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Rezime

Moksonidin spada u drugu generaciju antihipertemza centralnim dejstvom, koji
ispoljava visok afinitet vezivanja za Isubtip imidazolinskih receptora. Ovo je
uslovljeno prostornom konformacijom molekule moksoma kao i prisustvom
hidrofilnije pirimidinske grupe, zbogega neZeljenin, adrenerdiki efekti izostaju.
Moksonidin se koristi u terapiji esencijalne higerzije.

Oficinalna monografija moksonidina u Evropskoj fakopeji, kao i u Britanskoj
farmakopeji, opisuje izokratsku metodu ativanja moksonidina t@mom
hromatografijom, primenom jon-par reagensa kao kmmepte mobilne faze, i ukuje
separaciju na povisenoj temperaturi, u trajanjyooblizno 23 minuta. Méutim, nisu
poznati podaci koji se odnose na ativanje moksonidina u farmaceutskim doziranim
oblicima, u prisustvu njegovih organskih¢rstoca kao potencijalnin degradacionih
proizvoda. Takde, u skladu sa ICH smernicama, identifikacija i rkifgkacija
obavezna je za sve qistoce koje se mogu Bau farmaceutskim proizvodima u kéini
vecoj od 0,10 %. Razvoj nove, brze i rutinski primegjizokratske RP-HPLC metode
zna&ajno bi unapredio kvalitativnhu i kvantitativnu aizal moksonidina u prisustvu
njegovih neisto¢a u aktivnoj farmaceutskoj supstanci i farmaceutskdoziranom
obliku. Imajui u vidu vei broj faktora koji mogu uticati na hromatografsgonasanje
strukturno veoma sinih komponenti, optimizacija hromatografske metaeSena je
primenom centralnog kompozicionog dizajna, kao evrstoptimizacionog
eksperimentalnog dizajna, dok je validacija predie RP-HPLC metode izvrSena u
skladu sa ICH smernicama.

Procena stabilnosti aktivnih farmaceutskih supstaftemulacija sprovdenjem studije
forsirane degradacije podrazumeva njihovo izlagagletremnim eksperimentalnim
uslovima (oksidacije, fotolize, termolize, i hidu# u kiseloj, baznoj i neutralnoj
sredini). Uzorci dobijeni studijom forsirane degaaijle moksonidina ispitani su
primenom unapkene tehnike e hromatografije pod visokim pritiskom (UHPLC),
kojom se postize ziajno poboljSanje efikasnosti, osetljivosti i selehbsti metode.



Karakterizacija dobijenih degradacionih proizvodao ki definisanje nana njihove
fragmentacije, izvrSeno je primenom tehnikente hromatografije spregnute sa
masenom spektrometrijom (UHPLC-MS i UHPLC-MS/MS)azRoj i optimizacija
nove stability-indicating UHPLC metode izvrSene su primenom frakcionog faktorskog
dizajna, odnosndBox—Behnkemvog dizajna. U skaju postojanja viSe podjednako
bitnih ciljeva za posmatrane odgovore sistema tiol@akkoji na njih utu, neophodno je
ukljuciti metodologiju multikriterijumskog odRkivanja. lzr&unate Derringer-ove
funkcije za svaki hromatografski cilj pojeditve, kao i dobijena opStaerringer-ova
funkcija, omogdile su definisanje onih nivoa hromatografskih faktokoji daju
najbolje performanse za farmaceutsku analizu. Naox@kratska stability-indicating
UHPLC metoda validirana je u skladu sa ICH smernica®®be predloZzene metode
uspesSno su primenjene za analizu moksonidina iomjBgne&istoca u komercijalno

dostupnom farmaceutskom doziranom obliku (tablete).
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CHEMOMETRIC APPROACH TO THE INVESTIGATION OF MOXOMIINE, ITS
IMPURITIES AND POTENTIAL DEGRADATION PRODUCTS BY APLYING
THE METHODS OF LIQUID CHROMATOGRAPHY AND MASS
SPECTROMETRY

Abstract

Moxonidine is a second-generation centrally acanghypertensive drug that exhibits
high binding affinity for | imidazoline receptor subtype. This is caused leygpatial
conformation of the moxonidine molecule as welltlzs presence of more hydrophilic
pyrimidine ring, leading to the avoidance gfadrenergic side effect&loxonidine is
used in the therapy of essential hypertension.

The officinal moxonidine monographs in the Europddmrmacopoeia and British
Pharmacopoeia, define an isocratic liquid chromatolgy method for determining
moxonidine, including the ion-pair reagents as aponent of the mobile phase,
separation at an elevated temperature and a totaltome of about 23 minutes.
However, the data relating to the determinatiomokonidine in pharmaceutical dosage
forms, in the presence of its organic impuritieswasdl as its potential degradation
products, are not yet available. Also, accordintheICH guidelines, identification and
quantification is required for all of the impurgi¢hat may be found in the drug product
in an amount greater than 0.10 %. The developméntew, rapid and routinely
applicable isocratic RP-HPLC method would signifittg improve the qualitative and
quantitative analysis of moxonidine in the presentedts impurities in the active
pharmaceutical substances and pharmaceutical ddsage Taking into account the
number of factors that can influence the chromatpigic behavior of structural very
similar components, the optimization of the chramgeaphic method was performed by
using the central composite design as a kind afropation experimental design. The
validation of the proposed RP-HPLC methods wasezhwut in accordance with ICH
guidelines.

The evaluation of stability of the active pharmdmal substance and the
pharmaceutical formulation by performing forced m&@gtion studies involves their
exposure to extreme experimental conditions (oxdatphotolysis, thermolysis and
acid, neutral and base hydrolysis). The sampleaimdd from forced degradation

studies of moxonidine were tested using the adwhieehnique of ultra high pressure



liquid chromatography (UHPLC), that achieves a iiggnt improvement in efficiency,
sensitivity and selectivity of the method.

The characterization of the obtained degradatioodyets as well as defining the
fragmentation pattern were performed by using ultnegh pressure liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (UEHRS and UHPLC-MS/MS).
Development and optimization of the new stabilingicating UHPLC method were
performed using the fractional factorial design &wk-Behnken design. In the case of
several equally valuable goals for the observedarses of the system and the factors
that affect them, it is necessary to include theltioriteria decision making
methodology. The calculated Derringer functions éach chromatographic goal, as
well as calculated the overall desirability funatienabledhe definition of those levels
of the chromatographic factors which give the hemtformances for pharmaceutical
analysis. The new, isocratic UHPLC stability-inding method has been validated in
accordance with ICH guidelines. The both propose&thods have been successfully
applied to the analysis of moxonidine and its iniiges in commercially available

pharmaceutical dosage form (tablets).
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Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

1.1 OSNOVNE KARAKTERISTIKE MOKSONIDINA

1.1.1 Farmakoloske osobine
Moksonidin spada u drugu generaciju antihiperteanza centralnim dejstvom.

Najzna&ajniji predstavnik prve generacije ovih lekova jéorkdin za koga su
istrazivanja pokazala da je za postizanje centgalmatihipertenzivnog dejstva putem
inhibicije simpattkog nervnog sistema pored vezivanjaczaadrenergike receptore
zn&ajna interakcija sa imidazolidin-vezdjm mestom (IBS) u rostralnoj
ventrolateralnoj meduli (RVLM) mozdanog stabla. Osaznanje dovelo je do
intenzivnog razvoja nove generacije imidazolinsaittihipertenziva koji svoje dejstvo
predominantno ispoljavaju vezivanjem zaiimidazolinski receptor.

Moksonidin, kao strukturni analog klonidina, raevijje supstitucijom fenil
grupe pirimidinskim prstenom, dok je imidazolidiaskstruktura, kao uslov za
farmakoloSko dejstvo zadrzana. Ispoljava visok itdin vezivanja za il subtip
imidazolinskih receptoracék 33 puta v@ nego zaa, adrenergike receptore), koji je
najvise zastuplien u RVLM, ali se moze¢nha u perifernim tkivima (nadbubrezne
Zlezde, bubrezi, jetra, trombociti). Smatra se dastorna konformacija molekule
moksonidina kao i prisustvo hidrofilnije pirimidike strukture u odnosu na fenil grupu
klonidina zn&ajno doprinosi njegovom ¥em afinitetu vezivanja za imidazolinski
receptor, a samim tim i povoljnijem farmakoloSkorofgu [1,2].

Moksonidin se koristi u terapiji esencijalne higerzije. Meutim, kao agonista
I;- imidazolinskih receptora pored primarnog antinipezivnog dejstva, ispoljava
pozitivan uticaj i na metabgke poreméaje kao Sto su hiperlipidemija, rezistencija na
insulin, poreméaj tolerancije glukoze i hiperinsulinemija. Postajekazi da njegova
samostalna primena kao antihipertenziva kod paaiigesa metab@kim sindromom, ili
u kombinaciji sa antihipertenzivima drugog meharazmelovanja dovodi do zéanog
terapijskog benefita. Njegova prednost u odnosamtéhipertenzive starije generacije
(npr. klonidin) ogleda se u boljem profilu nezelfereakcija, uzimajéi u obzir njihovu
ucestalost i ozbiljnost, tako da su tipa neZeljena dejstva ovih lekova (sedacija,
pospanost, su¥a usta) primenom moksonidina svedena na minimumo Qg
objasnjava njegovim visoko-selektivnim vezivanjealz imidazolinski receptor, zbog

¢ega navedeni, adrenergiki efekti izostaju [3-9].
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1.1.2 Farmakokinetika
Moksonidin se nakorper os primene brzo resorbuje i postize maksimalnu

koncentraciju u plazmi za 0,5 do 3 sata. BubreZmskrecija predstavlja glavni put
eliminacije intaktnog leka, kao i njegovih metakmliOko 50 % do 75 %er os
primenjenog moksonidina se eliminiSe u nepromenyerabliku. Moksonidin ima
relativno kratko poluvreme eliminacije, koje iznasko 2-3 sata, ali uprkos tome,
stabilan antihipertenzivni efekat odrzava se tolk&trsata, zbogega se dozira jednom
dnevno. Ovakav rezim doziranja doprinosi postizashprre komplijanse. Moksonidin
se vezuje za proteine plazme oko 7 %. Kako je nemgem moksonidin najzastupljeniji
u bioloskim matriksima, to ukazije ajenicu da metabolizam generalno ima skroman
uticaj na klirens moksonidina kod ljudi. Na slicijd prikazan predloZeni metabiXi

put moksonidina. Glavni metabolit pratem u urinu i plazmi je dehidrogenizovani
moksonidin (M1), dok su takie detektovana tri metabolita koji su spexibd prisutni
samo u humanoj populaciji, putativni N-oksid (M&hidrogenizovanog moksonidina,
dihidroksi moksonidin (M4), kao i nepoznati metab¢M7). Za metabolite M1, M4,
hidroksi moksonidin (M3) i konjugat sa cisteinonezatoma hlora (M6) nije dokazana
farmakoloSka aktivnost, dok aktivhost metabolita M27 nije testirana. Hidroksimetil
moksonidin (M5) je pokazao antihipertenzivnu aktishsa bradikardijalnim efektom
kod svesnih, netretiranih hipertenzivnih pacovajeahjegovo dejstvo slabije i kia u
odnosu na nepromenjeni lek. Kako su ispitivanjagzaka da se samo 1 % od ukupne
doze izl&i u vidu hidroksimetiimoksonidina, time se objadgainjenica da je za

farmakoloski efekat dominantno odgovoran nepronrerngk [7,10-12].
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Slika 1. PredloZzeni metabaki put moksonidina [11]

1.1.3 Hemijske osobine od zn&aja za farmaceutsku analizu
Aktivna farmaceutska supstanca moksonidin, 4-hM+@nidazolidin-2-iliden)-

6-metoksi-2-metilpirimidin-5-amin, oficinalna je p&vropskoj farmakopeji [13]

Britanskoj farmakopeji [14]. Hemijska struktura nsokidina predstavljena je na slici 2.

Ry

OCH3

Slika 2. Hemijska struktura moksonidina
Molekulska formula: GH1,CINsO

Relativha molekulska masa: 241,7

Moksonidin je izgledom beo ili skoro beo prasak.

Veoma slabo je rastvorljiv u vodi, umereno je radfiv u metanolu, slabo je rastvorljiv

u metilen-hloridu, dok je u acetonitrilu veoma slabstvorljiv [13,14].
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Moksonidin ne poseduje asimétri centar, i nije optiki aktivan.

Osnovu hemijske strukture moksonidigani 2,4,6-supstituisani pirimidinski
prsten i imidazolinski prsten koji su esobno povezani preko iminskog azota.
Ovakva struktura pogoduje pojavi amino-imino tautoife. Ispitivanja molekulske
strukture moksonidina ukazuju na podatak da je makisn najstabilniji kao imino
tautomer (slika 3c). Prostorna konformacija mokdova zavisi od vrednosti ugla koji
gradi segment C1-N6-C7-C8 molekule (slika 3), a kej prema dostupnim podacima
moze kretati u intervalu od 45° do 110°. To ukazugeinjenicu da je najstabilnija
konformacija moksonidina neplanarna, pamu pirimidinski i imidazolinski prsten
zauzimaju energetski najpogodniju prostornu pazicpva konformacija je dodatno
stabilizovana intramolekulskim vod@nim vezama izméu N-H grupe imidazolinskog
prstena i atoma kiseonika iz metoksi grupe pirims#tog prstena.

Moksonidin pored N-H grupa koje pokazuju kiseli &eaer, sadrzi atome azota
kao bazne centre, pa otuda podleze intramolekularpmtonovanju/deprotonovaniu,
nacemu se zasnivaju njegove kiselo-bazne karaktegisMeiutim, iako poseduje dva
potencijalna centra protonovanja (pirimidinski iid&azolinski prsten), istrazivanja su
pokazala da je energetski najpogodnije primarno tengwotonovanja molekule
moksonidina imidazolinski prsten. Raili literaturni podaci dobijeni eksperimentalno
ili kalkulacijom ukazuju da se vrednogKa za moksonidin kr& u rasponu od 6,47-

7,84 zbogiega mu se pripisuju slabo kisele osobine [1,15].

CH;, CH, CHs
O/ N:< N—‘<
12 § N e /N 9 ; o 4 \N
\7 0/ ’ 7 8
H N T H
10 cl x Ny 10 N|6 o—CHs
12
H;C—012 /k /K
H—N? '\;N H—N?3 '\N H—N7 | 5N—H
11 ~ 5 3
\o_s/ N o i Ny g
a) amino tautomer b) najstabilniji amino tautomer m)rio tautomer

Slika 3. Tautomerni oblici molekule moksonidina [2]

Procesi protonovanja i deprotonovanja koji se damino odvijaju na

imidazolinskom prstenu predstavljeni su, premaatiagrnim oblicima na slikama 4 i 5:
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H\N/R - N/R /R N/R
-N)\N H—N)\N —N/MN—H H—N/LN -
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Slika 4. Deprotonovanje amino tautomera (@) i imino taut@méb) molekule

moksonidina [2]

H R

H:}-*/R H\ /R H\ /R / \+/

‘N N N

R
N
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X Hal 7 H—N N H—N N—-H

”””IH

H— e
\ / \ / Y\ / \ /
a) b)
Slika 5. Protonovanje amino tautomera (a) i imino tautonfpyanolekule moksonidina

[2]

Lipofilan karakter moksonidina, potign je izrg&unavanjem vrednosti njegovog
particionog koeficijentdogP = 1,31 (CLOGP) [1].

Istrazivanja su pokazala da je pri pH vrednostivas od oko 7,4 priblizno 50
% moksonidina zastupljeno u neutralnom molekulskdoiku [1] (slika 6, broj 1), a 50
% u jonizovanom obliku (slika 6, broj 3). Udeo maléskog oblika moksonidina se
postepeno povava u rastvorimaija je pH vrednost > 5, dok je njegova jonizovana
forma sa protonovanim atomom azota u imidazolovestepu (slika 6, brojevi 2 i 4)
dominantno zastupljena u rastvorima sa pH vreéinegS2,4. U veoma kiseloj sredini
kada je pH vrednost rastvora manja od 1,2 prisymaviSeprotonovana forma,
ukljucuju¢i atome azota u imidazolinskom i pirimidinskom prat (slika 6, broj 5).
Poznavanje navedenih osobina moksonidina, uzithajuobzir i njegov lipofilan

karakter, veoma je vazno za hromatografsko ispijezanoksonidina.
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Microspecies distribution (%)
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Slika 6. Zastupljenost jonizovanih oblika molekule moksamédu zavisnosti od pH

vrednosti rastvora

1.1.4 Sinteza moksonidina i njegovih néisto¢a
Put sinteze moksonidina Sematski je predstavljensi@ 7. Nitrovanjem

dihidroksimetilpirimidina, dobija se intermedijerott koga se u narednom koraku
hidroksilne grupe supstituiSu hlorom, a zatim setlpydno uvedena nitro grupa
redukuje do amino grup&me je sintetisan dihloroaminometilpirimidin, kadjucni
intermedijer. Kuplovanjem klgnog intermedijera sa acetilimidazolidinonom, nastaj
prekursor u sintezi moksonidina i njegovih ¢isgoca, N-(1-acetil-4,5-dihidro-1H-
imidazol-2-il)-4,6-dihloro-2-metilpirimidin-5-aminNukleofilnom supstitucijom atoma
hlora na poziciji C-6 metoksi grupom nastaje mokdion

U zavisnosti od primenjenih reakcionih uslova, efisaini moksonidirde biti on€is¢en
srodnim supstancama koje Evropska farmakopeja n&amdne&istoce A, B, Ci D. U
slieaju dodavanja natrijum-metoksida, u raifiim rastvargima (npr. metanol, DMF) i
pri visokoj temperaturi reakcija je bila brza, @ifinalni proizvod (moksonidin) bio u
velikom stepenu or&cen ne€istocom B. Pri nizoj temperaturi dolazi samo do
deacetilacije prekursoréime u veéem stepenu nastaje ditoca A, dok produzenje

reakcionog vremena pogoduje stvaranj&istece B. Meiutim, u slkaju kada je
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metoksilacija vrSena dodavanjem metanola u prisustabije baze (npr. karbonata),

supstitucija je bila dovoljno brza uz daleko nii@@en oné&scéenja finalnog proizvoda

[16].
HNO; H QO_; PO(]‘
|‘t HCI, H,O

HsC
'> CH;0H, KvCO} ili \r k/N_CDCM
/L CH;ONa, DMF D PO(_I;
o CDCH

Slika 7. Sema sinteze moksonidina

Sinteza }*C] trostruko obeleZenog moksonidina u svrhu spiena
farmakokinetékih studija i ispitivanja metaba@kog puta moksonidina kod ljudi
sprovedena je kowgnjem [1}“C]-acetamidinhidrohlorida i dietil-[1,3!C;]-malonata
kao polaznih komponenti pricemu je formiran [2,4,82Cs)-4,6-dihidroksi-2-
metilpirimidin, kao prekursor iz kogé&e se gotovo istim putem sinteze koji je prethodno
opisan dobiti *Cs] obeleZeni moksonidin [17].

Opisan je takde i nezavisni put sinteze svihamoca moksonidina koje opisuje
Evropska farmakopeja (slika 8).

YYT L L L e YYT D

COCH

HCI,

40-50°C, 1 h
CH;ONa, CH;0H CH;0ONa, DMF
140°C, 10 h 120 °C
HaC N OH H4C. N OCH;
\\]If’ x N ‘\\“/’ A N
8 /[> B /(>
2 NH N - NH N
H H
OCH, OCH,

c) b)

Slika 8. Sema sinteze gistoca A (a), B (b), C (c) i D (d).
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Reakcijom prekursora (N-(1-acetil-4,5-dihidro-1Hiil@azol-2-il)-4,6-dihloro-2-
metilpirimidin-5-amin) sa natrijum-hidroksidom namiperaturi od 50 °C tokom 4 sata,
dolazi do sinteze restoce A, dok je néistoca B sintetisana tretiranjem prekursora u
istom vremenskom intervalu sa natrijum-metoksidamDMF), na temeraturi od 120
°C. Neiistoca D je sintetisana zagrevanjem prekursora u kisslegini (razblazena
hlorovodonéna kiselina), dok je rgstoca C dobijena iz nastoce D zagrevanjem u
autoklavu na 140 °C, 10 sati, u prisustvu smeSeijumatmetoksida i metanola.
Dodatno, néistoca D se moZze dobiti iz dstote B, cepanjem etarskih veza na

povisenoj temperaturi, u kiseloj sredini [16].

1.1.5 Necistoée i degradacioni proizvodi moksonidina
U monografiji Evropske farmakopeje i Britanske fakopeje [13,14] za

moksonidin, opisane stetiri srodne supstance, tj. organskeis®‘e moksonidina
poznate hemijske strukture. Navedeneisiece su sintetskog porekla, jer mogu nastati
procesom sinteze moksonidina, u zavisnosti od grostih reakcionih uslova [16].
Necistoca A ili 6-hloromoksonidin je specificirana srodna si@pga u
monografiji Evropske i Britanske farmakopeje, St@z da su za njen sadrzaj definisani
kriterijumi prihvatljivosti. Hemijska struktura j@redstavljena na slici 9, a hemijski

naziv je 4,6-dihloraN-(imidazolidin-2-iliden)-2-metilpirimidin-5-amin.

N Cl
\f X HN’>
N_ .~ %
N N
H
Cl
Slika 9. Hemijska struktura riestoce A

H,C

Necistoéa B ili 4-metoksimoksonidin je taki® specificirana srodna supstanca u
monografiji Evropske i Britanske farmakopeje. Heskg struktura je predstavijena na
slici 10. Hemijski naziv jeN-(imidazolidin-2-iliden)-4,6-dimetoksi-2-metilpirirdin-5-

amin.
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H,C._ _N._,OCH,
D )
N N
H
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Slika 10. Hemijska struktura régstoce B

Necistoéa C ili 4-hidroksimoksonidin je srodna supstanca kaja specificirana
u monografiji Evropske i Britanske farmakopeje¢ we za nju (iskljéujuci necistoce
A i B) kao kriterijum navodi "bilo koja ngstoca” (eng.any other impurity. To zn&i
da neistoca C mora biti u granicama opSteg kriterijuma prihvesti za sadrzaj
necistoca, te nije pojedinao specificirana. Hemijska struktura je predstandj@a slici
11, a hemijski naziv je 5-[(imidazolidin-2-ilidenjano]-6-metoksi-2-metilpirimidin-4-

H,C N OH
T X HN’>
N~ A
N N
H
OCH,

Slika 11.Hemijska struktura régstoce C

ol.

