MpaBa W KOPUCTMO WHTENEeKTyanHy CBOjJUHY ApYrux
nmua.

MoTnuc AokTOpaHpa

Y Becrpagy,
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N3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WITAMIaHe U ENEKTPOHCKe
Bep3nje [OKTOPCKor paga

Mwme 1 npesvme aytopa Mupanem Cmajuh
Bpoj nHgexca 16/10
Cryaujcxun nporpam. hapmaneyTeka xemuja

Hacnoe papa: ,OapefjuBaHje  cTpyKType  dapmakodope aHTaroHucTa
aHrMoTeH3nHcknx AT1 peuenTopa W XeMOMETPWCKA TMPUCTYN OnTUMM3aLMIn
HPLC meToge 3a ogpehuBaHje nocapTaHa, BancapTaHa u upbecapraHa

MenTop: MNpod. ap 3opuua Byjuh, peaosHW npodecop”

rMornucaHn Mupanem Cmajuh

M3jaBroyjem fa je wramnadHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA €FIeKTPOHCKO)
BEP3VV KOjy cam npegao 3a objasrovBatse Ha rnopTany AuruTanHor peno3nTopujyma
YHueepanteTa y beorpaay.

Jossorcasam ga ce objaBe MOjUM NUYHW MoAalM Be3aHW 3a Oobujare axkagemckor
3Batba 4OKTOPA Hayka, kao LUTO CY vMe W Mpe3nmMe, rognHa v MecTo poflersa v gatym
onbpaHe pana.

OBWM nNuuHW rogaum mory ce o0jaBuUTV Ha MPEXHUM  CTpaHudama  gurutanHe
BubnuoTeke, y eNEKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukaumjama Yuveepauteta y beorpagy.

Mornuc gokTopaHaa

Moalequ QW&D(‘,]

Y beorpagy,




UsjaBa o kopuwhewy

Oenauwthyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y [durutanHu
pencavTopujym YHueepsuteTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTauwjy nog,
HacnoBOM;

LOnpefuBaHje cTpykType hapMakogope aHTaroHUCTa aHriMoTEH3UHCKNX AT
peLenTopa u xemomeTpujcku npuctyn ontumusaunin HPLC metoae 3a
oapefBaHje nocapTaHa, sancapraHa u upbecapraHa“

Koja je Moje ayTOpCKo Oeno.

AvcepTaunjy ca cBMM NpunosvMa npegac/na cam y enekTpoHCKoM dopMaTty norogHoOM
3a TpajHO apXuBUpabe.

Mojy AokTopcKy AncepTauujy noxparbeHy y AuruTanHu penosuTopujyMm YHWBEp3WTeTa
y beorpagy mory ga kopucTte ¢BW Koju nowTyjy oapenbe cagpxkaHe y cgabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commaons) 3a kojy cam ce ogny4uo.

1. AyTopcTBo
2. AyTOpCTBO - HekoMepUMjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUWjanHo ~ ENUTK NO4 UCTUM yCnoBuma
5. AytopcTteo — Ges npepage
6. AyTOpCTBC — AenuTi Nog UCTUM ycnoBuma

(Monumo ga 3ackpyxuTe camo jedHy of LWecT NoHyReHux nuueHuM, kpaTak Onuc
nuueHuwn aaT je Ha nonehuH nucTa).

MoTnuc gokTopaHga
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Ml QLU&/I@