Necistoéa D ili 6-desmetilmoksonidin je srodna supstanca kigkode nije
specificirana u monografiji Evropske i Britanskenfiakopeje. Hemijska struktura je
predstavljena na slici 12, a njen hemijski naziv gehloro-5-[(imidazolidin-2-

iliden)amino]-2-metilpirimidin-4-ol.

Slika 12. Hemijska struktura rigstoce D

1.1.6 Pregled literature vezane za analitiku moksonidina srodnih supstanci
Oficinalna metoda po Evropskoj farmakopeji za ispitje moksonidina i

njegovih srodnih supstanci jectea hromatografija. Definisani uslovi ukéuju Cg

10
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stacionarnu fazu (250 mm x 4 mmuB) i mobilnu fazu sastava acetonitril - rastvor
natrijum-pentansulfonata (3,48 g*L pH 3,5 pode$en sa sumpornom kiselinom
(136:1000,v/V). Temperatura kolone je &, protok 1,2 mL mifl, detekcija na 230
nm, dok je preddena zapremina injektovanja 2Q [13,14].

Tehnika gasne hromatografije sa masenom detekcipsimenjena je za
ispitivanje moksonidina u humanoj plazmi. P@dmamve metode uspesno je detektovan
moksonidin u plazmi do nivoa 40 pg MLKao stacionarna faza je kar@ha kapilarna
kolona duzine 60 m i unutrasSnjeg gmé&ka 0,25 mm pakovana DB-5 silikom. Mobilnu
fazu je predstavljao gas helijum pri pritisku oth&a. Temperatura je menjana u toku
analitckog postupka i kretala se od 250 °C u prvom minptislecega je povéavana
za po 10 °C po minuti sve do postizanja 290 °CjeSmatim odrzavano tokom naredna 3
minuta. U masenom spektrometru je vrSena jonizaafjalita u negativhom modu
primenom energije elektrona od 40 eV, emisionomjatn od 200 pA i temperaturom
izvora od 150 °C. Kao reagens gas za fragmentamjekulskih jona analita kokén je
metan pod pritiskom od 0,01 mTorr [18].

Za identifikaciju i kvantifikaciju moksonidina iaumane plazme razvijena je i
metoda téne hromatografije sa masenom detekcijom. Uzorcizrp&a su nakon
dodavanja klonidin-hidrohlorida kao internog stam@ai natrijum-hidrogen karbonata,
predis¢avani tehnikom t&no-tene ekstrakcije kortenjem etil-acetata. Nakon
centrifugiranja i postupka evaporacije organskogfvar&a, uzorak je rekonstituisan
odgovarajgom kolicinom mobilne faze. Hromatografsko razdvajanje jstignuto na
Lichrospher ODS koloni (250 mm x 4,6 mm, pm), sa mobilnom fazom sastava
acetatni pufer (10 mmol 'L rastvor amonijum-acetata) i metanol (20:80y), pri
temperaturi kolone od 25 °C i protoku od 1 mL thiRrilikom detekcije, primenjena je
tehnika elektrosprej jonizacije u pozitivnom modii.jonskom izvoru je kao gas za
raspréivanje kori&n azot pri protoku od 10 L nifn pritisku 40 psi i pri temperaturi od
350 °C [19].

U postupku sinteze moksonidina i njegoviltisea opisana je HPLC metoda
sa UV detekcijom na 225 nm i gradijentnim eluiramjmobilne faze sastava acetonitril
i voda, dok je pH vrednost podeSavana dodatkomoifosf kiseline. Karakterizacija
jedinjenja je izvrSena primenom DEP-CI-MS-M8iréct exposure probe-chemical
ionisation-tandem mass spectromgtriehnike sa kvadrupol jon trap masenim

11
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analizatorom, uz korég&nje metana kao reagens gasa. NMR analize su mevrge
operativnom opsegu 300 MHAH) i 75 MHz (*C). Jedinjenje je prethodno rastvoreno
u DMSO-d6, dok je merenje izvrSeno na 300 K [16].

U postupku sintezéC] trostruko obeleZenog moksonidina u svrhu spiewnga
farmakokinetékin studija, primenjena je HPLC metoda radi is@tija cistoce
dobijenog radio-obelezenog finalnog proizvoda. Hatomgrafsko razdvajanje je vrseno
na Nucleosil-G koloni (250 mm x 4,6 mm), uz koti8nje mobilne faze koja se sastojala
iz smeSe acetonitrila i 0,02 M rastvora natrijunmp@sulfonata pH vrednosti 3,5 koja
je podesena fosfornom kiselinom. Jedinjenja sutifleovana komparacijom rezultata
dobijenih TLC i/ili HPLC metodama sa analognim rieel@zenim izotopomerom [17].

Metabolizam moksonidina je prvi put ispitivan kétsher 344 pacova nakon
jednokratnog intravenskog ili oralnog dozirafj@ radioobeleZenog moksonidina, kada
je viSe od 15 metabolita identifikovano u razlm bioloSkim matriksima (urin, plazma,
Zzw). Metaboliti su identifikovani primenom HPLC metodsa radiohemijskom
detekcijom, zatim e hromatografije sa masenom detekcijom (LC-M$ndemske
masene spektrometrije (LC-MS/MS). Odireanje koncentracije moksonidina u
uzorcima plazme izvrSeno je metodom gasnhe hromeigisa masenom detekcijom
(GC-MS). Nakon pripreme, uzorak je analizirarHawlett-Packard5890A sa 10 M
DB-17 kapilarnom kolonom interfejsovanom skinnigan TSQ-45 masenim
spektrometrom. Analiza je izvrSena u odabranom mdauiskenjem negativhe jon
metan hemijske jonizacije. Odiiganje metabolita iz urina izvrSeno je RP-HPLC
metodom, primenom gradijentnog eluiranja u ciljadeajanja moksonidina i njegovih
metabolita. U metodi je kokdéna Gg Supelcosil LC-ABX%olona (250 mm x 4,6 mm, 5
um) i Ramona-92 radiohemijski detektor, dok se mmbifaza sastojala od smeSe
acetatnog pufera, rastvor A (50 mM amonijum-acetits,0) i acetonitrila (rastvor B).
Gradijentno eluiranje je zapimjalo rastvorom A 100 %, koje se u prvih 20 minnjado
do odnosa A/B 95:5 i pri ovom odnosu zadrzano unereskom intervalu od 20. do 35.
minuta. Protok mobilne faze je bio pode$en na 1mit*'. Za izvaienje LC-MS i LC-
MS/MS analize u cilju karakterizacije metabolitaokrastvor A kori&n je rastvor 25
mM amonijum-acetata pH 5,0, dok je gradijentni pamg neznatno izmenjen kako bi se
optimizirala separacija iz svakog matriksa. Ovanpeoa je ukljdivala odrzavanje A/B
95:5 od 20. do 25. minuta, a zatim promenu na 108 &6l 25. do 26. minuta. Protok

12
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od 1 mL min’je bio razdvojen tako da je 25 bilo usmereno ka elekrosprej izvoru,
dok je 750uL bilo usmereno ka Ramona 5-LS radiohemijskom detek Uzorci su
analizirani uFinnigan TSQ 700 masenom spektrometru, elektrosprej joiaracu
pozitivnom modu, pri naponu od +4500 V i temperiakapilare od 270 °C. MS/MS
analiza je izvrSena pri kolizionoj energiji od -8U i pritisku kolizionog gasa argona od
1,5 mTorr [20]. Ova metoda kasnije je iskéaBa u svrhu ispitivanja metabolizma
moksonidina i identifikacije metabolita kod pacow@Seva, psadoveka [12].

Takaie, u odvojenom ispitivanju metab&kog profila moksinidina kodoveka,
sprovedenog nakon oralne primen€Cf] obeleZenog moksonidina, gore opisana
metoda je nakon manje modifikacije uspesno primmenj®&aime, prilikom ispitivanja
metabolita iz humanog urina, modifikovano je grawipo eluiranje, tako Sto je nakon
pocetnih uslova gradijenta od A 100 %, do 12. minuatignuto A/B 98:2, da bi se od
12,1 do 20. minuta postiglo A/B 97:3, zatim od 20¢140. minuta A/B 96:4 i na kraju
do 40,1 minuta gradijent opet vratio naemih 100 % A. LC-MS/MS analiza tate je
modifikovana u delu gradijentnog eluiranja. Kaotvas B kori&en je 25 mM
amonijum-acetat pH 5,0 dok je gradijentno eluirargp@injalo sa 100 % A prva dva
minuta, nakortega je do 22. minuta postignut sastav A/B 96:4;, jeopdrzavan do 26.
minuta, a zatim vigen na poéetnih 100 % A do 27. minuta. Modifikovani uslovi
masene spektrometrije obuhvatili su napon od +500Gemperaturu kapilare od 250
°C. U istom istrazivanju, opisano je odn&anje koncentracije moksinidina iz humane
plazme i urina. Naime, uzorci plazme i urina su amakpostupkacdvrsto-t&ne
ekstrakcije, eluiranja, uparavanja i rekonstitug@ 100 mM rastvorom amonijum-
acetata injektovani u HPLC-MS/MS sistem, uz primememijske jonizacije pod
atmosferskim pritiskom (APCI) [11].

Kad je u pitanju ispitivanje stabilnosti moksomdj pregledom literature je
pronaiena samo jedna metoda, idtability-indicatingHPTLC metoda za odde/anje
moksonidina iz tableta.

Odretivanje moksonidina i mogtih degradacionih proizvoda nakon izlaganja
pripremljenih uzoraka uticaju kisele, bazne i nalnie hidrolize, oksidativnih sredstava,
svetlosti 1 toplote, vrSeno je na silika gel 60F28RTLC platama, uz kori&nje
mobilne faze sastava metanol, toluen i trietilardn6:0,1, v/iv/\). Denzitometrijska

kvantifikacija je vrSena na 266 nm [21].
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Ispitivanje molekulske strukture, tautomerizacigeiometrijske izomerije moksonidina
vrSeno je primenom molekulskog modeliranfayo-layered ONIOM (B3LYP 6-
311+G(d,p): AM1) metode [2].

Takaie, teorijske studije hemijske strukturg@Ka vrednosti, lipofilnosti,
rastvorljivosti, apsorpcije i polarnosti supstimmh imidazolina i oksazolina,
obuhvatile su i ispitivanje navedenih svojstava swkdina, primenom nekoliko
metoda i kompjuterskih programa (Becke3LYP/6-31+@(d BP86/TZ2P metoda,
SPARC programa itd.) [1].

U okviru ispitivanja separacije 15 gvanidin/imidéim derivata metodom
kapilarne elektroforeze (30 mM fosfatni pufer, ptb kaobackgroundelektrolit, koji
sadrzi 15 mM B-ciklodekstrina (BCD)), ispitivan je i moksonidinKapilarna
elektroforeza izvedena je pomoneobloZzene fuzionisane kapilare (31 cm xubg,
efektivne duzine 23,5 cm) pri temperaturi od 25i°@aponu od 9 kV. Detekcija je
izvrSena na 200 nm. Zatim je sprovedeno QSRR vgpife kako bi se ustanovila
korelacija izmdu migracionog ponaSanja tokom elektroforeze i $tnukh,
geometrijskih, fizéko-hemijskih, elektonskih osobina optimiziranihdigla i dobijenih
BCD kompleksa. Za iztmnavanje njihovih molekulskih parametara primenjsuai
ChemPro, Marvin 4.0.5 ChemAxoI€S Gaussian 98 [B3LYP/6 — 31(@,p)i HF/3 —
21G(d) basis setgjrogrami [22].

Moksonidin je takde ispitivan u okviru studije 83 strukturno r&#kh jedinjenja
primenom tzv. CART ¢lassification and regression trestatisttke metode u kontekstu
jos jedne hromatografske QSRR studije [23].

Imajwi u vidu zn&aj podataka o lipofilnosti/hidrofilnosti supstanai
farmakokinetékim studijama, odréeni broj ispitivanja sproveden je za predstavnike
razlicitih farmakoloskih grupa jedinjenja, u okviru kojile ispitivan i moksonidin.
Ispitivanje n-oktanol-voda particionog koeficijentdo@P) i pKa vrednosti vrSeno je
primenom RP-HPLC pH-gradijentne metode [15]. Td&kdogP vrednost je posluzila
kao kljucni parametar u QSAR studijama, primenom multiphedirne regresije, @i je

data setukljuc¢io i molekul moksonidina [24].
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1.2 NECISTOCE U AKTIVNIM FARMACEUTSKIM SUPSTANCAMA |
FARMACEUTSKIM DOZIRANIM OBLICIMA

Prema definiciji datoj u ICH smernicama [25,26kise¢e predstavljaju bilo
koju stranu komponentu prisutnu u novoj aktivnojnfaceutskoj supstanci ili
farmaceutskom doziranom obliku koja ne predstatignijski entitet definisan kao
nova aktivna farmaceutska supstanca ili ekscipijefssmaceutskom doziranom obliku.
Necistoce u aktivnoj farmaceutskoj supstahéasifikuju se u slede kategorije
[25]:
- Organske néistoce (mogu nastati tokom procesa proizvodnje i/ili sk¥enja
farmaceutske supstance, mogu biti poznate ili negiez strukture, isparljive ili
neisparljive, a ukljguju polazni materijal ili intermedijere, sporedneoigvode,
degradacione proizvode, reagense, ligande i katalie);
- Neorganske ni#stoce (mogu nastati tokom procesa proizvodnje, a dkiju reagense,
ligande i katalizatore, teSke metale, neorganske kao i ostali materijal kori&n
tokom procesa proizvodnje (npr. filteri, aktivnialg);
- Rezidualni rastvard (mogu biti organskog ili neorganskog porekla, &twise tokom
procesa proizvodnje i aino ih je teSko potpuno ukloniti. Podeljeni su Wktase, prema

riziku koji nose po zdravlje ljudi (klasa I, Il'il}).

1.2.1 Poreklo nefisto¢a u aktivnoj farmaceutskoj supstanci i farmaceutskmn
doziranom obliku

Prisustvo néistoca u aktivnoj farmaceutskoj supstanci i farmaceutsko
doziranom obliku uslovljeno je nizom faktora, a astavku su dati samo neki od
nage&ih primera koji se odnose na poreklc@iséota [27]:

— nedistoce prisutne usled kristalizacije aktivne farmaceatsupstanceova vrsta
necistota se moze &ekivati kod aktivnih farmaceutskih supstanci kojekg@zuju
polimorfizam (sposobnost da jedna supstanca postojiSe razkitih kristalnih
oblika, Sto takde moze ukljditi amorfne oblike i solvatirane ili hidratirane e,
poznate kao pseudopolimorfi) [28]. Kako polimorfoiblici mogu imati razliite
fizicke i hemijske osobine i samim tim uticati na brziastvaranja, stabilnost i
bioraspolozivost leka, péanje ove vrste rigstoca je od narditog zna&aja u

modernoj farmaceutskoj industriji.
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necistoce koje potiu od stereohemijskin osobina aktivne farmaceutskstance
opticki aktivna farmaceutska supstanca moze sadrzatitiengerne né&stoce, tj.
nezeljeni optiki izomer koji se smatra hiralnom distocom leka. Broj potencijalno
prisutnih hiralnih n&sto¢a raste sa brojem asimeétih atoma ugljenika prisutnih u
molekuli opteki aktivne supstance. Za odeni broj optéki aktivnih farmaceutskih
supstanci je dokazan bolji farmakoloSki profil, péan terapijski indeks, kao i
povoljniji profil nezeljenih reakcija, ukoliko lelsadrzi samo jedan njen aktivni
enantiomer. Primer ovakvih aktivnih farmaceutskitpstanci su levofloksacirs(
ofloksacin) i esomeprazol Someprazol). Stoga je u proizvodnji ovakvih
farmaceutskih supstanci veoma bitna kontrola sievewera, koji se tretiraju na isti
natin kao druge potencijalno prisutne organské&stece.

rezidualni rastvard mogu biti organskog ili neorganskog porekla, kerise tokom
procesa sinteze aktivne farmaceutske supstancerdizvodnje farmaceutskog
doziranog oblika, zbogega se mogu kakako u farmaceutskoj supstanci, tako i u
gotovom doziranom obliku.

necistoce u procesu sinteze aktivne farmaceutske supstammgu poticati od
polaznog materijala, intermedijernih supstanditiélmogu biti sporedni proizvodi.
necistoce koje nastaju usled mogih interakcija sa komponentama formulacipya
vrsta neistota ozngena je kao degradacioni proizvodi, a méagust njihovog
nastajanja zavisi od vrste doziranog obliké&rgti, teni...), prirode aktivhe
farmaceutske supstance i komponenata formulacigkade, njihovo nastajanje
moze biti katalizovano uslovima sredine tokom psaceroizvodnje doziranog
oblika (npr. temperatura, vlaga i svetlost mogu wimoze stabilnost i umanje
farmakoloSku aktivnost nekih aktivnin farmaceutsk#upstanci u doziranim
oblicima, kao Sto su vitamini, antibiotici itd.).edni dozirani oblici su podlozniji
degradaciji i mikrobioloSkoj kontaminaciji, pa uimgvom slé&aju pH vrednost,
kompatibilnost anjona i katjona, interakcije saagigensima i primarnim pakovnim
materijalom predstavljaju vazne parametre¢pnga stabilnosti gotovog proizvoda;
kod ¢vrstih doziranih oblika prisustvo ekscipijenasdage uzrokuje topohemijske i
nukleofilne reakcije. 1 pored sprodenja validnih studija stabilnosti u toku
preformulacionih ispitivanja, u dosadasnjoj prgksbilo primera povléenja leka sa

trziSta zbog neadekvatnog doziranog oblika, kog hio dovoljno stabilan.
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- nedistoce koje poifu od primenjene metode tokom proizvodnje farmakegts
doziranog oblika ova vrsta n&stota nastaje pri neodgovaragm proizvodnom
procesu, ili ukoliko tokom proizvodnje optimizovanislovi (vrednost pritiska,
temperature) nisu ispunjeni, npr. zavrSna stedljaametodom autoklaviranja kod
nekih farmaceutskih supstanci moze podstatramolekularne cikline reakcije i
tako uzrokovati pojavu restoca.

- nedistoce koje nastaju tokom periodauvanja i transporta gotovog farmaceutskog
doziranog oblika za definisanje ove vrste &stoa najvaznije je sprovienje
studija stabilnosti.

— nedistoce koje nastaju usled mdgsobnih interakcija viSe aktivnih farmaceutskih
supstanci u jednom doziranom oblikava vrsta n&stoca je nardgito karakterisitha
za multivitaminske preparate (npr. prisustvo nikathida u formulaciji vitamina iz
B grupe uzrokuje zriajnu degradaciju tiamina u injekcijama vitamina @ripleksa
[29].

- nedistoce koje nastaju usled degradacije uslovljenje piisois reaktivnih
funkcionalnih grupa estri i amidi podlezu hidrolizi; fenoli, konjugami dieni,
heterocikleéni aromaténi prstenovi, nitrozo jedinjenja, nitriti i aldehidu podlozni
oksidaciji, dok dekarboksilaciji podlezu jedinjersia karboksilnom grupom.

Smernice ICH [25,26] jasno definiSu prag za prijjahje, identifikaciju i
kvantifikaciju neistoca u aktivnoj farmaceutskoj supstanci, odnosno donim obliku,
na osnovu vrednosti maksimalne dnevne doze. T@i ztea su néistoce u aktivnoj
farmaceutskoj supstanci iznad praga za prijavljgaf0,05 %) neidentifikovane
necistoce (nepoznate hemijske strukture, a mogu se defirkgalitativnim analitékim
parametrima kao Sto je relativno retenciono vremeljucene su u ukupne &istoce,

dok neistoce iznad praga za identifikaciju (0,1 %) moraju hdentifikovane i

ukljucene su u specifikaciju. Nistoce iznad praga za kvalifikaciju (0,15 %) moraju

imati ispitanu i potwienu bioloSku bezbednost za specificirani nivo.

Necistoce se ohino toksikoloski kvalifikuju kada lek treba prvi pda dobije
dozvolu za stavljanje u promet, ali i prilikom iznee proizvodnog procesa, kada se
pored vé postojéih, moZe dekivati pojava novih nagstoca. Prisustvo n#stoca moze

se svesti na minimum kontrolom reakcionih uslovieoto procesa sinteze, izborom
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visoko kvalitetnog polaznog materijala i reagen&se, i uvaienjem dodatnog koraka

intermedijernog ili finalnog pras¢avanja [30].

1.2.2 Profil neédistoéa
Profil netistoca predstavlja prikaz identifikovanih i neidentifikmih ne€istoca

prisutnih u aktivnoj farmaceutskoj supstanci ilirfeaceutskom doziranom obliku.

Ispitivanje profila neéistota predstavlja jednu od najzi@gnijih, ali i najzahtevnijih

oblasti savremene farmaceutske analize, koja jekusi kako farmaceutske industrije,

tako i regulatornih tela, jer pruza slédgrednosti [31]:

— poznavanje hemijske strukturecisoca u procesu razvoja novog leka, ili prilikom
uvodenja novog tehnoloskog postupka u proizvodnji geééy leka, moze da
pomogne u definisanju reakcionih uslova pri kojitea se formiranje n#stoca
svesti na minimum;

— na osnovu poznavanja hemijske strukturgjsteta se moZze sintetisati i time pruziti
dodatnu potvrdu svoje strukture, prethodno defmesspektroskopskim metodama;

— sintetisani materijal moze posluziti kao standaatistoce tokom razvoja selektivhe
metode za kvantitativno ispitivanje dateisexce;

- u slkaju glavnih neistoca, sintetisani ili izolovani materijal se moze poghwuti
toksikoloSkom ispitivanju, Stoe pruziti znaajne podatke o bezbednosnom profilu
leka;

— u slwtaju regulatornih tela, profil kestoca predstavlja zri@jan pokazatelj kvaliteta
| postojanosti proizvodnog procelsalk-a.

Profil netistoca jedne aktivne farmaceutske supstance dobijenécitiaz
sintetskim putevima moze se razlikovati kako u kati/nom, tako i u kvantitativnom
smislu. U praksi se ovo moZze zapaziti ucaju razltitih proizvadaca jedne aktivne

farmaceutske supstance [30].

1.2.3 Netistoée u ekscipijensima
Vecina vazeéih farmakopeja sadrzi monografije oko 200 supstékae se

koriste kao ekscipijensi. N&®@&e kori€eni ekscipijensi u farmaceutskoj industriji su
Seeri (laktoza, monohidrat; saharoza), biopolimepatiugljenih hidrata kao Sto su
skrob, mikrokristalna celuloza, derivati celulozpplimeri tipa polietilenglikola

(makrogoli), polivinilpirolidon (povidon), razlita ulja biljnog porekla, stearinska
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kiselina i magnezijum-stearat, neorganska jedigjégo Sto su kalcijum-fosfat, titan-

dioksid. Kako su ekscipijensi u farmaceutskom domm obliku u najwem broju

slicajeva kvantitativno znatno viSe zastupljeni od sakte/ne farmaceutske supstance,

ispitivanje njihovetistoce i kompatibilnosti je od natdog zn&aja [32].

Prilikom ispitivanja kompatibilnosti, dva najvazaijparametra su sposobnost
ekscipijensa da apsorbuje vodu pri varijabilnimousha vlaznosti, kao i pH vrednost
same formulacije farmaceutskog doziranog oblik&koia, neophodno je poznavanje
slede&ih karakteristika [33,34]:

— poznate inkompatibilije datog ekscipijensa sa aikim farmaceutskom supstancom
ili drugim ekscipijensima (npr. maksimalno redukojaceluloze kao ekscipijensa u
lekovima koji sadrze primarnu i sekundarnu aminggy;

— potencijalno postojanje efekta stabilizacije dat@scipijensa (najpoznatiji
ekscipijensi sa ovim efektom su ciklodekstrini,ikoymirajuc¢i hidrofobne Supljine
»obavijaju* molekule aktivne farmaceutske supstantako ih Stite od degradacije
tipa hidrolize, oksidacije ili fotodegradacije);

— potencijalno prisustvo reaktivnih &stoca u datom ekscipijensu (prisustvo
peroksida u polietilenglikolu, povidonu ili krospgdenu moZe prouzrokovati
degradaciju oksidabilnih aktivnih farmaceutskih stapci);

- mehantke osobine datog ekscipijensa (r#® vazno kodtvrstih doziranih oblika,

u inicijalnoj fazi ispitivanja kompatibilnosti).

1.3 ISPITIVANJE STABILNOSTI LEKA

Osnovni cilj ispitivanja stabilnosti je dobijanjeazmanja o uticaju razith
spoljnjih faktora na kvalitet aktivne farmaceutskestance i farmaceutskog doziranog
oblika, u odrdenom vremenskom periodu.

Pored ispitivanja efikasnosti i bezbednosti kojeobavlja kroz raztite faze
razvoja leka, od izuzetnog afega je istovremeno péanje njegove stabilnosti, koje se
odvija na sled& n&cin [35]:

— faza t ispitivanje stabilnosti u ovoj fazi je kratkotnaj, a odnosi se na definisanje
relativne stabilnosti aktivne farmaceutske supstangenog puta degradacije, selekciju
najadekvatnijeg hemijskog oblika (npr. vrsta s@stra), ispitivanje kompatibilnosti

ekscipijensa i razvoj jednostavnog doziranog olbfi&klinicku primenu;
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- faza Il ova faza podrazumeva razvoj formulacije doziraradgika i ukljuuje
viSestrukiscreeningformulacija i pakovnog materijala, koji se izvddiko kroz probne
kratkoraine studije stabilnosti (maksimalnog trajanja do @seti), tako i kroz
dugora@ne studije (2-3 godine) radi odabira najadekvatiojeulacije;

— faza Il ova faza zaponje sa definisanim farmaceutskim doziranim oblikom
sadrZzajem aktivnhe farmaceutske supstance. Ispj@vetabilnosti u ovoj fazi obavlja se
prema regulatornim smernicama, kako bi se definred trajanja i uslovicuvanja, u
zavisnosti od klimatske zone trziSta za koje jerlakenjen;

- faza IV ova faza se odnosi na period nakon dobijanja alezza stavljanje leka u
promet, a ispitivanja se vrSe radi potvrde da datiov proizvod i dalje ispunjava
kriterijume definisane odobrenim uslovimé&uvanja. Ispitivanje stabilnosti pod
ubrzanim uslovima starenja zahteva se u ovoj fagiutaju razvoja nove formulacije
datog leka, uvéenja nove jaine ili novog pakovanja leka.

Studije stabilnosti se dele na redovne i stres ijstuli studije forsirane
degradacije.

Redovne studije stabilnosti se vrSe prema wiwrdenom protokolu ispitivanja
stabilnosti, sa ciliem da se ustanovi ili potvréripd retestiranja aktivhe farmaceutske
supstance ili rok upotrebe farmaceutskog doziraradgika. Prema ¢&estalosti
sprovaienja dele se na ubrzane, intermedijerne i dugn@studije stabilnosti.

Studije forsirane degradacije prema ICH smerniebd sprovoditi samo u
odreienim fazama razvoja leka, théim konkretna uputstva vezana za i2enje istih
nisu propisana. Studije forsirane degradacije smievse za aktivnhu farmaceutsku

supstancu, ali i za farmaceutski dozirani oblik][36

1.3.1 Studije forsirane degradacije
Osnovna svrha izvienja studija forsirane degradacije je [36,37]:

— brza selekcija i eliminacioniscreening aktivne farmaceutske supstance i
farmaceutskog doziranog oblika u relativno kratkeramenskom periodu, Sto moze
uStedeti resurse za izd#@nje redovnih studija stabilnosti koje su dugoifajnskuplje;

— odraiivanje hemijske stabilnosti aktivne farmaceutskpstance u farmaceutskom

doziranom obliku;
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— utvrdivanje degradacionog puta i degradacionih meharazéitao Sto su hidroliza,
oksidacija, termoliza ili fotoliza) aktivne farmadseke supstance i farmaceutskog
doziranog oblika;
— definisanje hemijske strukture degradacionih proda;
- razvoj i validacija metode koja se koristi za qamaje stabilnosti farmaceutskog
proizvoda (engstability-indicating methoyl
— razvoj stabilne formulacije farmaceutskog doziranbtka;
— odabir najadekvatnijin uslova sredine i tehnoloSkmgtupka tokom proizvodnog
procesa,;
- identifikacija uslova pod kojima bi se mogla vrSiiodatna kontrola tokom
proizvodnog procesa i periodavanja,
— dobijanje degradacionog profila Stocslieg onom koji¢e se pratiti kroz redovne
studije stabilnosti;
— ispitivanja kompatibilnosti, odnosno magju interakcija u farmaceutskom
doziranom obliku izmé&u viSe aktivnih farmaceutskih supstanci, ili izineaktivhe
farmaceutske supstance i ekscipijenasa;
— sticanje natno opravdanih dokaza za adekvatan odabir primarmnsgkundarnog
pakovanja gotovog proizvoda;
— uzorci dobijeni forsiranom degradacijom pruzaju mrogst razlikovanja dobijenih
degradacionih proizvoda od sintetskih¢iseoca, ili onih nastalih interakcijom vise
aktivnih farmaceutskih supstanci u formulaciji, dktivnhe farmaceutske supstance i
ekscipijenasa.

Studije forsirane degradacije pod odgovad@ju eksperimentalnim uslovima
treba da rezultiraju stepenom degradacije aktianemdceutske supstance od 5 % do 20
%. Medutim, do navedenog stepena degradacije ne moraonddi pod ispitivanim
eksperimentalnim uslovima, Sto ukazuje da je aktifarmaceutska supstanca stabilna
prema ispitivanom stresgensu. U ovom staju ne preportuje se primena ekstremnih
eksperimentalnih uslova, jer se moZ&ekivati generisanje sekundarnih i tercijarnih
degradacionih proizvoda, Sto dodatno oteZava irg&piju rezultata. Odabir
eksperimentalnih uslova, njihov intenzitet i trgg@reavisi od hemijske strukture i

osobina aktivne farmaceutske supstance. Stresuzorici Se porede sa nestresiranim
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(kontrolnim) uzorcima, kao i sa odgovardja blanko uzorcima. Ispitivanje se ¢hb
izvodi na jednoj seriji proizvoda [38-40].

Prema opisanim protokolima iz prakse dostupninterdiuri [41], preporéeno
je da se studije forsirane degradacije aktivne é#mentske supstance izvode
ispitivanjem uticaja poviSene temperature, vlagetlssti, oksidacije kao i hidrolitke
stabilnosti, dok je za ispitivanje farmaceutskogitinog oblika kljgno ispitivanje
uticaja poviSene temperature, vlage, svetlosti siaddcije. U sldaju ispitivanja
farmaceutskog doziranog oblika odgovaéajplanko uzorak je placebo, na osnovu koga
se moze utvrditi kompatibilnost ekscipijenasa pngu u farmaceutskom doziranom
obliku.

Studije forsirane degradacije dakle obuhvatajitiigmje prematetiri osnovna

degradaciona mehanizma: termoliza, hidroliza, @djd i fotoliza.

1.3.1.1Termoliticka degradacija
Ova vrsta degradacije odvija se pod uticajem po@3&emperature, a obuhvata

sledee hemijske reakcione mehanizme: hidroliza/dehidigta
izomerizacija/epimerizacija, dekarboksilacija, pedivanje i neke tipove reakcija
polimerizacije. Uticaj temperature na degradacktivae farmaceutske supstance moze

se utvrditi Arenijusovom jedaom (1):

K=Ae EaRT (1)

gde jeK speciftna brzina reakcijeA je faktor frekvencijeR je univerzalna gasna
konstanta,T temperatura izrazena u kelvinima, dokge vrednost energije aktivacije.
Arenijusova kinetika moze pondiokod utvidivanja odgovarajte temperature i duzine
trajanja studija termolitke degradacije. lako je na osnovu literaturnih paika
proséna vrednostEa za veinu aktivnih farmaceutskih supstanci 19,8 kcal ™ol
preporuka je da se kao pretpostavljena vrednoshaifia od 15 kcal mot, jer
empirijski proizilazi da ova vredno$fa pri svakom porastu temperature od 10 °C
dovodi do dvostrukog porasta brzine reakcije. Kakpitivanje uticaja poviSene
temperature tokom studija forsirane degradacijpatrerSiti u inkrementima od 10 °C
iznad temeraturnih vrednosti na kojima se izvodeate studije stabilnosti (tj. 50 °C,
60 °C itd.), jasno je da ova prepodema vrednosEa pruza kontrolisani uvid u brzinu i

stepen degradacije na odemoj temperaturi. Miautim, odstupanje od Arenijusove
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kinetike moze sedkivati v& na temperaturama iznad 70 °C - 80 °C, Stodiarereba
imati u vidu prilikom planiranja eksperimentalnogajna. Studije forsirane degradacije
pod uticajem poviSene temperature i vlage¢mbise izvode pri peetnim uslovima od
70 °C i 75 % relativne vlaznosti [33,36,38].

1.3.1.2Hidroliti ¢ka degradacija
Ispitivanje hidrolittke degradacije treba vrsiti u Sirokom opsegu pHinvosti

(tj. u kiselim, baznim i neutralnim uslovima sreglinZa kiselu hidrolizu se prepa@uje
primena 0,1-1,0 mol £ HCI ili H,SQ,, a za baznu hidrolizu 0,1-1,0 mol*INaOH,
KOH ili LIOH. Ispitivanje se vrSi u rastvoru, a uk®m je aktivha farmaceutska
supstanca delimino rastvorljiva ili nerastvorljiva, prepatuje se primena korastvaa
ili suspenzija aktivhe farmaceutske supstance. d¢gjgniji korastvara je acetonitril,
dok metanol treba koristiti uz oprez zbog potemegareaktivnosti sa elekrofilnim
grupama ili intermedijerima degradacije, nare u kiseloj sredini. Brzina i stepen
hidroliticke degradacije zavise od viSe faktora, kao Sto igleldricna konstanta,
polarnost rastvata, jonska jaina i vrednost povrSinske energije (kod suspenzije)
Ukoliko se potrebni stepen degradacije ne postigreyetanjem koncentracije
kiseline/baze ili produZenim izlaganjem, ona se enolirzati povéanjem temperature
do najvise 70 °C, jer u suprotnom isparavanje vodmlstupanje od Arenijusove

kinetike mogu ugroziti interpretaciju dobijenih wiata [33,36,38].

1.3.1.30ksidacija
Oksidativna degradacija aktivne farmaceutske suopstase zasniva ha

mehanizmu transfera elektrona koji vodi stvaramaktivnih anjona i katjona. Amini,
sulfidi i fenoli su nareéito podlozni ovoj vrsti degradacije, ptemu nastaju N-oksidi,
hidroksilamini, sulfoksidi i sulfoni. Funkcionalngrupe sa nestabilnim atomom
ugljenika (benzil, alil, tercijarni atom ugljeniké onaj u a - poziciji u odnosu na
heteroatom) podloZne su stvaranju peroksida, hgidakili ketona.

U studijama forsirane degradacije ¢&fe se koristi vodonik-peroksid kao
oksidativni agens, mada se mogu koristiti i ini@ja oslobaanja radikala (npr.
azobisizobutironitril), joni metala ili kiseonik. vBtlost moZe indukovati proces
fotooksidacije, mehanizmom slobodnih radikala. Odatoste oksidacionog agensa,

njegove koncentracije i reakcionih uslova zavisi @gbbina aktivne farmaceutske
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supstance. Prepamuje se ispitivanje primenom 0,3 % (0,02 % - 3 %pliko je
neophodno) vodonik-peroksida, pri neutralnom pldbreoj temperaturi u trajanju od 7
dana, ili do postignutihn 5 % - 20 % degradacije. pteporduje se ispitivanje sa
vodonik-peroksidom pri temperaturi iznad 30 °C, heto dovelo do cepanja relativho
slabe O-O veze i stvaranja hidroksil-radikala k&yi znatno j& oksidativni agensi
[33,36,38,42].

1.3.1.4Fotoliza
Studije fotostabilnosti treba izvoditi u skladu K2H Q1B smernicom prema

kojoj je za redovne studije stabilnosti uzorak ebtro izlagati svetlosti ukupnog
zra&tenja ne manjeg od 1,2 miliona lukasova i integrisanoj bliskoj ultraljutzstoj
energiji ne manjoj od 200 Wh [43]. Za izvaienje studija forsirane degradacije
zraenje treba da bude najmanje dva putaeved zréenja predlozenog ICH
smernicom. U slkeaju ispitivanja rastvora, prepauwje se primena acetonitrila kao
korastvarga, jer metanol moze uzrokovati stvaranje nepozeljbiegradacionih
produkata usled nagomilavanja metoksi radikalajdal#i u uslovima stresa [38].

U fotoreaktivha jedinjenja spadaju jedinjenja sabkailnom funkcionalnom
grupom (npr. aldehidi, ketoni), N-oksidi, alkenrildloridi, sulfidi, nitro-jedinjenja
(aromaténa i heterociklina), polieni i jedinjenja sa slabim C-H i O-H veza{B3].

U idealnim uslovima, umanjenje sadrzaja ispitivaaliivne farmaceutske
supstance pri degradaciji, u odnosu na vrednostizimganja stresu, trebalo bi da u
potpunosti kvantitativnho korelira sa porastom sagrazlegradacionih proizvoda. ICH
smernica navedenu korelaciju definiSe se kao raaaotmase (engnass balande
navodeéi da se ova vrednost moze dobiti #&raavanjem zbira sadrzaja aktivne
farmaceutske supstance i nastalih proizvoda degijadé&ako bi se videlo koliko je ta
vrednost blizu 100 % od petne vrednosti sadrzaja aktivhe supstance u uzpr&u
izlaganja stres uslovima, i na tajéimaprocenila greSka metode [33,43].

Medutim, u praksi je poznato dosta primera kada j&aegvrditi ravnotezu
mase usled [44]:

- prekomernog stvaranja degradacionih proizvoda kdaZzene degradacione
mehanizme i interakcije sa ekscipijensima,

— nepotpune detekcije, usled gubitka UV hromofora;
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— gubitka aktivne farmaceutske supstance ili nastalégradacionih proizvoda
isparavanjem;

— greSaka ili varijabilnosti u oddevanju sadrzaja aktivne farmaceutske supstance;

— razli¢itih apsorpcionih karakteristika ispitivane supstn nastalih degradacionih
proizvoda,;

— loSe rastvorljivosti ispitivane supstance;

— problema u eluiranju ispitivanih supstanci sa kelon
1.3.2 Metode za ispitivanje stabilnosti

Metoda koja se koristi za genje stabilnosti farmaceutskog proizvoda (eng.
stability-indicating methodomoguava precizno kvantifikovanje aktivne farmaceutske
supstance u prisustvu degradacionih proizvodaetsikih neéistoca, ekscipijenasa ili
drugih potencijalnih n8stoca, kao i kvantifikaciju samih degradacionih proidad38].
Proaktivni pristup u razvoju tability-indicating metode ukljduje kao prvi korak
izvodenje studija forsirane degradacije. Generisanisstreorci se zatim koriste u
postupku razvoja metode. Poznavanjeckathemijskih osobina ispitivanih supstanci
(kao sto su rastvorljivost, apsorpcione karaktiéestpKa vrednost,log P vrednost)
veoma je vazno za odabir adekvatne art@aitimetode i potrebnih reagenasa. Biidia
je najzastupljenija tehnika u razvojtakility-indicating metode téna hromatografija
pod visokim pritiskom (HPLC), preliminarna ispitija bi u tom slgaju ukljwila
pracenje retencionog vremena aktivne farmaceutske ao@sti relativnih retencionih
vremena degradacionih proizvoda, dok ukupno vreajartja hromatografske analize,
narcito u inicijalnoj fazi mora biti 2,5 puta duze ocdetencionog vremena
hromatografskog pika aktivne farmaceutske supstafitee se obezlilje praenje
potencijalno prisutnih pikova onih degradacionitoqukata koji se znatno kasnije
eluiraju. Tokom optimizacije metode mogu se, porglat vrSiti male promene
gradijenta, sastava mobilne faze, pH vrednsti,nerprotoka, temperature, duzine ili
vrste stacionarne faze, kako bi se ontaguazdvajanje bliskih pikova ili reSio problem
koeluiranja. Odabrani hromatografski uslovi trelaaotbezbede osetljivost i speéifost
metode, zadovoljavagu rezoluciju, a ukljguju i praenje ravnoteZze masecistoce

svakog eluiranog pika (tzpeak purityfaktora) [38,44,57].
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Razvijena i optimizovandaability-indicatingmetoda se zatim validira u skladu sa
preporukama datim ICH smernicom [45] kako bi sevpbla njena linearnost, ¢aost,

preciznost, osetljivost, spedcifiost i robusnost.

1.4 METODE FARMACEUTSKE ANALIZE
U modernoj analitici lekova primenjuje se velikiobpmetoda u svrhu kontrole

kvaliteta farmaceutskih proizvoda. U zavisnosti toda da li se metoda zasniva na
separacionom mehanizmu ili emisiji/apsorpcijicenaja u odréenoj spektralnoj oblasti,
mogu se podeliti u dve osnovne grupe: separacispektroskopske.

U spektroskopske metode spadaju: UV-VIS spektrofetoija, spektroskopija u
infracrvenoj oblasti spektra (IR), Ramanska spekiopija, nuklearna magnetna
rezonantna spektroskopija (NMR), atomska apsorpcgpektrometrija (AAS) i masena
spektrometrija (MS).

Medu separacionim metodama koje imaju Siroku primenanalitici lekova,
izdvajaju se t&na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC)¢na hromatografija
pod ultra visokim pritiskom (UHPLC), gasnha hromatdga (GC), fluidna
hromatografija pri superkrithim uslovima (SFC), tankoslojna hromatografija (JLC
visoko-efikasna hromatografija na tankom sloju (HEY i kapilarna elektroforeza
(CE).

Medutim, pored navedenih metoda, u savremenoj arialélova sve viSe se
primenjuju tzv. hibridne tehnike, koje ®aRe podrazumevaju spregu separacione i
spektroskopske metodeiime se postize detaljna strukturna analiza ispiiiva
jedinjenja. Ovo je od natdog zna&aja prilikom ispitivanja stabilnosti lekova,
definisanja degradacionog profila, kao i u analiflmZzenih analita sa veoma niskim
sadrzajem ispitivanih supstanci (npr. ispitivanj@ldskog materijala). U tu svrhu
nage&e se primenjuje spregactee hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC-
MS ili LC-MS/MS), dok se precizna strukturna analimoze poséi primenom NMR
spektroskopije spregnute sériem hromatografijom (LC-NMR) [38].

1.4.1 Teéna hromatografija pod visokim pritiskom
Tecna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) spadi podeonu

hromatografiju, a razdvajanje se postize na dodipavrSini t&ne stacionarne i

mobilne faze.
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Ukoliko je stacionarna faza polarna, a mobilna fiagpolarna u pitanju je HPLC
tehnika normalnih faza (NP-HPLC) i pogodna je zadvajanje polarnih supstanci.
Medutim, imajwi u vidu da je najv@ broj aktivnih farmaceutskih supstanci male
polarnosti, u farmaceutskim ispitivanjima dalekoweprimenu ima HPLC tehnika
reverznih faza (RP-HPLC), gde je stacionarna fagaolarna ili manje polarna, dok je
mobilna faza polarna. U zavisnosti od hemijske kstne ispitivanih komponenti,
retencija na stacionarnoj fazi opada stémle redosledom: alifatha jedinjenja >
indukovani dipoli (npr. CG) > permanentni dipoli (npr. CHE}I> slabelewisove baze
(etri, aldehidi, ketoni) > jakd_ewisove baze (amini) > slabkewisove kiseline
(alkoholi, fenoli) > jakeLewisove kiseline (karboksilne kiseline) [46,47]. tAdim,
retencija ne zavisi samo od hemijskih osobina iiguitog analita, v i od izbora
stacionarne faze i sastava mobilne faze, kao igajemog tipa eluiranja.

Najceke korigene stacionarne faze su na bazi silika gela, doknsdernije
stacionarne faze hibridne strukture, te posedufu \&pornost i bolje performanse. U
zavisnosti od duzine ugljovodaimiih lanaca vezanih na povrsSini silike najzastupgen
su G, GCg, Cig stacionarne faze péemu bolje retencione osobine u analitici nepolarnih
jedinjenja imaju one sa duzim ugljovodémim nizom. Duzina HPLC kolona varira od
30 mm do 300 mm, pdemu je trajanje analize proporcionalno duzini keldkrata
kolona, kr&i analiticki run), dok se bolja rezolucija postize kagfjem duzih kolona.
Kod modernijih HPLC kolona valina cestica se ki@ u rasponu od 5 um do 3 pm, dok
je unutrasnji prénik nage&e 4,6 mm.

Mobilna faza u RP-HPLC analizi je polarna i & predstavlja smesSu
organskog rastvata i vode ili odgovarajeg pufera. Od organskih rastvéaa
najzastupljeniji su acetonitril i metanol, dok smolkpuferi izdvajaju fosfatni i acetatni.
Udeo organskog rastvaia koncentracija pufera, pH vrednost vodene fazmossu
neke od karakteristika mobilne faze koje gajao uttu na hromatografsko ponaSanje
analita, te se upravo njihovim variranjef@sto dolazi do optimalnih hromatografskih
uslova.

U hromatografskoj tehnici postoje dva osnovna teglairanja, izokratsko i
gradijentno. Kod izokratskog eluiranja sastav mubilaze se ne menja u toku analize,
dok gradijentno eluiranje podrazumeva promenu gsastaobilne faze prema unapred
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definisanom programu gradijenta, te secege primenjuje za razdvajanje analita sa
vec¢im brojem jedinjenja razlite polarnosti.

Osnovni delovi HPLC umaja su: injektor, kolona, termostat za kolonu,
detektor, pumpa, rezervoar sa mobilnom fazom, aegasistem za obradu podataka
[46,48].

1.4.1.1Hromatografski parametri
Tri fundamentalna faktora HPLC analize od kojihizaseparacija (razdvajanje)

ispitivanih komponenti su retencija, selektivnostikasnost.

Retencijase karakteriSe sa viSe parametara od kojih su haijua
- retenciono vremet{ — vreme koje protekne od unoSenja uzorka u hrognatsku
kolonu do pojave maksimuma pika na hromatogramuo$teovu retencionog vremena
vrSi se kvalitativna analiza, odnosno identifikacipika ispitivane komponente, a
njegova vrednost najpre zavisi od brzine protokaiime faze i duzine kolone;

- faktor kapaciteta ili retencioni faktok’] predstavlja meru zadrZzavanja komponente u
hromatografskoj koloni, a njegova vrednost sec&red 0,5 do 20. Pozeljno je #a
bude u rasponu 1-10, dok vredndstr 20nisu prihvatljive jer ukazuju na loSe eluiranje

i izraZzenu interakciju ispitivane komponente sa&istaarnom fazom, Sto rezultira dugim
trajanjem analize.

Ostali parametri retencije su redukovano retenciereme {'), retenciono vreme
mobilne fazet), relativno retenciono viem&RY) i retenciona zapremin&/y).

Selektivnospredstavlja meru razdvojenosti dve komponentetag@a se preko
faktora selektivnostido). Faktor selektivnosti zavisi od prirode stacioreafaze (G, Cys,
cijano, fenil), kao i od sastava mobilne faze. kmlje o = 1, znd&i da ispitivane
komponente imaju isto retenciono vreme i da sejarage postignuta, dok vrednost
>> 1 ukazuje na zadovoljavaw separaciju.

Efikasnoskolone je mera sposobnosti kolone da stvaranjé&mvgi manje Sirine
obezbedi bolje razdvajanje. KarakteriSe se brojeworijskih platoa ), visinom
ekvivalentnom teorijskom platouHj i redukovanom visinomhj. VrednostN je
proporcionalna duzini kolonel), pa se véa efikasnost i bolje razdvajanje moze
ocekivati sa povéanjem duzine kolone. Obrnuto, Sto je vredridstiza, broj teorijskih

platoa je véi, pa je samim tim i efikasnost kolonecee
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Faktor razdvajanja ili faktor rezolucijgR) zavisi kako od termodinakkih
faktora (retencija i selektivnost), tako i od kidkih faktora (Sirina pika i efikasnost
kolone). Razdvajanje na baznoj liniji je postignutmliko jeR> 1,5 [13,46-49].

Veza izméu svih navedenih faktora i faktora rezolucije ptadena je

sled€éom jedng&inom:

Bt

pri ¢emu seclanovi jedngine redom odnose na efikasnost, retenciju i sele&st.

Detaljnijim uvidom moze se zakljiii da ¢lan koji se odnosi na selektivnost pokazuje
najveti uticaj na vrednost rezolucije. Ukoliko se saglaajedan krittan par,
hromatografski pikovice imati veoma bliske vrednosti, dok je vrednosix u tom
slweaju obtno 1,01-1,50. Otuda izrazito male promene vrednestebog direktne
proporcionalnosti razlicio-1) rezultuju zn&ajnim uticajem na rezoluciju. Posemjem
duzine kolone, npr. za faktor 2, pdawa se vrednostN, ali zbog direktne
proporcionalnosti rezolucije kvadratnom korenu oymyametra, njena promerta
iznositi oko 40 %. Kad je u pitanju uticdj, evidentno je da se samo pri njegovim
visokim vrednostima (npik’ = 10) moze &ekivati dac¢e ovajclan jedngine iznositi
priblizno 1, dok nize vrednosti pokazuju slab uticaj na promenu rezolucije [48,49].
Asimetrija pika ili faktor simetrije pikgAs) je parametar kojim se definiSe
kvalitet kolone, ali i odabranih hromatografskih lay&. Idealno simettan
hromatografski pik ili tzv. Gausov pik ima vredndst = 1, ali se njegove optimalne
vrednosti kréu u intervalu od 1,0 do 1,2. Zahtev Antke farmakopeje za vrednost
ovog parametra (< 2 %) se odnosi na premeodgovarajée Sirine pika na 5 % njegove
visine. Generalno, ukoliko jAs nesSto véa od 1 moZe secekivati pojava razvienja
silaznog dela pika (engailing), Sto ukazuje na to da je kolona prezesa uzorkom.
Suprotno, ukoliko jAs< 1, dolazi do razvigenja uzlaznog dela pika (erfgonting) i to
je znak da postoji izrazena interakcija izinaspitivane komponente i stacionarne faze.
Pojavatailing-a oteZava integraciju dobijenih pikova i dodatedukuje broj teorijskih

platoa, Sto posledino ugroZzava rezoluciju ispitivanih komponenti [48}.4

29



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

1.4.1.2Fenomen Sirenja hromatografskog pika i Van Deemteva jedn&ina
Fenomen Sirenja hromatografskog pika (é¢veqnd broadeningpredstavlja jedan

od najveéih izazova u savremenoj hromatografskoj analizi,ge najeXe dovodi u
vezu sa vrstom i valinom cestica stacionarne faze i kvalitetom pakovanjahisti
hromatografskoj koloni. O tome svatoi fulminantan razvoj hemije povrSine
stacionarnih faza kojim se nastoji da se ovaj femorsvede na minimum, kako bi se
dobile kolone Sto boljih performansi, odnosno SeevvrednostiN, i Sto manje
vrednostiH.

Generalno, nize vrednodtl se postizu primenom nizih protoka mobilne faze,
manje viskoznih mobilnih faza, viSih temperatura;i&enjem kolona koje su pakovane
¢esticama manjih dimenzija, kao i sa analitima nianjolekula [48].

Faktori koji dovode do fenomena Sirenja hromatakad) pika su [46]:

- eddydifuzija, javlja se kao posledica toga Sto istelgkole ispitivane komponente
imaju razltitu dinamiku kretanja izmi cestica stacionarne faze, tj. neke molekule
usled “vrtloZznog” kretanja putuju duze, dok nekajmkr&i put i brze se eluiraju;

- razlicita distribucija protoka mobilne faze, tako da jeotpk uvek brzi u onim
segmentima koji su udaljeniji od sarfestice stacionarne faze. Ova pojava, keddy
difuzila mogu se redukovati ko&&njem kolona sa manjim i Sto uniformnijim
cesticama;

- longitudinalna difuzija molekula ispitivanih kompenti u mobilnoj fazi (tj. tendencija
molekula ka spontanoj difuziji) - ovaj efekat slapii visokim brzinama protoka
mobilne faze;

- otpor molekula ispitivane komponente transferusenazméu mobilne faze,
stacionarne faze, i tzv. stagnirégumobilne faze. Zavisi od difuzionog koeficijenta
molekula u stacionarnoj fazi kao i od debljine irgenosti filma kojim su oblozene
cestice stacionarne faze.

Zavisnost vrednostiH u funkciji protoka mobilne fazeu), i prethodno
navedenih faktora izrazava ¥an Deemterovom jedndinom:

H =2Mp+@+ (m_df,)u
u

b 3)
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gded, predstavlja dijametatestice stacionarne fazb,je difuzioni koeficijent, dok su
A, vy I o odgovarajae konstante. M#utim, Van Deemterova jedndina se najee

predstavlja u sledem skréenom obliku:

H=A+B/u+Cu (4)

gde su A, B i C konstante koje se redom odnosaktarfeddydifuzije, longitudinalne
difuzije i otpor transferu mase. Konstanta B jezodaja u gasnoj hromatografiji, dok
je u te&noj hromatografiji vrednogtl direktno zavisna od konstanti A i C. 1z navedene
jedn&ine moze se zaklfiti da ¢e se manja vrednost, a samim tim i véa efikasnost
kolone postii smanjenjem vetine ¢estica stacionarne faze i péaejem difuzionog
koeficijenta, cime se smanjuje i vrednost koeficijenata A i C. fizka prikaz Van

Deemterove krive (H# (u)) predstavljen je na slici 13.

H A
H=A+B/u+Cu
+«— H=Cu
Huin {42
: H=A
— ‘;/
— 1 H=B/u
Uoptimalno u'

Slika 13. Graficki prikaz Van Deemteove krive

Jasno se u@ava da se smanjenjem \tie ¢estica postize @ efikasnost
kolone. Metutim, u sli&aju ¢estica veltine > 5um sa povéanjem protoka mobilne faze
vrednostH ima tendenciju porasta, dok se u¢sju manjihcestica (< 2 um) dobija ne
samo zné&jno niza vrednostHmi,, vet se vrednost ovog parametra odrzava

konstantnom u Sirokom opsegu protoka mobilne falzea(14).
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Slika 14. Graficki prikaz Van Deemteove krive u zavisnosti od veéine cestica

stacionarne faze

Kako bi se podaci za kolone sa raiztm velicinom ¢estica lakSe poredili, mogu
se koristiti redukovani parametni= H/d,, v = ud,/D, pri ¢emu se dobija redukovani
oblik Van Deemtepve jednaine:
h=21—ﬁ + wv

v (5)

Na osnovu dosadasSnjih istrazivanjdm,i, ima generalno manju vrednost sa
smanjenjem vetine ¢estica, dok se zhyin U sliEaju cestica manjih od 2 pum pokazalo
da ima nedekivano véu vrednost. Posto navedeno moZe ukazivattingenicu da
primena stacionarnih faza sa malémsticama nema uvek isk§iwu prednost, brojna
Istrazivanja na polju rasvetljavanja ovog fenom@sauvek su u toku [50-55].

Sa druge strane, u literaturi su dostupni zanimlkemparativni podaci o
unapréenju hromatografskih performansi u zavisnosti oti¢iree ¢estica stacionarne
faze. Tako je, primera radi, efikasnost tri putgav@rimenomcestica od 1,7 um u
odnosu n&estice velline 5 um, i dva puta ¥a u pordenju sacesticama od 3,5 um.
Rezolucija je 70 % W& nego kod stacionarnih fazadssticama od 5 um, i 40 % dae
nego saesticama od 3,5 um. DuzZina kolonetsaticama 1,7 um moZze biti redukovana
za faktor 3 u odnosu na kolone sa 5 um, dok biziotoka moZze biti tri puta ¥a, a da
se pri tome zadrzi efikasnost. To Znda bi razdvajanje moglo biti devet puta brze, uz
istu vrednost rezolucije. Time se objasSnjava izoagkr&enje analiittkog postupka kod

32



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

UHPLC metoda. Osetljivost je tafte veta jer se fenomen Sirenja hromatografskog pika

zna&ajno smanjuje primenom kolona sa redukovanontwgm cestica [53,56].

1.4.2 Teéna hromatografija pod ultra visokim pritiskom

1.4.2.10snovni principi
Tecna hromatografija pod ultra visokim pritiskom (endtra high pressure

liquid chromatography, UHPLC) predstavlja novi pravac u razvoju ¢rie
hromatografije, koji se zasniva na primeni stacioitafaza veoma maliltestica, i
znatno viSeg radnog pritiska u odnosu na konveaémnHPLC tehniku.

Tokom niza godina glavni cilj brojnih istrazivanHPLC tehnike je bio kako
skratiti trajanje analize i postivecu efikasnost. IstraZivanja su ukijla kori&enje
kracih kolona, brzih protoka mobilne faze i viSih termgdeara sa ciljem postizanja nizeg
viskoziteta mobilne faze i povanja stepena difuzije ispitivanih molekula. dém,
ovakva reSenja su bila neuspesna, jer su uslovjlavp problema visokog pritiska u
koloni.

Razvoj UHPLC tehnike zasniva se na principisen Deemtenve jedndine i
intenzivnim ispitivanjima na polju stacionarnih éamalihcestica. Kako je efikasnost
kolone obrnuto proporcionalna wéhi ¢estica stacionarne faze, moze &ekovati da se
smanjenjem istih postize ¢& efikasnost kolone, ¥a rezolucija i smanjenje
retencionog vremena. To je uslovilo razvoj novilacginarnih faza sa&esticama
prednika ispod 2 um. Méutim, pored veliine cestica stacionarne faze, razvoju UHPLC
tehnike doprinelo je i unaptenje njihove geometrije, strukture idm@a pakovanja, Sto
je definisano odgovaragim konstantama/an Deemteove jedndine (jedngina broj
3). Sa ciljem uvdenja visokog pritiska radi postizanjaceebrzine eluiranja, najpre je u
HPLC tehnici uvedena kapilarna kolona sa neporoZnD$-modifikovaniméesticama
velicine 1,0-1,5 pm. Méutim, kretanje mobine faze pod znatn@iwe pritiskom kroz
ovu vrstu kolona dovodilo je do p@gnog zagrevanja i zd@ajnog porasta temperature
mobilne faze. Frikciono zagrevanje i slaba disipagenerisane toplote uslovile su
izrazeni aksijalni i radijalni temperaturni gradife Ovaj problem je donekle bio
prevazdéen smanjenjem unutrasnjeg fmiga kolone. Mdutim, iako je postignuta
zadovoljavajada efikasnost i osetljivost, primena malih neporbzrestica vekine 1,5

um imala je odréene nedostatke, kao Sto su nizak kapacitet punjenja
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nezadovoljavajéa retencija zbog smanjenja dodirne povrSine. Ovasjevilo razvoj
novih potpuno porozniltestica koje su znatno otpornije na visok pritisiledutim,
kao i u sl¢aju HPLC kolona, ovaj tigestica uite na pojavu velikog otpora i time
generisanja toplote, dok je difuzioni put znatnaZidypa seH vrednost znéjno
poveava. Kon&no, razvojemcestica < 2 pm savrstim jezgrom (engshell corg,
zn&ajno je redukovan difuzioni put (povrsinski porozmota iznosi oko 0,35 um -
0,50 um), ¢ime je postignuta visoka efikasnost kolone, ¢apao suzenje
hromatografskih pikova i smanjenje otpora, uz nioggt poveéanja protoka mobilne
faze u Sirokom opsegu vrednosti (slika 14) [50,57.-6

Medutim, uvaienje malihcestica samo po sebi ne bi dovelo do ¢ajrog
uticaja na razvoj nove tehnike (UHPLC) da hromadfgii sistem nije sagledavan u
celini. Primena znatno ¥eg pritiska od onog u konvencionalnoj HPLC tehmisskuje
pojatanu otpornost svih operativnih delova dag pri veoma visokom pritisku, kao i
odrzavanje adekvatne kontrole pritiska u sistenjelpostignuto unapdenjem rada
najpre pumpi i injektora, jer se maksimalna repkidmost i kontinuitet njihove
funkcije atekuje pri velikim brzinama uzorkovanja veoma matdpremina uzoraka
(ispod 5 pL). U zavisnosti od odabira detektoratipgost UHPLC tehnike je oko 2-3
puta véa od HPLC tehnike. Detektori u UHPLC tehnici morajmog\£iti precizno i
kontinuirano registrovanje signala pri ekstremnatlkim ciklusima ¢esto manjim od 1
minuta), kako bi se postigla pouzdana definicijazto uskih hromatografskih pikova,
zbog c¢ega disperzija mora biti svedena na minimum. U @&mom, i najmanje
zakasnjenje u registrovanju signala&jno moze ugroziti tamost merenja, efikasnost i
rezoluciju. Ob&no se koriste PDAphotodiode array, TUV (tunable UV, kao | maseni
detektor. Kolone su znatno manjeg unutrasnjegnika (1,0 mm - 2,1 mm) u odnosu
na HPLC kolone, da bi se izd ostalog usled visokog pritiska predupredio fenome
frikcionog zagrevanja, dok im se duzina u@peno krée od 50 mm - 100 mm.
Razvojem hemije hibridnih stacionarnih faza dol®jesu mehagki izuzetno otporne
kolone visoke efikasnosti, koje sadrze etilsiloksdika hibridne strukture (BEH),
danas Siroko primenjivane u ovoj tehnici. Da bipgeetale peformanse i unapredio
evidentan potencijal UHPLC tehnike, javila se po&rea konstrukcijom udaja kojiée
navedene zahteve ispuniti. Prvi komercijalno dastumstrumentalni sistem specijalno

konstruisan za rad pri vrlo visokom pritisku (doO@0bara) pojavio se 2004. godine,
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pod nazivom Acquity UPLE" sistem, proizvdata Waters Corporation Termin
UPLC™ (eng. ultra performance liquid chromatographyje za$teni naziv ove
kompanije, ali je u svakodnevnoj upotrebi priéema u Sirem smislu kao termin za novu
kategoriju separacione tehnike koja je zadrzalacge HPLC tehnike, ali sa z&gnim
unaprgenjem performansi, prevashodno osetljivosti, rea@u i brzine
[50,57,58,66,67].

1.4.2.2Prednosti i nedostaci UHPLC tehnike i njena primena
Kao jedna od najsavremenijin tehnik&rte hromatografije, UHPLC u odnosu

na konvencionalnu HPLC tehniku ima slée@rednosti [50,53,56-58]:

- zn&ajno skréenje vremena analize;

- zn&ajno poboljSanje efikasnosti, osetljivosti i seiehbsti metode;

- postizanje visoke rezolucije i efikasnosti priokom opsegu protoka mobilne faze,
kao i primenom kré&h kolona;

- moguenost unapréenja postoj&th HPLC metoda, transferom na UHPLC metodu;

- veta operativnost i smanjenje troSkova zbog uStedenem@, manje zapremine
analiziranih uzorka i manje potroSnje rast¢ara mobilne faze (tzvgreeningstrana
UHPLC tehnike) [68].

Sa druge strane, sagledavajupotencijalne nedostatke, vazno je dsta
ogranteno trajanje UHPLC kolona zbog primene visokog igké& i slabih
regenerativnih svojstavéestica stacionarne faze ispod 2 pm, kao i relatesiudnu
raznovrsnost ovog tipa stacionarnih faza. Bekwea cena uréaja, rezervnih delova i
kolona, moguda pojava diskoordinacije u funkciji detektora itema za sabiranje
podataka u odnosu na brzinu andlitig ciklusa (Sto se direktno odrazava na oStrinu
pika), posedovanje samo binarnog sistema pumpidspaelja neke od zapazenih
nedostataka modernih UHPLC daga. Imaj¢i u vidu intenzivna istrazivanja na polju
unapréenja tehnikih performansi, a nattto razvoja hemije ovog tipa stacionarnih
faza, moZe secekivati dace navedeni nedostaci biti uspesno predei [53,56,57].

Ova tehnika danas nalazi najugprimenu u analitici lekova (ukifujuci biljne i
tradicionalne lekove), analitici proteina (karaktacija proteina, monitoringelijskih
kultura, ispitivanje hrane), identifikaciji i anali metabolita, u ADMEscreeningu,
farmakokinetékim, toksikoloSkim i studijama bioekvivalencije sdiucionim testovima,

studijama forsirane degradacije i mnogim drugimasbima.
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1.4.3 Masena spektrometrija

1.4.3.10snovni principi
Identifikacija jedinjenja masenom spektrometrijoMhiS) se zasniva na jonizaciji

molekula uzorka u uslovima visokog vakuuma u citjabijanja jona i njihovog
medusobnog razdvajanja i detektovanja prema vrednoéti (eng. mass to charge
ratio), koja predstavlja odnos mase i naelektrisanjaoddmenzionalni gra&ki prikaz
dobijenih rezultata predstavlja maseni spektarxfdai predstavljene su vrednostiz,
dok se intenzitet signala, odnosno broj jona (eelgtive abundangeocitava nay-osi.
Maseni spektar se ri@se sastoji od molekulskih jona, fragmentnih, préereh i
metastabilnih jona, predstavljenih u vidu serijgopia. NajizraZzeniji je pik onog jona
koji ima najvei intenzitet, a samim tim i naj¢a stabilnost, zbogega se naziva i
osnovni pik masenog spektra. To je ¢edfe pik fragmentnog jona, dok je pik
molekulskog jona, iako manje izrazen (mada mozeibitsnovni), najzn&jniji za
identifikaciju jer je njegova molekulska masa elalentna molekulskoj masi
ispitivanog jedinjenja. Méutim, prilikom interpretacije dobijenih masenih kfsea,
treba imati u vidu zastupljenost izotopa atineih hemijskih elemenata (izotopi sadrze
isti broj protona, ali razditi broj neutrona u atomskom jezgru, zbf®pa su im atomske
mase raztiite). U analitici organskih jedinjenja najztaniji izotopi su*°C, *H, 'O,
5N, kao i%Cl i ®Br. U slwaju ugljenika, primera radi, uzima se u obzir safr?
njegovog izotopa°C od 1,1 % (odno¥’C/%C je 0,0111). Takde, u tum&enju masenih
spektara moze biti od koristi i tzv. pravilo azopgema kome organsko jedinjenje sa
molekulskom masom parnog broja sadrzi paran brajaaziok jedinjenja sa neparnom
molekulskom masom sadrZze neparan broj atoma afdta. pravilo proizilazi iz
¢injenice da je atomska masa azota paran, a valeeparan broj [69-71]. lako se
identifikacija ispitivanog jedinjenja vrSi na osnowobijenog molekulskog jona u
masenom spektru, on ne pruza nikakve informacggukturi, Sto je na®to vazno kod
ispitivanja nepoznatih jedinjenja. Ova vrsta infacija dobija se interpretacijom
masenog spektra nakon fragmentacije jona.

Na primeru elektronske jonizacije, reakcija nastggozitivno naelektrisanog
molekulskog jona, tije radikal katjona (M) od neutralnog molekula (M) moze se

predstaviti na sleden&tin:
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M+e > M"*+2

Nakon jonizacije, molekulski jon zadrzava viSak rgiije jonizacije. Ukoliko je
ova energija véa od energije dovoljne za raskidanje hemijske vel#| ¢e do
fragmentacije molekulskog jona. Proces fragmerdasg ohino odvija direktnim
raskidanjem hemijske veze i tada je to veoma braces, ili intramolekulskim
premesStanjem, odnosno prediv@njem (eng.rearrangement Sto je relativno sporiji
proces. Reakcijom direktnog raskidanja hemijskes\azbijaju se dva fragmenta, dok je
preurgivanje znatno kompleksnija reakcija jer podrazumewa samo raskidanje
hemijskih veza, wei izgradnju novih. Ove reakcije su u odnosu naktimo raskidanje
veze termodinaniki favorizovane, ali su kinetki veoma zahtevne, jer se moraju
odvijati prema sinhronizovanom mehanizmu. Na puwgifnentacije, kao i vrstu
dobijenih fragmentnih jona @ viSe faktora, kao Sto su: vrsta ¢ijga hemijskih veza
datog jedinjenja, prisustvo funkcionalnih grupab#host dobijenih fragmentnih jona,
unutrasnja energija dobijenih fragmentnih jonadgme koje protekne od formiranja do
detekcije fragmentnog jona. Dobijeni fragmenti alo ukazuju na zastupljenost
funkcionalnih grupa, kao i na njihovu poziciju inosnoj strukturi, Sto je veoma vazno

za definisanje jedinjenja nepoznate strukture [Z]1,7

1.4.3.2Maseni spektrometar
Osnovni delovi masenog spektrometra su: sistemnog uzorka, jonski izvor,

maseni analizator, jonski detektor tuaarski sistem za prikupljanje podataka. Kako bi
se obezbedio nesmetani prenos jona od jonskogazvormasenog detektora, ndjve
deo masenog spekrometra funkcioniSe u uslovimaketgovakuuma, odnosno pri
veoma niskom pritisku, od 0107 Pa (slika 15). Uslovi visokog vakuuma dobijaju se
zahvaljujuii sistemu specijalnih pumpi kojima je deg opremljen. Prilikom kretanja
jona, neophodno je spiié njihovu koliziju sa molekulima, radikalima ildrugim
jonima. Bliska rastojanja iznde jona istog naelektrisanja mogu usloviti skretanje
njihovim putanjama, doke kontakt uzméu jona suprotnog naelektrisanja rezultirati
neutralizacijom. U idealnom slgju transfer jona do detektora iznosi 100 % divtan,

u realnom sistemu, joni se kreu vidu snopa koji pokazuje tendenciju divergiganj
¢ime se joni rasipaju i gube svoju putanju, a paskedoga je netaa interpretacija

37



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

rezultata. U cilju obezligvanja efikasne transmisije jona unutar masenogtspmaetra,

primenjuje se odgovaraja jonska optika [73,74].

SISTEM ZA

. , MASENI
UNOS UZORKA |[—=—> | JONSKIIZVOR | [JONI> | \nATIZATOR DETEKTOR

v

RACUNARSKI
SISTEM

y

MASENI SPEKTAR
Slika 15. Sematski prikaz masenog spektrometra

Osnovne funkcije masenog spektrometra su éeefi9,70,73]:

produkcija jona iz neutralnog uzorka, pafugonizatora;

odvajanje dobijenih jona prema njihovojzvrednosti u masenom analizatoru;
moguwa fragmentacija dobijenih jona 1 analiza dobijenffagmenata u
sekundarnom analizatoru;

detekcija jona prispelih u zadnji analizator i nmgee njihovog intenziteta
pomau detektora koji prevodi jone u elekimni signal;

prenos signala od detektora do kompjutera.

1.4.3.3Jonizacija u masenom spektrometru

Izbor jonizacione tehnike zavisi od #ko-hemijskih osobina uzorka, kao i od

vrste informacije koja se analizom Zeli dobiti. &&fe se primenjuju slede
jonizacione tehnike [69,70,74]:

- elektronska jonizacija (englectron ionizationEl) je nespecifina jonizaciona tehnika

koja se zasniva na bombardovanju neutralnin moéelamalita (M) uvedenih u

gasovitom stanju elektronima (energije 70 eV),rétultira stvaranju molekulskih jona,

odnosno katjonskih radikala (M. Zbog viska apsorbovane energije usled interalsaj

elektronima, molekulski joni se mogu dalje fragniati, pri ¢emu se dobijaju joni
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manje mase (fragmentni joni). Fragmentacijom seijdjob jedinstvene strukturne
informacije, zbogc¢ega dobijeni maseni spektar predstaviilagerprint ispitivanog
jedinjenja. El je pogodna za analizuvee nepolarnih i isparljivih organskih jedinjena;
- hemijska jonizacija (enghemical ionizationCl) spada u tehnike tzv. meke jonizacije
(eng. soft ionization, jer daje stabilnije molekulske jone, malog vidkaergije zbog
¢ega je fragmentacija svedena na minimum. Zashivaaspnizaciji reagujteg gasa
(metan, izobutan, amonijak) ptiemu nastaju molekulski joni koji dalje jonizuju
neutralne molekule analita;

- bombardovanje brzim atomima (erfgst atom bombardmenEAB) zasniva se na
bombardovanju molekula analita rastvorenih u matriksastoji se od slabo isparljivih
rastvarga kao Sto su glicerol, tioglicerol, trietanolamsropom neutralnih atoma ili
jonskim snopom. Snop neutralninh atoma se dobijazgmiom nafeXe argona ili
ksenona, koji se zatim neutraliSu protokom krozzkohu ¢eliju. Jonski snop se dobija
jonizacijom molekula cezijuma, i pokazujecueosetljivost u analitici jedinjenja velikih
molekulskih masa;

- matriksom potpomognuta laser desorpciona jonaa@ng. matrix-assisted laser
desorption/ionizationMALDI) zasniva se na rastvaranju molekula analitenatriksu,
pri ¢emu se dobijena smeSa pre analize mora prevestisto stanje. Laserski snop
dovodi do rapidnog zagrevanja matriksa, akumulaelergije i rasprSivanja jona
analita i matriksa koji se zatim u gasovitoj faggd dejstvom elektrostékiog polja
usmeravaju ka analizatoru. MALDI je tehnika izbaranalitici sintettkin polimera i
biopolimera, molekulske mased&eeod 100000 Da;

- hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskomdeatmospheric-pressure chemical
ionization APCI) - analit se uvodi u obliku rastvora, a zate poméu rasprsivéa
prevodi u fini mlaz (aerosol), dok se uparavanjstvar&a postize prolaskom kroz
zagrejanu kvarcnu tubu. Praznjenjem korone najmiazd do jonizacije azota iz
jonskog izvora, a daljim nizom uzajamnih reakcij@a stvaranja molekulskih jona
analita;

- elektrosprej jonizacija (engelectrospray ionization,ESP) predstavlja Siroko
primenjivanu tehniku jonizacije pod atmosferskimitipkom. Uzorak rastvoren u
isparljivom polarnom rastvata uvodi se u usku kapilaru ggem kraju je generisano

jako elektrtno polje (18 Vm™), koje dovodi do nagomilavanja naelektrisanja na
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povrSini t&nosti (na kraju kapilare) i oslobanja visokonaelekrisanih kapljica.
Koaksijalno kretanje gasa omagwa rasprSivanje kapljica, koje zatim prolaze kroz
struju zagrejanog inertnog gasa (e&fe azota) radi isparavanja molekula rastvara
Time se kapljice smanjuju, a gustina naelekrisarganjihovoj povrsSini se povava.
Kada elektrostatko polje na njihovoj povrSini postane dovoljno jakdolazi do
desorpcije jona sa povrSine. ESI je tehnika izbpaa analizu polarnih jedinjenja
(naraiito onih sa viSestrukim naelektrisanjem), termdfahi i jedinjenja velikih
molekulskih masa, te nalazi n&ito primenu u biohemijskim i medicinskim
Ispitivanjima.

Ukoliko se jonizacija vrSi pod atmosferskim pritiskom, neopand je
odgovarajdi interfejs koji treba da omogukontrolisano propustanje jona u vakuumski

deo masenog spektrometra.

1.4.3.4Maseni analizatori
Analizator je deo masenog spektrometra u kome &easpodela dobijenih jona

prema njihovomm/z odnosu. Pet osnovnih parametara kojima se mererpahse
jednog masenog analizatora su opseg masa, brzat@egrnt&nost mase, transmisija i
rezolucija. Svi maseni analizatori imaju ikt ili dinamicko elektrEno i magnetno
polje, ili kombinaciju oba, pa se u zavisnosti adjd razdvajanje jona postize na
razlicite n&ine, Sto je detaljnije opisano u nastavku [70,74]:

- magnetni analizator (magnetni sektor¥i razdvajanje jona na osnovu zakrivljenosti
njihovih putanja pod dejstvom magnetnog polja. Zdjenost putanje zavisi od mase
jona i j&ine magnetnog polja, dok se primenom elektradtay filtera redukuje
distribucija kinettke energije izméu jonac¢ime se poboljSava rezolucija i preciznost
merenja;

- kvadrupolni maseni analizatori imaju najSiru pema u rutinskim ispitivanjima, a
sastoje se odetiri paralelne cevi (elektrode) cirkularnog iliperbolénog oblika na
popr&nom preseku. Na osnovu stabilnosti jonskih putangscilatornom eleki¥nom
polju postize se razdvajanje jona prema njihovofaodnosu;

- jonski trap je maseni analizator kod koga se priom oscilatornog elektnog polja
“hvataju” (zarobljavaju) joni. U uslovima radiofreé&ntnog polja, “zarobljavanje” jona

se vrsi u dve ili tri dimenzije, pa se prema torme frap analizatori dele na 2D ili 3D
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analizatore. Promenom napona elektrode dolazi dtabiizacije putanje jona odtene
mase, usledega se oni “izbacuju” ka detektoru;

- time-of-flightmaseni analizator (ToF) vrSi razdvajanje jona premeamenu koje je
potrebno da joni pri tzv. region preleta, kojim dolaze do detektorakdh inicijalnog
ubrzavanja jona primenom elekinog polja, joni ulaze u region preleta (erfigght

tube brzinom koju su stekli tokom akceleracije. Kaka pni imaju istu kinettku

energiju, toce vreme preleta koje zavisi od duzine putanje inernjihovog kretanja

zapravo biti direktno proporcionalmo/zodnosu.

1.4.4 Sprega t&ne hromatografije pod ultra visokim pritiskom i masene
spektrometrije (UHPLC-MS)

Osnovne prednosti primene UHPLC-MS tehnike su géaoa osetljivost i
rezolucija, redukcija matriks efekata, moégast analize velikog broja uzoraka, kao i
primena male zapremine uzorka (Sto je fi@oovazno kod ispitivanja bioloSkog
materijala). Mdutim, njenim razvojem u@ni su odréeni nedostaci koji su uslovili
intenzivna istraZzivanja na polju unagesja ove sloZzene tehnike.

Kako se u UHPLC analizi dobijaju veoma uski hroogaafski pikovi (1 s), to
moze biti otezavajt faktor u interpretaciji MS rezultata, n&m u kvantitativnoj
analizi. Zato MS uréaj mora imati adekvatnu brzinu registrovanja sigr@ilagaienu
brzim analitékim ciklusima.

Utvrdeno je takde da uticaj MS na hromatografsko razdvajanjeajmo zavisi
od unutrasnjeg ptaika kolone. Upotreba UHPLC kolona koje su manjagtrasnjeg
precnika u odnosu na HPLC kolone moze da uslovi pojavenja hromatografskog
pika koja nije u vezi sa karakteristikama kolonegiextra-column band broadenihg
Sto je nareito speciftno za MS uréaje starije generacije, uslédga efikasnost moze
biti umanjena i do 90 %. Kod MS w&@a novije generacije, kofienjem kolona
unutrasnjeg pmnika 2,1 mm efikasnost ostaje zadovolja¢aju

Takaie, zn&ajno brzi protok mobilne faze u odnosu na HPLC ilalnnmoze
drasttno ugroziti osetljivost UHPLC-ESI-MS metode. Kako &e ovaj problem
predupredio i dodatno poé&o nivo kompatibilnosti UHPLC-MS sistema, proiZed
istih su pribegli brojnim tehgkim reSenjima (zasnivaju se na demju izvora sa
nebulizirajiim ili zagrejanim gasom da bi se pospeSilo upargvarbilne faze), mada

su ista privilegija samo novijih MS utaja na trzisStu. U sktaju primene MS uidaja
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starije generacije take su razvijena oddena poboljSanja, koja se zasnivaju na
strategiji “podele” protoka (endlow splitting, kako bi se duvala osetljivost merenja.
Budwi da izbor tehnike jonizacije zavisi i od molekwsknase jedinjenja, APCI se
moze primeniti pri uold@jenom protoku. lako savremeni MS dmg mogu imati
multimodalni jonizacioni izvor, koji omogiava simultano dobijanje podataka kako u
ESI, tako i u APCI modu, sprega ovakvihdag i UHPLC nije prepouljiva, narc:ito

za izvaienje kvantitativne analize.

Postupak pripreme uzorka u UHPLC-MS analizi je vaarazan imajéi u vidu
da su dimenzije frita u ulaznom i izlaznom delu WdPkolona desetostruko manje u
poreienju sa HPLC kolonama (~ 0,2 um) zh@apga lako moze do do zaepljenja i
kvarova prilikom analiza bioloSkih matriksa. U tostwaju, preportuje se primena
predkolona iliin-line filtera.

Izbor MS urédaja zavisi od vrste analize. Danas su najviSemgni TOF/MS ili
QqTOF/MS. Za tzv.untarget analize (odréivanje jedinjenja nepoznate strukture iz
kompleksnih matriksa) tehnika izbora je sprega UBRa QqTOF/MS ili Orbitrap, uz
primenu duzih kolona (150 mm) i produzenog trajaajalize (30 minuta). U ove
analize spada ispitivanje metaboloma (kolekcijanjetja molekulske mase < 1000 g
mol, kao §to su metaboki intermedijeri, sekundarni metaboliti i ostalegrsalne
molekule), kao i ispitivanje metabolizma lekova.

Za tzv. target analize (odréivanje limitiranog broja poznatih jedinjenja u
uzorku) najeXe se primenjuje sprega UHPLC sa QgQ ili TOF/MS, kozis¢enje
kracih kolona (50 mm) i trajanje analize do 3 minutavd® spadaju bioanakka,
biofarmaceutska ispitivanja iscreening multikomponentnih matriksa. Primena
UHPLC/MS tehnike je od nedavno proSirena na isaitjg polarnih jedinjenja i
biofarmaceutika [75-77].

1.5 HEMOMETRIJA
Hemometrijski pristup u ispitivanju odtenog sistema podrazumeva primenu

matematikih i statisttkih metoda radi dizajniranja ili odabira optimalninernih
procedura i eksperimenata, kao i radi spdaga analize dobijenih podataka u cilju
sticanja maksimalnog obima informacija o ispitivansistemu [78]. U modernoj

analitici lekova hemometrija zauzima zamo mesto u planiranju i izdenju
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eksperimenata kako u fazi razvoja, optimizacije dlidacije metode, tako i u
unapréenju postojéih analitckin metoda. Eksperimentalni dizajn zauzima capao
mesto i u ispitivanju i preddanju stabilnosti lekova i razvojstability-indicating
metoda.

Osnovni cilj primene eksperimentalnog dizajna jes#ana osnovu podataka
dobijenih izvatenjem minimalnog broja unapred definisanih ekspenata stekne Sto
viSe informacija o ponasanju ispitivanog sistemaziBa se na simultanom ispitivanju
svih uticajnih faktora kroz set planiranih eksperimata, nakorfega se povezivanje i
interpretacija dobijenih eksperimentalnih podatakesi pom@&u odgovarajtih
matematikin modela [79]. lako je poznat veliki broj radtih vrsta, dizajni se
medusobno mogu razlikovati u zavisnosti od: izvedem@iematikog modela (linearni
ili kvadratni, sa ili bez interakcija), nivoa isp@énih faktora (pun faktorski dizajn,
frakcioni faktorski dizajn) i svrhe ispitivanj@greening optimizacioni dizajn) [80]. Za
razliku od klasinog pristupa (engone-at-time-approaghu kome se vrSi optimizacija
jednog po jednog faktora, dok se ostali odrZzavaja konstantnom nivou,
eksperimentalni dizajn se zasniva na multifaktonskpristupu, kada se simultanom
promenom ispitivanih faktora && uvid o uticaju faktorskih interakcija na posmatra
sistem [81].

Kako se odgovor sistemarek posmatra u funkciji ispitivanih faktora, jediiaa
koja ovu vezu uspostavlja u okviru definisane ekispentalne oblasti data je u vidu
polinomne funkcijey = f(x)b+e, gde je y posmatrani odgovor sistema (zavisno
promenljiva),x ispitivani faktor (nezavisno promenljivd) koeficijent modela kojim se
procenjuje direktan uticaj glavnih faktora, dok jglu¢ajna eksperimentalna greska.

Najjednostavniji model kojim se opisuje direktanicat glavnih ispitivanih
faktora na posmatrani odgovor predstavlja linearadel (polinom prvog reda):
y=bo+ bixs+ boxo+ baxs+...+ bix + ¢ (6)
gde jei ukupan broj ispitivanih faktora, dok & ods€ak (srednja vrednost odgovora
sistema).

Matematéki model kojim se opisuje uticaj interakcija na pwgrani odgovor
sistema naziva se interakcioni model i predstadjpolinomom drugog reda:
y=bot+b1X1+boXo+DaXat. .. +DiX+D 15X X+ D 13X1 X3+ D 23XoXat . .. + D)X X+ & (7)

pri ¢emu su interakcije opisane slénte clanovima polinomdxiXo, ... , Qi-1yXi-1X.
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Najslozeniji matematki model kojim se pored uticaja interakcija mogu
sagledati nelinearne veze izdoe ispitivanih faktora i odgovora sistema naziva se
kvadratni model i predstavljen je sléda polinomom:
y=botb1xi+haxo+. .. +hiXi+D 12X X+ D 13X Xs . . -+b(i—l)ixi—lxi+b11X12+b22X22+- . -+biixi2+8 8)
pri ¢emu subyx... bix> kvadratni¢lanovi.

Koeficijenti modela se mogu odrediti kl&asim matematikim proratunom, ili
pomaiu dizajn matrice, a dobijena vrednost direktno uf@zna intenzitet uticaja
faktora koji dati koeficijent opisuje ili na utic&ktorskih interakcija. Sto je vrednost
koeficijenta véa, vei je i navedeni uticaj, dok se + ili — predznak ogihsamo na smer
tog uticaja na ispitivani odgovor sistema. ddem, da bi se zr@jnost dobijenih
koeficijenata modela statigkii procenila, najese se primenjuje Studentdtest,F-test
ili grafik verovatnée normalne raspodele. Za ispravnu st&kstiobradu podataka
vazno je randomizirano izdenje eksperimenata, jer se na tajimanepredvidivi uticaji
faktora na odgovor sistema mogu svesti na minimufakaie ponavljanjem
eksperimenata, n&@g&e u centralnoj ki odraienog dizajna, omogava se procena
eksperimentalne greSke kao i procena stékisti zn&ajnosti razlike izmeéu
eksperimentalnih vrednosti i onih dobijenih preidiim matematkim modelom. Ipak,
ukoliko u eksperimentalnim merenjima nije bilo pehenih eksperimenata, procena
zn&ajnosti koeficijenata moze se izvrsiti i preko gkaf verovatnée normalne
raspodele. Kon@mo, procena adekvatnosti uklapanja datog matékaagi modela u
eksperimentalno dobijene podatke vrSi se primenoatize varijanseANOVA [80,82-
84].

1.5.1 Eksperimentalni dizajn
U zavisnosti od svrhe ispitivanja kao i njegoveefaeksperimentalni dizajn

mozemo podeliti nacreeningili faktorski dizajn, i optimizacioni ili dizajn @vrSine

odgovora (engresponse surface desigrizimajuti u obzir da ispitivani faktori po
prirodi mogu biti veoma raznorodni i radtih mernih jedinica, njihovi nivoi se u
eksperimentalnom dizajnu @pio kodiraju kao nizi, srednji i visi (-1, 0, +1Jime se

postize lakSa uporedivost i interpretacija rezal{&tl,85].
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1.5.1.1Screening dizajn

U preliminarnim ispitivanjima vrSi se odabir fakéokoji potencijalno mogu
imati zn&ajan uticaj na posmatrani odgovor sistema, kaoetljopg8 opseg njihovih
vrednosti. Zatim se definisani faktori ispituju rpeNnomscreeningdizajna, od kojih su
najpoznatiji pun faktorski, frakcioni faktorskPlackett—Burmasov dizajn. U pitanju su
tzv. faktorski dizajni koji omogtavaju ispitivanje velikog broja faktora na dva ravo
(viSem i nizem) izvdenjem relativno malog broja eksperimenata, osirtuéagi punog
faktorskog dizajna kada ovaj broj ziagno raste sa porastom broja faktora. Opisani su
linearnim ili interakcionim matem&kim modelom, te se njima moze sagledati glavni
uticaj ispitivanih faktora, kao i postojanje intkcga [81,86].

Ukoliko se ispituje manji broj faktora (npr. 2 }, dajpogodnije je primenjivati
pun faktorski dizajn, jer se z& broj ispitivanih faktora na dva nivoa izvod
eksperimenatag¢ime su sve kombinacije ispitivanih faktora pokrieerMeiutim, sa
brojem faktora zn&jno raste i broj eksperimenata (npr. za 5 fakpataebno je izvrsiti
2° = 32 eksperimenta), te se za ispitivanjeéege broja faktora uscreeningfazi
preporiuje primena frakcionog faktorskog dizajna Hliackett—Burmarovog dizajna.
Kod frakcionog (ili nepotpunog) faktorskog dizajizak broj faktora koji se ispituju na
dva nivoa potrebno je izvrsi#l? eksperimenata, gdepredstavlja stepen frakcionisanja
punog faktorskog dizajna. Frakcioni faktorski dizgjodrazumeva iz\denje 1/2, 1/4,
1/8,...,1/2° eksperimenata od broja koji bi se izvodio u punaktdrskom dizajnu, $to
zn&i da se izvdenjem ograrienog broja eksperimenata pokriva maksimalni
eksperimentalni opseg. Nedostatak faktorskog dizgm taj Sto za faktore Kkoji
predstavljaju kontinuirane varijable, posmatraricajt zavisi od definisane vrednosti
nizeg i viseg nivoa. Ukoliko su izabrane vrednostioa suviSe blizu, uticaj ispitivanog
faktora se moze pokazati manje gmaim, uprkoscinjenici da u okviru celog opsega
faktorskih nivoa njegov uticaj moZze biti zZizgan [79,81,85,87].

1.5.1.20ptimizacioni dizajn

Nakon odabira faktora koji najz&ggnije utcu na ispitivani odgovor, njihov
uticaj se detaljnije ispituje na &m broju nivoa primenom optimizacionog dizajna, u
cilju iznalazenja najoptimalnijih vrednosti faktanazadatom eksperimentalnom opsegu.
Kako se ova vrsta dizajna zasniva na metodologyir§ine odgovora (engesponse
surface methodologypoznat je i kao dizajn povrSine odgovora. Opigakvadratnim
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matematikim modelom, te se vizuelna interpretacija postikenstruisanjem
dvodimenzionalnih ili trodimenzionalnih dijagramaavisnosti od broja faktora koji se
ispituje. Zakrivljenost povrSine kod trodimenziamdal dijagrama (kada se ispituje uticaj
dva faktora, dok se tée drzi na konstantnoj vrednosti) omdgwa odrdivanje
najoptimalnijih vrednosti faktora koje se uvek éueu oblasti gde data povrSina dostize
svoj maksimum. U zavisnosti od primenjivosti u tagimetrénom domenu, ova vrsta
dizajna se moze podeliti na simetii i asimetréni dizajn. U simetdne dizajne, koji
pokrivaju samo simetfni region ispitivanog eksperimentalnog domena sjpagan
faktorski dizajn na 3 nivoa, centralni kompoziciatizajn, Box—-Behnkewv dizajn i
Doehlertov dizajn, dok je od asimetnih najpoznatijiD-optimal dizajn [81].

Centralni kompozicioni dizajn je jedan od ¢e&fe primenjivanih
optimizacionih dizajna, a dobija se kombinovanjeanqy ili frakcionog faktorskog
dizajna sa tzv. zvezda dizajnom, uz ponavljanjepekimenata u centralnoj da.
Konstrukcija centralnog kompozicionog dizajna $aspitivana faktora je predstavljena
na slici 16. Ukoliko se koristi pun faktorki dizajizvodice se ukupno 2+ 2 + ¢
eksperimenata, date se primenom frakcionog faktorskog dizajna izvidiit + 2 + c
eksperimenataClan 2k se odnosi na zvezda dizajn, kadgree aksijalne t&e, a gradi se
variranjem jednog faktora od -do +a, dok se svi ostali faktori drze na konstantnom
nivou.

Vrednosta kod ovog dizajna se kée izmeiu 1 i Vk. Ukoliko se ispituje 3
faktora, a vrednost iznosi 1, dobija se centralni kompozicioni dizéjje se aksijalne
tatke nalaze na sredini stranica kocke (kao kubnogpezksentalnog prostora
faktorskog dizajna), orijentisane ka centru (efage centered composite degigkod
ove vrste dizajna faktori se ispituju na tri nivea, 0, +1). Méutim, za vrednosé#1,
broj ispitivanih nivoa se povava za dva, uzimaguu obzir vrednostia i +a. U ovom
sliéaju, aksijalne ke se nalaze izvan nivoa kvadratnog (za 2 ispitivéaktora),
odnosno kubnog (3 ispitivana faktora) eksperimewiglprostora, te je u izdenju

eksperimenata ¥a moguénost pojave eksperimentalne greske [82,83,88].
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P & 3 I Al
—» —»>
Frakcioni Pun Zvezda dizajn Ponavljanje Centralni
faktorski dizajn faktorski dizajn u centralnoj tacki kompozicioni dizajn

Slika 16. Konstrukcija centralnog kompozicionog dizajnarssspitivana faktora [89]

Box—Behnkemv dizajn predstavlja jo$ jedan® ®ptimizacioni dizajn koji se
smatra dobrom alternativom centralnog kompoziciondgajna. Podrazumeva
ispitivanje faktora na tri ili viSe nivoa, uz iz#enje ukupno Bk-1)+c eksperimenata.
Njegova osnovna prednost u odnosu na centralni karmjoni dizajn ogleda se u
manjem broju potrebnih eksperimenata, mogsti ispitivanja na wem broju
faktorskih nivoa (> 3), kao i u izostavljanju ekstih vrednosti faktora (kubnectke
faktorskog dizajna). Zato je veoma pogodan ucalu kada je eksperimentalno
izvodenje u ekstremnim taama gotovo nemoge ili veoma zahtevno. Njegova
primena moze se razmotriti i u situacijama kad@geanto da se optimum odgovora
nalazi u sredini definisanog eksperimentalnog opsdgox—Behnkemyv dizajn
poslednjih godinasve viSe nalazi primenu u hromatografskoj analiskom faze

opitimizacije metode [80,82,83].

1.5.2 Metodologija multikriterijumskog odlu ¢ivanja
U hromatografiji je poznato da veliki broj faktorgice na hromatografsko

ponaSanje ispitivanih supstanci. Unajmee hromatografskih performansi jednog
sistema moze ukljiiti najpre postizanje zadovoljavag rezolucije, kréeg trajanja
analize, bolje simetrije hromatografskih pikova,njeg utroSka organskog rastvéaali
minimizaciju sadrZaja agresivnih reagenasa u mopfbwi, ukoliko je dodavanje istih
neophodno. Razlita priroda ovih faktora, i heterogenost njihoviremmih jedinica i
osega zn&jno otezava njihovo istovremeno optimizovanje xafjavanjem
postavljenih ciljeva za svaki faktor pojedém@. PrimenomDerringer-ove metode
multikriterjumskog odldivanja omogdena je transformacija dobijenih odgovora

sistema u nedimenzionisane tzv. pojedimeafunkcije pozeljnih odgovoral),
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Da bi se izraunala pojedinéna funkcija pozeljnih odgovora, primenjuju se
odgovarajde jedngine jednostrane ili dvostrane transformacije odgaveistema.
Jednostrana transformacija se koristi u sistemink@jima se za posmatrani odgovor
ocekuje postizanje maksimalne ili minimalne vrednad&tib podrazumeva paZzljiv odabir
navedenih limita od strane iskusnog an&rta. Dvostrana transformacija se primenjuje
ukoliko je cilj postizanje odigene vrednosti odgovora koji se &ke ve nalazi unutar
postavljenih limita. Pojedi@a funkcija poZzeljnih odgovora moze imati vrednast
rasponu oai=0 (vrednost odgovora potpuno neprihvatljiva)ddd (vrednost odgovora
savrSeno zadovoljena). Tutamje nivoa pozeljnosti na osnovu dobijenih vrednost
funkcije d vrSi se poméu Harrington-ove tabele, u kojoj je za svaki redom definisani
opseg funkcijed dat odgovarajti opis.

Opsta Derringer-ova funkcija poZzeljnih odgovoraDj izratunava se kao
tezinska geometrijska sredina pojedméa funkcija pozeljninh odgovorad), za svaki
posmatrani odgovor sistema. Otuda proizilazi daDel ukoliko je za svaku
pojedin&nu funkciju poZeljnih odgovora postignuta maksinaalmednostd=1), dok je
D=0 ukoliko je za makar jedan posmatrani odgovoregimia@na funkcija potpuno
neprihvatljiva (=0). Vrednost opSte funkcije pozeljnih odgovorateakako sa
pojedin&nim, tako i sa parcijalnim ili ukupnim porastom am®sti pojedinénih
funkcija, Sto na globalnom nivou ztigriblizavanje maksimalnom zadovoljenju svih

postavljenih ciljeva [90-95].
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2.CILJ RADA
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1. Razvoj i optimizacija RP-HPLC metode sa UV dei@kn za odrdivanje
moksonidina i njegovih rgstoca oznaenih prema Evropskoj farmakopeji kao

necistota A, B, C i D, primenom eksperimentalnog dizajna.

2. Validacija u cilju rutinske primene predlozen®-RPLC metode za odtwanje
sadrzaja moksonidina i njegovih dsoca u komercijalno dostupnim farmaceutskim

doziranim oblicima.

3. Ispitivanje primarne hemijske stabilnosti moksoma - aktivhe farmaceutske
supstance moksonidina i farmaceutskog doziranogkabkprovaenjem studija
forsirane degradacije i identifikacija novonastaliéggradacionih proizvoda, primenom
UHPLC-MS i UHPLC-MS/MS metoda, kao 1 definisanje tea degradacije

moksonidina.

4. Razvoj odgovaraje stability-indicating UHPLC-PDA metode i primena
eksperimentalnog dizajna u optimizasijability-indicatingmetode.

5. Validacija predlozenstability-indicatingUHPLC-PDAmetode u cilju potvrde njene

primenljivosti u rutinskoj analizi.
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3.EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1 ANALITI CKA OPREMA, REAGENSI | STANDARDNE SUPSTANCE

3.1.1 Tec¢ni hromatograf sa UV detekcijom
Tec¢ni hromatograf: Agilent 1100 Serieg\dilent Technologies Deutschland GmbH

Nemaka)
Binarna pumpa: Agilent 1100 Series
Degaser: Agilent 1100 Series
Autosampler: Agilent 1100 Series
Termostat za kolonu: Agilent 1100 Series
Detektor: varijabilni UV/VIS detektor, Agilent 11(Beries
Integracija: AgilenChemStatiorsoftver

Kolona: SymmetryshieldC;g (250 mm x 4,6 mm, hm), Waters SAD

3.1.2 Te¢ni hromatograf UHPLC sa masenim detektorom
Tecni hromatografAccelaUHPLC (Thermo Fisher ScientifiSAD)

Kvatenerna pumpda:hermo Fisher Electron Corporation
DegazerThermo Fisher Electron Corporation
Termostatirani autosamplérhermo Fisher Electron Corporation
Termostat za kolonurhermo Fisher Electron Corporation
Detektori: photo diode arrayUV/VIS spektrofotometrijski detektoThermo Fisher
Electron Corporation)
Integracija: Xcalibu2.0 softwareThermo Fisher Electron Corporation
Kolona: Hypersil Gold aq,Cis (100 mm x 2,1 mm, 1,9m), Thermo Fisher
Scientific,SAD
Maseni spektrometdarSQ Quantum Acess max triple stage quadrupole (ité&isher
Scientific,SAD)

3.1.3 Ostala oprema
Analiti ¢ke vage
Mettler, tip XP-205 TDR KL (I) Kettler-Toledo AGSvajcarska);
Sartorius(Werke GmbHNemaka).

pH-metri
pH-metar sa kombinovanom staklenom elektrodom: &hetr tip 780 KMetrohm

Svajcarska);

52



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

pH-metarsa kombinovanom pH elektrodoHM 220 RadiometerDanska)

Sistem za préiSéavanje vode:
EasyPure RFRarnstead SAD);
System Simplicity 185Millipore, SAD).

Ultrazvu ¢no kupatilo:
Tip USK (El Ni§, Srbija);
Fungilab, Spanija.

Sistem za filtriranje mobilne faze:

Millipore Nylon Membrane, 0,4am (Millipore, SAD);

Whatmand7 mm Glass/mesh membranski rosanembranski filteri veliine pora od
0,45um (Alltech Associate$Belgija).

Sistem za filtriranje uzoraka:

Millex Syringe Driven Filter Unit, Nylon Membrane, 0,461 (Millipore, SAD);
Econofilter membrane od regenerisane celuloze sa polipropiievelicine pora 0,45
um i dijametra 25 mm za filtriranje uzorakadilent technologiesSAD).

Centrifuga
CentrifugaSigma 2-14SIGMA Laborzentrifugen Gmbilemaka)
CentrifugaHettich EBA 83Andreas Hettich GmbH & Co.K®lemaka)

3.1.4 Reagensi
Metanol - gradient gradéierck Nemaka)

Metanol - gradient gradé.&b Scan]rska)

Acetonitril - gradient gradeMerck Nemaka)

Voda, HPLCgrade

Kalijum-dihidrogenfosfat{T Baker Holandija)

Orto-fosforna kiselina 85 % p.aMierck Nemaka)
Amonijum-acetat p.aSigma-Aldrich Chemie GmbiMemaka)

Glacijalna siéetna kiselinaZorka PharmasSrbija)
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Natrijum-hidroksid CentrohemSrbija)
Hlorovodonténa kiselina 36 %GentrohemSrbija)

Vodonik-peroksid Zorka PharmaSrbija)

3.1.5 Standardne supstance, farmaceutski dozirani oblik komponente
placeba

Moksonidin, radni standar€Chemagis Ltdlzrael)
Necistoca A, radni standarddhemagis Ltdlzrael)
Necistoca B, radni standardChemagis Ltdlzrael)
Necistoca C, radni standardChemagis Ltdlzrael)
Necistoca D, radni standardChemagis Ltdizrael)

Moxogamma 0% film tablete Artesan Pharma GmbH & Co. KGlemaka), jedna

film tableta sadrzi 0,4 mg moksonidina.

Laktoza, monohidratZorka PharmasSrbija)

Magnezijum-stearatMerck Nemaka)

Povidon K-25 Sigma-Aldrich Chemie GmbiNlemaka)

Krospovidon B.M.P. Bulk Medicines & Pharmaceuticals Gmikemaka)

3.1.6 Statisti¢ki programi
Design-Expert 7.0.08tatEaseSAD)

Statistica 5.0tatSoft SAD)
Statistica 8.0%tatSoft SAD)
Excel 2003 u okviru paketa Microsoft Office 20q®licrosoft SAD)
Excel 2007 u okviru paketa Microsoft Office 20qRlicrosoft SAD)

3.2 PRIPREMA RASTVORA ZA OPTIMIZACIJU RP-HPLC METODE

3.2.1 Priprema osnovnih rastvora standardnih supstanci
Osnovni rastvori moksonidina i &estoca A, B, C i D pripremljeni su

pojedin&no, rastvaranjem u smeSi metanola i vode (15489, (u daljem tekstu,
osnovni rastvakg.

Odmeriti t&no 25 mg standardne supstance moksonidina i prenetdmerni
sud od 25 mL. Do polovine zapremine odmernog swditl osnovni rastvatatretirati

na ultrasoninom kupatilu 10 minuta, i dopuniti do oznake osnpvirastvardgem.
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Dobijeni osnovni rastvor moksonidina (u daljem teksastvora) je koncentracije 1 mg
mL™.

Za pripremu osnovnih rastvoradmtoca A, B, C, D potrebno je odmeritictao 5
mg standardne supstance svakeistece i preneti u odmerni sud od 10 mL. Do
polovine zapremine odmernog suda dodati osnovivaes, tretirati na ultrasodnom
kupatilu 10 minuta, i dopuniti do oznake osnovniastvargem. Dobijeni osnovni
rastvori ngistoéa A, B, C i D (u daljem tekstu, rastvioy su koncentracije 0,5 mg riL
Za pripremu sekundarnog razblazenja rastbonatistoca A, B, C i D (u daljem tekstu,
rastvorc) potrebno je od rastvotasvake néistoce, otpipetirati 1 mL u odmerni sud od
50 mL, i dopuniti do oznake osnovnim rastv@m@. Dobijeni rastvoc svake néistoce

je koncentracije 0,01 mg L

3.2.2 Priprema rastvora mobilne faze za optimizaciju RP-HPLC metode
Mobilne faze kori&ene tokom optimizacije RP-HPLC metode pripremljsne

prema planu eksperimenata u centralnom kompozioiodzajnu {ace centered cube
dizajn) u kome je, osim komponenata mobilne fazgegumetanola i pH vrednost)
ispitivan i uticaj temperature. Vrednosti koje spitivani faktori imali na izabranim
nivoima date su u tabeli 1, dok je plan eksperirteeza centralni kompozicioni dizajn
predstavljen u tabeli 2.
Vodenu komponentu mobilne faze predstavija 0,05 mblfosfatni pufer. Za

pripremu pufera potrebno jecteo odmeriti 6,80 g kalijum-dihidrogenfosfata i rastti

u 1 litru vode, a zatim pH vrednost podesiti dodhgean orto-fosforne kiseline. Sadrzaj
mobilne faze je menjan prema planu eksperimenatanda tabeli 2. Pripremljene

mobilne faze su pre upotrebe profiltrirane kroz rbeanski filter (0,45um).

3.2.3 Priprema radnih rastvora standardnih supstanci za azvoj i optimizaciju
metode

Otpipetirati 1 mL rastvora, 1 mL rastvora netistoca C i D i 0,5 mL rastvora
necistota A i B u odmerni sud od 10 mL. Nakon toga odmetud dopuniti do oznake
mobilnom fazom. Dobijeni radni rastvor standardrshpstanci je koncentracije

moksonidina 0,1 mg mt, nesistoéa C i D 1,0ug mL'i nesistoca A i B 0,5ug mL™
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3.3 PRIPREMA RASTVORA ZA VALIDACIJU RP-HPLC METODE

3.3.1 Priprema rastvora mobilne faze za validaciju RP-HPLC metode
Vodenu komponentu mobilne faze predstavija 0,05 mblfosfatni pufer. Za

pripremu pufera potrebno jectao odmeriti 6,80 g kalijum-dihidrogenfosfata i rastti
u 1 litru vode, a zatim dodavanjamto-fosforne kiseline podesiti pH vrednost pufera na
3,5. Dobijeni pufer pomeSati sa metanolom u zapmskdim odnosu 85:15.

Pripremljenu mobilnu fazu pre upotrebe profiltritatoz membranski filter (0,4hm).

3.3.2 Priprema rastvora standarda za procenu linearnostmetode
Otpipetirati redom 0,5 mL; 0,7 mL; 0,8 mL; 0,9 nlL,O mL; 1,2 mL; 1,2 mL; 1,3 mL i
1,5 mL rastvoraa u odmerne sudove od 10 mL. Zacis¢oe A i B potrebno je
otpipetirati redom 0,05 mL; 0,1 mL; 0,2 mL; 0,3 n,4 mL; 0,5 mL; 0,6 mL; 0,7 mL i
0,8 mL rastvorac, dok je za né&stoce C i D potrebno otpipetirati redom 0,1 mL; 0,2
mL; 0,4 mL; 0,6 mL; 0,8 mL; 1,0 mL; 1,2 mL; 1,4 mll,6 mL rastvorac. Odmerni
sudovi se zatim dopune mobilnom fazom do oznakebijBi rastvori za ispitivanje
linearnosti metode sadrze moksonidin u koncenaraj 0,05; 0,07; 0,08; 0,09; 0,10;
0,11; 0,12; 0,13 i 0,15 mg . zatim neisto¢e A i B u koncentracijama 0,05; 0,10;
0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70 i 0,80 mL™ i nesistote C i D u koncentacijama
0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 1,20; 1,40 bOl,ug mLY. Na svakom

koncentracionom nivou rastvor je injektovan triggputhromatografski sistem.

3.3.3 Priprema rastvora standarda za procenu preciznostimetode
Ponovljivost i srednja preciznost metode procenjesie odréivanjem

moksonidina i n&stoéa A, B, C i D iz standardnih rastvora koji su satirsledeée
koncentracije: moksonidin 0,1 mg mMLnesistoce C i D 1,0ug mL*i nesistoée A i B
0,5 ug mL™. Pripremljeno je po $est ovakvih rastvora, n&imoji je opisan u

poglaviju 3.2.3.

3.3.4 Priprema rastvora standarda za procenu t&nosti metode
Otpipetirati odgovarajte zapremine rastvora (0,8; 1,0; 1,2 mL), odnosnho
odgovarajde zapremine rastvo@neiistoca A i B (0,1; 0,5; 0,7 mL) i nastoca C i D
(0,2; 1,0; 1,4 mL). U svaki odmerni sud (od 10 ndgdati 256 mg placeba (Sto
odgovara odnosu komponenti u tabletama), odmerdeveudo polovine zapremine

dopuniti mobilnom fazom, tretirati na ultrasémom kupatilu 10 minuta, i dopuniti
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mobilnom fazom do oznake. Dobijeni sadrzaj cengiifati (14 minuta, na 4000 obrtaja

u minuti), supernatant zatim odvojiti i filtriratroz membranski filter (0,4pm).

Dobijeni rastvori za ispitivanje ¢aosti metode sadrze moksonidin u koncentracijama
0,08; 0,10 i 0,12 mg mit, zatim neistoce A i B u koncentracijama 0,10; 0,50 i 0,79
mL? i nesistoce C i D 0,20; 1,00 i 1,4Qg mL*. Za svaki koncentracioni nivo

pripremljena su tri uzorka koji su injektovani jegat u hromatografski sistem.

3.3.5 Priprema rastvora standarda za procenu selektivhosimetode
Za procenu selektivnosti metode koeBi su: radni rastvor standardnih

supstanci, rastvor uzorka i rastvor placeba. Ra@sitvor standardnih supstanci
pripremnjen je na ri@n opisan u poglavlju 3.2.3, dok je rastvor uzopkgremljen na
natin opisan u poglavlju 3.4.

Za pripremu rastvora placeba potrebno je odmerfib 2ng placeba i
kvantitativno preneti u odmerni sud od 10 mL, dmalo polovine zapremine dopuniti
mobilnom fazom. Odmerni sud tretirati na ultragoom kupatilu 10 minuta, i dopuniti
mobilnom fazom do oznake. Dobijeni sadrzaj cengiifati (14 minuta, na 4000 obrtaja

u minuti), supernatant zatim odvojiti i filtrirakroz membranski filter (0,4pm).

3.3.6 Priprema rastvora mobilne faze za procenu robusnosmetode
Procena robusnosti metode izvrSena je prema pl&speamenata zdace

centered cubelizajn za faktore koji najviSe mogu uticati na idhanalittke metode, a
kao odgovori préeni su faktori kapaciteta svih ispitivanih kompotigkao i rezolucija
izmedu kriticnih parova. Mobilne faze pripremljene su prema plaksperimenata

datom u tabeli 2, za nivoe ispitivanih faktora ksji navedeni u tabeli 1.

3.3.7 Priprema rastvora za odredivanje limita kvantifikacije i limita detekcije
Radni rastvori za oddévanje limita kvantifikacije i limita detekcije gsremljeni

su u mobilnoj fazi u sledén koncentracijama: 0,0jig mL™*; 0,02 ug mL*; 0,04 g
mL™%; 0,06pg mL*; 0,10pg mLY; 0,14pg mL* za moksonidin i 0,0i,g mL?; 0,03ug
mL™; 0,04pg mL™Y; 0,05ug mLY; 0,07ug mL?; 0,10pug mL? za neistoce A, B, C i D.

3.4 PRIPREMA RASTVORA UZORKA MOXOGAMMA 0.4° FILM TABLETA
Ispitivani farmaceutski dozirani oblik sMoxogamma 0% film tablete. Jedna

film tableta sadrzi 0,4 mg moksonidina. Izmeriti #ién tableta i izr&unati prosénu
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masu jedne tablete. Sa tableta ukloniti film, zatspraSiti u tarioniku, i dobro
homogenizovati. Odmeriti onu keéihu tabletne mase koja sadrzi 1 mg moksonidina i
kvantitativno preneti u odmerni sud od 10 mL. Zatiodati mobilnu fazu do polovine
zapremine odmernog suda, i tretirati na ultragoomin kupatilu 10 minuta. Nakon toga
odmerni sud dopuniti do oznake mobilnom fazom. [Robisadrzaj centrifugirati (14
minuta na 4000 obrtaja u minuti), odvojiti supeamdti filtrirati kroz membranski filter
(0,45 um). Qeekivana koncentracija moksonidina u pripremljenastvoru uzorka je

0,1 mg mL~.

3.5 HROMATOGRAFSKA ANALIZA
Hromatografska analiza sa izokratskim eluiranjemedena je pod sledien

hromatografskim uslovima:
Kolona: SymmetryshieldC;s (250 mm x 4,6 mm, hm), Waters SAD
Mobilna faza: metanol - rastvor kalijum-dihidrogesfata (0,05 mol 1) pH 3,5
podeSen sarto-fosfornom kiselinom (15:854/v)
Temperatura: 25 °C
Talasna duzina: 255 nm
Protok: 1 mL mift
Volumen injektovanja: 2QL
HPLC sistem, podeSen prema navedenim hromatognafakiovima, ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linjedeSenost sistema proverena je
ponovljenim injektovanjem rastvora standarda dotipasja ujedné&nosti povrSina

hromatografskih pikova ispitivanih supstanci, zaimrastopna injektovanja.

3.6 STUDIJA FORSIRANE DEGRADACIJE | RAZVOJ RP-UHPLC
METODE ZA PRA CENJE STABILNOSTI MOKSONIDINA

3.6.1 Priprema rastvora za studiju forsirane degradacije

3.6.1.1Priprema rastvora stres agenasa
Kao stres agensi koti8ni u ispitivanju stabilnosti moksonidina u usloam

hidrolize u kiseloj i baznoj sredini koé&ni su rastvori hlorovodogme kiseline 0,05
mol L™ 0,1 mol L*i 0,5 mol LY i natrijum hidroksida (1,0 molt; 1,5 mol L*i 2,0
mol L. Za izvatenje oksidativnog stresa kat@hi su rastvori vodonik-peroksida 3 %
(VIV) i 10 % @/V).
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3.6.1.2Priprema rastvora mobilne faze
Izmeriti 770,8 mg amonijum-acetata i rastvoriti Uitiu vode (10 mmol %), a

zatim podesiti pH vrednost pufera na 3,5 dodavan@atijalne siéetne kiseline.

Pripremljenu mobilnu fazu pre upotrebe profiltnitetoz membranski filter (0,4hm).

3.6.1.3Priprema uzoraka za izvienje studije forsirane degradacije
Osnovni rastvor moksonidina kot&n u studiji forsirane degradacije

pripremljen je prema istom postupkom opisanom gy 3.2.1.

Rastvori za ispitivanje stabilnosti moksonidinaslowima kisele, bazne i neutralne
hidrolize dobijeni su meSanjem 1 mL rastvarsa 1 mL.:

« 0,05 mol Y; 0,1 mol L'*i 0,5 mol L' rastvora hlorovodosine kiseline

« 1,0mol LY 1,5 mol *i 2,0 mol L*rastvora natrijum hidroksida

e 0snovnog rastvora

Nakon odgovarajteg vremenskog perioda (videti poglavlje 4.3) rastgodvrgnuti
kiseloj i baznoj hidrolizi su neutralisani. Hidridika otpornost moksonidina u
neutralnoj sredini ispitana je na sobnoj temperakao i na povisenoj temperaturi (70
°C). Ispitivani rastvori su dalje razblazeni mobiin fazom do postizanja koncentracije
moksonidina 0,1 mg mt(ratunato na nedegradiranu supstancu).

Rastvori za ispitivanje stabilnosti moksonidinaiglovima oksidativnog stresa
dobijeni su meSanjem 1 mL rastvaaa 1 mL rastvora vodonik-peroksida 3 %) i
10 % (/v). Nakon odgovarajieg vremenskog perioda (videti poglavlje 4.3) rastsa
razblaZeni mobilnom fazom do postizanja koncerjganioksonidina 0,1 mg mt
(ratunato na nedegradiranu supstancu).

Ispitivanje stabilnosti moksonidina u uslovima nta@ine degradacije i
fotodegradacije izvedeno je na uzorcima aktivne mfareutske supstance i
farmaceutskog doziranog oblikél¢xogamma 0% film tablete) udvrstom stanju i u
rastvoru. Uzorci za ispitivanje fotodegradacijeoZdni su uticaju direktne steve
svetlosti, dok su uzorci za ispitivanje termalngrdelacije podvrgnuti zagrevanju, na
temperaturi od 70 °C.

Nakon odgovarajteg vremenskog perioda (videti poglavlje 4.3) pnipljen je
rastvor aktivne farmaceutske supstance u smeSilneobaze i metanola (95:%/V),
koncentracije 0,1 mg mtmoksonidina. Za pripremu rastvora uzorka odmerena |

kolicina sprasSene tabletne mase koja odgovara sadra@ggradirane aktivne supstance
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od 1 mg. Uzorku je dodat isti rastvarkao u sldaju rastvora aktivne farmaceutske
supstance, a zatim je tretiran nacinaopisan u poglavliju 3.4 Dobijen je rastvor
koncentracije 0,1 mg mitmoksonidina (r&unato na nedegradiranu supstancu).
Ispitivanje stabilnosti u uslovima termalne degra@a i fotodegradacije aktivne
farmaceutske supstance i farmaceutskog dozirandgaoli rastvoru izvedeno je
odmeravanjem 1 mL osnovnog rastvora moksonidinanosimo odmeravanjem
pripremljenog rastvora uzorka tableta. Nakon izigga propisanim uslovima
eksperimenta, razblaZivanje mobilnom fazom je ients do postizanja koncentracije
moksonidina 0,1 mg mit(ratunato na nedegradiranu supstancu).

Tokom pripreme uzoraka za studiju forsirane deg@gge, paralelno su
pripremljeni i kontrolni uzorci. Slepa proba jegmemljena i stresirana na istidma kao
ispitivani uzorci. Obrnuto, kontrolni uzorci u vremu nula (engzero timé su bili
pripremljeni na identian n&in kao i stresirani uzorci, ali su u odnosu na stinah
neutralisani i analizirani. JoS jedan kontrolni &#o bio je rastvor supstance bez
prisustva stres agensa. Uddju ispitivanja farmaceutskog doziranog oblika, negio je

analiziran i placebo rastvor.
3.6.2 Hromatografska analiza i sprega sa masenom spektragtrijom

UHPLC-PDA analiza

Hromatografska analiza sa izokratskim eluiranjewvedena je pod sledien
hromatografskim uslovima:
Kolona: Hypersil Gold agCjs (100 mm x 2,1 mm, 1,Am), Thermo Fisher Scientific,
SAD.
Mobilna faza: rastvor amonijum-acetata (10 mmd) bH 3,5 podeSen sa glacijalnom
sircetnom kiselinom
Temperatura: 55C
Talasna duzina: 255 nm
Protok: 450uL min™

Volumen injektovanja: 3L
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UHPLC-MS analiza
Kolona: Hypersil Gold ag C;g (100 mm x 2,1 mm, 1,Am), Thermo Fisher Scientific,

SAD.
Mobilna faza: metanol - amonijum-acetatni pufer ¢(hénol L) pH 3,5 podeSen sa
glacijalnom siéetnom kiselinom (6:944/v)
Temperatura: 55C
PDA detektor: 200 nm — 360 nm

Uslovi u jonskom izvoru: elektrosprej jonizacijgpazitivnom modujm/zodnos
pracen u opsegu 100-2000/z azot je korigen kao gas za desolvataciju pri pritisku od
20 psi, temperaturi od 40TC; pritisak gasa za rasprSivanje je 45 psi; napapil&re
4500 V; temperatura kapilare 350.

MS/MS analiza

U jonskom izvoru je primenjena tehnika elektrosgogjizacije u pozitivnom
modu. Azot je kori&n kao gas za desolvataciju pri temperaturi od 4D0dok je
napon kapilare iznosio 4500 V. Pritisak gasa zpréaganje je 45 psi. Argon je koésn
kao kolizioni gas. Vrednosti kolizione energijesle u opsegu 5-31 V pri kolizionom
pritisku od 1,9 mTorr za fragmentaciju moksonidieanosno u opsegu 1-31 V pri
kolizionom pritisku od 1,3 — 1,8 mTorr za fragmenijia degradacionih proizvoda

moksonidina.

3.6.3 Optimizacija stability—indicatingUHPLC metode

3.6.3.1Priprema osnovnih rastvora standardnih supstanci
Osnovni rastvori standardnih supstanci pripremlgniistim postupkom koji je

opisan u poglavlju 3.2.1.

3.6.3.2Priprema radnih rastvora supstanci za razvoj i apizaciju metode
Standardni rastvori koji su kotigni u optimizacijistability—indicatingUHPLC

metode pripremljeni su na &ia koji je opisan u poglavlju 3.2.3.

3.6.3.3Priprema rastvora mobilne faze

3.6.3.3.1 Priprema rastvora mobilne faze za screening ekspenie
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Mobilne faze uscreeningfazi su pripremlijene prema definisanim faktorskim
nivoima (tabela 14), kao i planu eksperimenata“Z&frakcioni faktorski dizajn (tabela
15), odmeravanjem odgovarég kolicine amonijum-acetata (u zavisnosti od
koncentracionog nivoa pufera) u 1 litru vode, dak pH vrednost podeSavana
dodavanjem glacijalne setne kiseline. Pripremljena mobilna faza je pre trgie
profiltrirana kroz membranski filter (0,48m).

3.6.3.3.2 Priprema rastvora mobilne faze za Box Brenhkennaigaicioni dizajn
Tokom faze optimizacije u kojoj su eksperimentiadeni prema planu zZ&ox

Brenhkendizajn, koncentracija acetatnog pufera je odrzavamnstantnom (10 mmol L
). za pripremu pufera potrebno jesm® odmeriti 770,8 mg amonijum-acetata i
rastvoriti u 1 litru vode, a zatim pH vrednost psitiedodavanjem glacijalne sitne
kiseline. Sadrzaj mobilne faze je menjan premaipklsperimenata datom u tabeli 15.
Pripremljene mobilne faze su pre upotrebe prafdtre kroz membranski filter (0,45

um).

3.6.4 Validacija stability—indicatingUHPLC-PDA metode
Standardni rastvori koji su koé&ni u validaciji stability—indicatingUHPLC metode

pripremljeni su od osnovnih rastvora dobijenih a&mkoji je opisan u poglavlju 3.2.1.

3.6.4.1Priprema rastvora mobilne faze za validaciju staty-indicating UHPLC-
PDA metode

Vodenu komponentu mobilne faze predstavlja 10 mhiblacetatni pufer. Za
pripremu pufera potrebno jectao odmeriti 770,8 mg amonijum-acetata i rastvariti
litru vode, a zatim dodavanjem glacijalne¢eine kiseline podesiti pH vrednost pufera
na 3,43. Dobijeni pufer pomeSati sa metanolom wuemmskom odnosu 0,9:99,1.

Pripremljena mobilna faza je pre upotrebe profdima kroz membranski filter (0,45

um).

3.6.4.2Priprema rastvora standarda za procenu linearnostetode
Otpipetirati redom 0,5 mL; 0,8 mL; 1,0 mL; 1,2 mL1j5 mL rastvoraa u

odmerne sudove od 10 mL. Zacistoce A i B potrebno je otpipetirati redom 0,05 mL;
0,2 mL; 0,4 mL; 0,5 mL; 0,6 mL i 0,75 mL rastvocadok je za né&stoce C i D
potrebno otpipetirati redom 0,1 mL; 0,4 mL; 0,8 MO mL; 1,2 mL i 1,5 mL rastvora

c. Odmerni sudovi se zatim dopune mobilnom fazonozoeake. Dobijeni rastvori za
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ispitivanje linearnosti metode sadrze moksonidikoncentracijama 0,05; 0,08; 0,10;
0,12; i 0,15 mg mt, zatim neistoée A i B u koncentracijama 0,05; 0,20; 0,40; 0,50;
0,60 i 0,75ug mL* i nesistoce C i D u koncentacijama 0,10; 0,40; 0,80; 1,0001]
1,50 pg mL™. Na svakom koncentracionom nivou rastvor je irjekn tri puta u

hromatografski sistem.

3.6.4.3Priprema rastvora standarda za procenu selektivmosétode
Za procenu selektivnosti metode kodai su: radni rastvor standardnih

supstanci, rastvor uzorka i rastvor placeba. Rawsivor standardnih supstanci,
pripremnjen je na @@ opisan u poglavlju 3.2.3, dok su rastvori uzorkplaceba

pripremljeni na né&n koji je opisan redom u poglavljima 3.3.51 3.4.

3.6.4.4Priprema rastvora standarda za procenu preciznasgtode

Ponovljivost i srednja preciznost metode procenjesie odréivanjem
moksonidina i né&stota A, B, C i D iz standardnih rastvora koje su salirsledée
koncentracije: moksonidin 0,1 mg mMLnesistoce C i D 1,0ug mL*i nesistoce A i B
0,5 ug mL™. Pripremljeno je po $est ovakvih rastvora, n&imoji je opisan u

poglaviju 3.2.3.

3.6.4.5Priprema rastvora standarda za procenwtesti metode

Otpipetirati odgovaraje zapremine rastvora (0,8; 1,0; 1,2 mL), odnosno
odgovarajde zapremine rastvo@neiistoca A i B (0,4; 0,5; 0,6 mL) i nastoca C i D
(0,8; 1,0; 1,2 mL). U svaki odmerni sud (od 10 ndgdati 256 mg placeba (Sto
odgovara odnosu komponenti u tabletama), odmerdeveudo polovine zapremine
dopuniti mobilnom fazom, tretirati na ultrasémom kupatilu 10 minuta, i dopuniti
mobilnom fazom do oznake. Dobijeni sadrzaj cengiifati (14 minuta, na 4000 obrtaja
u minuti), supernatant zatim odvojiti i filtrirakkroz membranski filter (0,45um).
Dobijeni rastvori za ispitivanje ¢aosti metode sadrze moksonidin u koncentracijama
0,08: 0,10 i 0,12 mg mit, zatim neistoce A i B u koncentracijama 0,40; 0,50 i 0,60
mL? i nesistoce C i D 0,80; 1,00 i 1,2Qug mL*. Za svaki koncentracioni nivo

pripremljena su tri uzorka koji su injektovani jegat u hromatografski sistem.
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3.6.4.6 Priprema rastvora mobilne faze za procenu robusnosetode
Procena robusnosti metode izvrSena je prema pl&speemenata zd&ox

Brenhkendizajn, za faktore koji najviSe mogu uticati nhdd analittke metode, a kao
odgovor prédena je rezolucija izn@ svih ispitivanih komponenti. Mobilne faze
pripremljene su u skladu sa planom eksperimenatabeli 18, za nivoe ispitivanih

faktora koji su navedeni u tabeli 17.

3.6.5 Priprema rastvora uzorka Moxogamma 0.2 film tableta
Rastvori uzorka koji su kow&ni u validaciji stability—indicating UHPLC

metode pripremljeni su prema postupku koji je apisapoglavlju 3.4, uz koré&nje

mobilne faze pripremljene prema postupku opisangraglaviju 3.6.4.1.

3.6.6 Hromatografska analiza
Hromatografska analiza sa izokratskim eluiranjewedzena je pod sledien

hromatografskim uslovima:

Kolona: Hypersil Gold ag Cig (100 mm x 2,1 mm, 1,8m), Thermo Fisher Scientific,
SAD.

Mobilna faza: metanol - rastvor amonijum-acetat@ ifimol L) pH 3,43 pode$en sa
glacijalnom siéetnom kiselinom (0,9:99,1/v)

Temperatura: 50,13C

Talasna duzina: 255 nm

Protok: 870ug min™

Volumen injektovanja: 3L

UHPLC sistem, podeSen prema navedenim hromatografs&lovima, ispiran
je mobilnom fazom do postizanja stabilne bazngdirffodeSenost sistema proverena je
ponovljenim injektovanjem rastvora standarda dotipasja ujedné&nosti povrSina
hromatografskih pikova ispitivanih supstanci, zaipastopna injektovanja.

64



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

4.REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1 RAZVOJ RP-HPLC METODE ZA ODRE DPIVANJE MOKSONIDINA |
NJEGOVIH NE CISTOCA

4.1.1 Preliminarna ispitivanja i izbor osetljive oblasti eksperimenta
Oficinalna metoda tme hromatografije za odiwvanje sadrzaja moksonidina i

njegovih srodnih supstanci zasniva se na primerbilm® faze sa jon par reagensom
[13,14]. Formiranje jonskih parova omdgwa bolju retenciju analita na nepolarnoj
stacionarnoj fazi. lako se oficinalnom metodom raganje komponenti odvija na
povisenoj temperaturi kolone (4Q), predvdeno retenciono vreme moksonidina je oko
11,6 minuta, dok je ukupno trajanje analize dvdsirduze (oko 23 minuta). Oficinalna
monografija opisuje hemijsku strukturu svetiri poznate n&stoce moksonidina,
medutim kao specificirane tj. one za koje su definidanerijumi prihvatljivosti, navodi
samo neistoce A i B, dok se C i D tretiraju kao ostale¢rstoe. Farmakopeja takde
daje vrednosti relativnog retencionog vremena zasteéu A koje iznosi oko 0,9 i za
nedistocu B oko 1,7 u odnosu na retenciono vreme moksoaidin

Poznato je da primena mobilne faze sa jon par ressge uzrokuje produzenu
ekvilibraciju, dok sami jonski parovi snazno ingugu sa stacionarnom fazom,
ometajui pritom reproduktivnost retencionog vremena isitiih supstanci, i dodatno
otezavajdi zavrSno ispiranje kolone i njeno odrzavanje. TaopoviSena radna
temperatura kolone vremenom dovodi do njenog bubegtavanja. Navederijenice,
kao i dugotrajnost hromatografske analize, evidentogranéavaju rutinsku
primenjivost oficinalne metode.

Sagledavajéi opisane nedostatke, kako jecvdefinisano u cilju ovog rada,
razvijena je jednostavna i brza RP-HPLC metoda deaitvanje moksonidina u
prisustvu njegovih n@stoca, koja ne podrazumeva tehniku jonskih parova ietim
doprinosi znadajnom unapréenju analitike moksonidina.

U osnovi hemijske strukture moksonidina i njegowi&istoca A, B, C i D
nalaze se dva heterociktia prstena, pirimidinski i imidazolidinski. Struktw razliku
izmedu moksonidina i njegovih ®estoca ¢ini samo jedan supstituent (-OgHCI ili -
OH) na polozaju C-4 ili C-6 pirimidinskog prster@va cinjenica ukazuje na izrazenu
strukturnu sknost ispitivanih jedinjenjagije se hromatografsko ponaSanje samim tim

prevashodno zasniva na hemijskim osobinama prigutsapstituenta. Takie,
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postojanje strukturne ghosti jedinjenja u viSekomponentnom analitu dodaitezava
razvoj izokratske metode.

Izbor pH oblasti za ispitivanje hromatografskog a&smja moksonidina bio je
zasnovan na stepenu zastupljenosti molekulskodkahii zavisnosti od pH vrednosti
rastvora (videti poglavlje 1.1.3). Kako se u rasitva sa pH > 5 zri@jnije povéava
udeo molekulskog oblika moksonidina koji imaiafinitet ka nepolarnoj stacionarnoj
fazi, moze se &ekivati da bi u ovim uslovima trajanje analize ppimlongirano, i prema
tome neprihvatljivo za rutinsku primenu. Sa drugearse, protonovani oblici
moksonidina dominiraju u veoma kiseloj sredini (pH2,4), ali se zbog ograrne
stabilnosti stacionarne faze, prepane izbegavanje rada pri pH vrednosti mobilne faze
ispod 2. Navedeni razlozi uzeti su u obzir prilikolefinisanja opsega kisele pH oblasti
za hromatografsko ispitivanje moksonidina.

Preliminarna ispitivanja hromatografskih uslovaaagta su na stacionarnoj fazi
istog pakovanja i duzine kao u oficinalnoj metadopax SBCg, 250 mm x 4,6 mm, 5
um), dok je iz mobilne faze iskien jon par reagens, pa je ista predstavljala smesu
razlicitih odnosa acetonitrila i vode, u oblasti kiselé yrednosti. Ispitivanja su vrSena
bez zagrevanja kolone, deim, i pored toga navedeni uslovi su se pokazab k
izrazito neretencioni. Primena nesto polarnijeistaarne faze (kolonorbax SB CN
Zorbax SB PhenylCs, 150 mm x 4,6 mm, pm) atekivano je dovela do neretencionog
ponaSanja i tako dodatno potvrdila lipofilan kaeakispitivanih jedinjenja. U cilju
poboljSanja retencionih osobina ispitivanih supstarodieno je da se dalje
hromatografsko ispitivanje vrSi ngg>tacionarnoj fazi. Ovaj tip stacionarne faze sadrz
duge ugljovodoriine C18 lance Sto ove kolone izdvaja po veoma nigkbgrnosti,
zbog ¢ega se slabo polarna jedinjenja na njima duze asdj i sporije eluiraju.
Oc¢ekivano, moksonidin kao i njegove dmtoce pokazali su zadovoljavaju retenciju
na ispitivanim kolonamaZprbax SB.Cig, 150 mm x 4,6 mm, fum; Zorbax SBCis,
250 mm x 4,6 mm, am; Xterra, Cig, 150 mm x 4,6 mm, am; Xterra RP,C;g, 250
mm x 4,6 mm, Jum), ali je zapaZzena pojava izraZenatjng-a aktivne supstance (slika
17).
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moksonidin

necistoca C
neistoca A
necistoca B

—_—

] i;7net':is’[0éa D

0 A
Slika 17. Radni standardni rastvor moksonidina éisaca A, B C i D (kolonaZorbax

SB,Cig, 150 mm x 4,6 mm, pm)

To je uslovilo preispitivanje sastava mobilne faZapazeno je da smanjenje
udela acetonitrila na ¢an uvaienja metanola donekle dovodi do smanjenja opisanog
tailing-a i generalno poboljSanja izgleda ispitivanih habografskih pikova, i time
navelo na mogtnost uva@enja metanola kao organske komponente mobilne faze.
Dodatno, bolja rastvorljivost ispitivanih supstamcmetanolu, u odnosu na acetonitril,
njegova manja tok&nost i niza cena opravdavaju finalni izbor metari@da organske
komponente mobilne faze u razvoju metode za kojygstavijeni kriterijum bio
jednostavan i rutinski primenjiv anaéiki postupak. Variranje duzine hromatografske
kolone u ovoj fazi ispitivanja (ud@nje kolona duzine 150 mm) imalo je za cil]
skraenje hromatografskogun-a, mefutim, u sl&aju ispitivanog analita primenom
navedene mobilne faze, duzina kolone se nije pd&&aze faktor koji zn&ajno utte na
ukupno trajanje analize, zbagga su dalji eksperimenti vrSeni na koloni duzib® 2
mm.

Ispitivanja koja su nastavljena na kolofterra RP,Cyg (250 mm x 4,6 mm, 5
um) odnosila su se na udenje modifikatora mobilne faze, za koji je izabfasfatni
pufer. Pored toga Sto ima ulogu odrzavanja konseantednosti pH mobilne faze,
Siroka primenjivost fosfatnog pufera se ogledaikashosti na tri relativno Siroka pH
nivoa (2, 7 ili 12) [96]. Koncentracija fosfatnogufpra pri kojoj je tailing
hromatografskog pika moksonidina bio sveden na mmimi iznosila je 0,05 mol L
Kako nize koncentracije nisu dale zadovolja¢ajupoboljSanje, dok su viSe

koncentracije produzavale trajanje analize i doolategativno uticale nacavanje
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kvaliteta stacionarne faze, sva dalja ispitivanfdema su pri konstantnoj vrednosti
koncentracije fosfatnog pufera (0,05 mét)Llako je na pomenutoj koloniterra RP,
Cis, (250 mm x 4,6 mm, um) postignuto hromatografsko razdvajanje ispititiani
komponenti, promenom pH i udela metanola u mobildagi nije dobijena
zadovoljavajda selektivnost i skienje analitkog postupka, a da se pritom ne ugrozi

rezolucija izmdu hromatografskih pikova i simetrija pika aktivngostance (slike 18. i
19).
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Slika 18. Radni standardni rastvor moksonidina ¢isex¢a A, B C i D (kolonaXterra
RP,Cis, 250 mm x 4,6 mm, bm)
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Slika 19. Rastvor uzorka (kolondterra RP,C;g, 250 mm x 4,6 mm, hm)

Potencijalno prevazilazenje navedenih nedostatad@tano je primenom
Symmetryshieldamilije kolona istog proizvdaca (Waters Corporation Ove kolone
poseduju ugrdene polarne grupe koje “Stite” povrSinske silanabséatke stacionarne
faze time smanjujti njihovu reaktivnost i ujedno olakSavéjunterakciju stacionarne

faze sa vodom. Zato je njihova primena gampogodna u skaju mobilnih faza sa
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visokim sadrzajem vode. Ipak, njihova nagamaija prednost je poboljSanje simetrije
hromatografskih pikova i rezolucije u Sirem opsgduvrednosti. Ispitivanja na koloni
SymmetryshieldZis (250 mm x 4,6 mm, fim) dala su &kivano poboljSanje simetrije
svih hromatografskih pikova i rezolucije, uz dodaskaenje hromatografskogun-a,
Sto je ovu kolonu izdvojilo kao konan izbor stacionarne faze.

Tokom preliminarnih ispitivanja @Wena je veza izn# hemijske strukture
ispitivanih  komponenti i njihovog hromatografskogpnasSanja. Nastoce C i D
poseduju polarnu hidroksilnu grupu na polozaju @idmidinskog prstena, Sto u
odnosu na druge komponente omé@ua brze eluiranje sa nepolarne stacionarne faze,
pri primeni mobilne faze sa pretezno zastupljen@denom komponentom. Ristoca
C poseduje lipofilniju metoksi grupu na poloZzajle@bogéega se eluira nesto kasnije.
Zbog izrazene strukturne &tiosti, a samim tim i hromatografskog ponaSanjaazepo
je da se rezolucija iznde njihovih hromatografskih pikova menja u zavisnasd
sastava mobilne faze, zbdégga je ovaj par identifikovan kao prvi kéii par za dalja
ispitivanja. Drugi krittni par predstavljaju réstoca A i moksonidin. Prisustvo hlora
kao supstituenta na polozaju C-4 pirimidinskoggmatutée da se ove dve komponente
kasnije eluiraju u odnosu nad&oce C i D, ali analogno njihovom siaju, lipofilniji
supstituent na poziciji C-6 (metoksi grupa)Xatna nesto duzu retenciju moksonidina u
odnosu na n@stoéu A. Konano, ne€istoca B sadrzi metoksi grupu kako u polozaju C-
4, tako i u polozaju C-6, Sto je izdvaja kao nafijmiju komponentu, sa najduzim
retencionim vremenom.

Na osnovu svih preliminarnih ispitivanja, uteni su faktori koji su imali
najvei uticaj na hromatografsko ponasSanje ispitivanirmponenti, a to su udeo
metanola u mobilnoj fazi kao i pH vrednost njenedeme komponente. Kako
temperatura kolone generalno predstavlja vazanoifalticaja na brzinu i stepen
hromatografskog razdvajanja, otlmo je da se njen uticaj, kao i uticaj dva pomenuta
faktora detaljnije ispitaju u fazi optimizacije mde. Buddi da navedeni faktori najvise
uticu na separaciju iznde kriticnih parova (n&istoce C i D i neistoca A i
moksonidin), vrednost rezolucije izihe istih je préena kao jedan od odgovora
sistema. U cilju postizanja Sto key hromatografskogun-a, pri zadovoljavajtoj
rezoluciji izmetu kriticnih parova, odléeno je da se kao drugi odgovor sistema prati

vrednost retencionih faktora svih ispitivanih kompati.
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Moksonidin pokazuje apsorpcioni maksimum na talasduzinama 230 nm i
255 nm [97]. Radi obezld&vanja bolje osetljivosti tokom ispitivanja hromgtafskog
ponaSanja moksonidina i njegovihcistoca A, B, C i D izabrana je talasna duzina 255
nm, na kojoj i navedene &istoce pokazuju dobru apsorbanciju.

Uticaj tri izabrana faktora: pH vodene fazeg)( temperature koloned) i udela
metanola Xz), ispitivan je u fazi optimizacije metode, prim@mo centralnog

kompozicionog dizajna.

4.1.2 Optimizacija RP-HPLC metode primenom centralnog konpozicionog
dizajna
Za optimizaciju eksperimentalnih uslova RP-HPLC adetizabrani su faktori i
primenjen je centralni kompozicioni dizajfa¢e-centered cubdizajn). Svaki izabrani
svakom nivou redom kodirane (-1, 0, +1). Vrednésie su ispitivani faktori imali na
izabranim nivoima date su u tabeli 1, dok je platsperimenata za centralni

kompozicioni dizajn predstavljen u tabeli 2.

Tabela 1.Nivoi ispitivanih faktora

Nivoi ispitivanih faktora
Ispitivani faktori
nizi (-1) sredniji (0) visi (+1)
pH vodene fazex() 2,5 3,5 4,5
Temperatura kolone (°Qg) 20 25 30
Udeo metanola (%x3) 10 15 20
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Tabela 2.Plan eksperimenata za centralni kompozicioni dizajn

Broj eksperimenta Nivoi ispitivanih faktora

X1 X2 x3
1. -1 -1 -1
2. -1 -1 +1
3. -1 +1 -1
4, -1 +1 +1
5. +1 -1 -1
6. +1 -1 +1
7. +1 +1 -1
8. +1 +1 +1
9. -1 0
10 +1 0
11. 0 -1
12. 0 +1
13. 0 0 -1
14 0 0 +1
15. 0 0
16. 0 0
17. 0 0 0

Eksperimenti su izuteni randomiziranim redosledom, a kao odgovor siatem
praceni su retencioni faktok{() za moksonidin i n8stoce A, B, C i D, kao i rezolucija
izmedu kriticnih parova né&stoca D/ne€istoca C Rcp) | netistoca A/moksonidin
(Ra/moksonidip- Dobijeni eksperimentalni podaci predstavljenustabeli 3.
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Tabela 3. Plan eksperimenata Zace-centered cubdizajn sa vrednostima faktora

kapaciteta ispitivanih supstanci i rezolucije idmdriticnih parova

% Faktor kapacitetak() Rezolucija R)
£
o 2
£ | K'moksonidin K A K's Kc K'p Reo | Ramoksonidin
1. 2,32 1,70 4,30 0,84 0,55 3,562 4,60
2. 0,78 0,60 1,52 0,20 0,11 1,68 2,52
3. 2,10 1,54 3,90 0,76 0,49 3,62 4,75
4. 0,91 0,71 1,63 0,29 0,20 1,65 2,54
5. 3,38 2,75 6,13 1,35 0,91 3,79 2,67
6. 1,60 - 2,75 0,65 0,49 1,91 -
1. 3,31 2,81 5,97 1,33 0,90 4,02 2,44
8. 1,49 - 2,54 0,60 0,46 1,88 -
9. 1,29 0,96 2,41 0,41 0,25 2,44 3,56
10. 2,22 2,00 3,88 0,89 0,64 2,65 1,47
11. 1,86 1,45 3,35 0,71 0,51 2,44 3,10
12. 1,73 1,36 3,08 0,66 0,46 2,61 3,28
13. 2,64 1,98 4,93 0,97 0,65 3,88 4,61
14. 1,12 0,89 2,03 0,37 0,26 1,74 2,46
15. 1,80 1,40 3,22 0,68 0,48 2,61 3,28
16. 1,80 1,40 3,22 0,68 0,48 2,61 3,28
17. 1,80 1,40 3,22 0,68 0,48 2,61 3,28

Polinom drugog reda koji predstavlja zavisnost idmespitivanih faktora X,
X2, X3) I posmatranih odgovora sistema predstavljen je sledem jedng&inom:
y = bo + bixg + 02Xz + baxa + bioXiXe + D13 XaXs + D23XoXs + b11X:® + D2oXe” + D3axs® 9)
Koeficijenti polinoma [:-bs3) se odnose na intenzitete uticaja pojedinih
eksperimentalnih faktora na posmatrani odgovoresis; zatim intenzitete uticaja
faktorskih interakcija, kao i kvadratéanove polinoma, a izéanavaju se regresionom

analizom na osnovu dobijenih eksperimentalnih peidat posmatranih odgovora
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sistema. Ods@ak jedn&ine polinoma je ozniwn sab,. Predznak + ili — ispred svakog

koeficijenta ukazuju na smer uticaja datog faktaramislu da li se sa poséanjem

intenziteta faktora odgovor sistema pémsea ili smanjuje, dok apsolutna vrednost

koeficijenta govori 0 samom intenzitetu tog uticaj@ednosti izrdunatih koeficijenata

za ispitivane odgovore sistema predstavljene sielama 41 5.

Tabela 4.Koeficijenti matematikih modela za faktore kapaciteta ispitivanih supsita

Koeficijenti Faktor kapacitetak()
modeld | 1 v oksonicin K e Ke Ko
bo 1,7702 1,3752 3,1833 0,6595 0,4631
by 0,4600 0,5140 0,7510 0,2320 0,1800
b, -0,0400 -0,0190 -0,0930 -0,0110 -0,0060
bs -0,7850 -0,5490 -1,4760 -0,3140 -0,1980
b1 0,0145 0,1295 -0,0017 0,0110 -0,0012
boo 0,0545 0,0545 0,0683 0,0460 0,0388
bas 0,1395 0,0845 0,3333 0,0310 0,0088
byo -0,0113 0,0000 -0,0100 -0,0100 -0,0087
bis -0,1088 -0,0675 -0,2200 -0,0400 -0,0163
bos 0,0387 0,0125 0,0575 0,0175 0,0163

Tabela 5.Koeficijenti matematikih modela za rezoluciju iznde kriti¢énih parova

Koeficijenti modela Rezolucija R)

Reio Ra/moksonidin
bo 2,5912 33257
by 0,1340 11390
b 0,0440 0.0120
bs -0,9970 11550
b1 -0,0274 10,8564
bz -0,0474 01814
bss 0,2376 0.1636
b12 0,0163 10,0500
b1s -0,0263 01025
b2s -0,0488 0.0125
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Ponavljanje eksperimenata u centralnofktaomoguilo je izra&unavanje
standardne eksperimentalne greske, kao i proceskvathosti uklapanja matemktih
modela sa eksperimentalno dobijenim podacima (k. of fi). Statisttka procena
zn&ajnosti koeficijenata modela, izvrSena je primenbresta, dok je za procenu
adekvatnosti uklapanja matentgkthg modela i eksperimentalno dobijenih podataka
primenjena analiza varijans@NOVA. Vrednost F se izeanava prema jeddani 10:

F =0t/ Spe= (SSot / diior) / (SSe/ dise) (10)

gde jeSS%s suma kvadrata neslaganja matetikaty modela i eksperimentalno dobijenih
podataka,SSe suma kvadrateciste eksperimentalne neizvesnosti, dofes i dfpe
predstavljaju broj stepeni slobode za navedenenpeira. Da bi se odredila zte@nost
varijanse neslaganja matentitig modela i eksperimentalno dobijenih podataia:)(

u odnosu na varijanstiste eksperimentalne neizvesnosﬁjg), dobijenaF vrednost se
uporeiuje sa vrednostima u tabdfi-raspodele, za odgovaréjlbroj stepeni slobode
[78,83,85,98]. U ispitivanom staju, dobijeneF-vrednosti za svaki odgovor sistema
uporeiene su sa tabelarnom vredéwsza broj stepeni slobode 5 i 2, i nivo pouzdanost
95 % Frabelarmo = 19,30). Zakljdeno je da dobijeni model adekvatno opisuje ponaSan;
hromatografskog sistema, te da ne postoji stétistiznaajno odstupanje
eksperimentalno dobijenih rezultata od onih préenih modelom.

Koeficijent determinacijgR?) ukazuje na to koliko dobro matenwii model
opisuje ponasanje sistema. Ukoliko je njegova wetrd, zné da postoji savrSeno
uklapanje eksperimentalnih rezultata sa dobijeniodeiom. Korigovani koeficijent
determinacije R) koriguje procenu pouzdanosti modela na osnovujabro
eksperimenata iz kojih je on izveden, te se zaavegdreivanje koristi broj stepeni
slobode. Dobijene vrednost?? i R’, takale su ukazale na dobro slaganje
eksperimentalnih i vrednosti predenih matematkim modelom.

Rezultati regresione analize za ispitivane odgog@tEma predstavljeni su u tabeli 6.
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Tabela 6.Prikaz rezultata regresione anali2NOVA

Ispitivz_alni odgovor Parametri ANOVA
sistema SSe S F-vrednost R R2a
K’ moksonidin 8,7634 8,7307 0,9963 0,9965 0,9921
K'a 6,2554 6,2199 0,9943 0,9946 0,9877
Kg 29,5449 29,4913 0,9982 0,9981 0,9958
Kc 1,6173 1,6089 0,9948 0,9948 0,9880
K'p 0,7424 0,7338 0,9884 0,9893 0,9756
Reio 11,0626 11,0118 0,9954 0,9879 0,9724
Ra/moksonidin 32,4027 32,2203 0,9944 0,9929 0,9839

Vrednosti koeficijenata koje ukazuju na uticaj @wetetanola u mobilnoj fazi
(bs) imaju negativan predznak, ali i nafue apsolutnu vrednost u shju svih
ispitivanih odgovora sistema, Sto ovaj faktor izdveao najuticajniji na hromatografsko
ponaSanje. Po¢anjem udela metanola smanjuje se rezolucija dznieiticnih parova,
ali i vrednost faktora kapaciteta svih ispitivarklbmponenti usled njihovog brzeg
eluiranja uslovljenog lipofilnim karakterom ispiéidih jedinjenja. Dodatno, kisela pH
vrednost mobilne faze sgigva disocijaciju slabih organskih kiselina, kao $o
moksonidin, i samim tim favorizuje odrzavanje is@hih jedinjenja u molekulskom
obliku, Sto olakSava retenciju na nepolarnoj sta&inoj fazi. Otuda je pri kiseloj pH
vrednosti, retencija ispitivanih komponenti najvise/isna od promene udela metanola.
Sa druge strane, promena pH vrednosti vodene fansmovu izréunatih koeficijenata
(b1) najviSe se odrazava na vrednosti faktora kapaciteok je u sléaju neistoca A, C
i D taj uticaj po intenzitetu neznatno manji odcaja udela metanola u mobilnoj fazi.
Konano, apsolutna vrednost koeficijenata koji se odnogeuticaj temperaturdd)
zn&ajno je manja u stiaju svih ispitivanih odgovora, pa se moze zakljula promena
ovog faktora ima najmaniji uticaj na hromatografpkmasanije.

Kako bi se hromatografsko ponaSanje supstanci Wcfirispitivanih faktora
predstavilo grafiki, faktor sa najmanjim uticajem je odrzavan prn&tantnoj vrednosti
(25 °C), dok su na osnovu vrednosti preostala tepaerimentalna faktora konstruisani
3D dijagrami. Zakrivljenosti povrSina odgovora sisia ukazuju na ndesobne

interakcije dva uticajna faktora, udela metanolmabilnoj fazi i pH vrednosti njene

76



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

vodene faze. Zapaza se da je ovaj uticaj izrazewijivrednosti rezolucije izrda
kriti¢nih parova, dok je na vrednosti faktora kapacif@iblizno isti za sve ispitivane

komponente. Izgled 3D dijagrama povrSina ispitifamilgovora sistema predstavljen je
na slici 20.

=

T T

G
o 7

s s g s

ey 1155’/511

g Aunduw X

Slika 20. 3D dijagrami povrSine odgovora sistema za rezplucizmeiu
hromatografskih pikova gestoce D i n&istoce C (A), ne€istoce A i moksonidina (B) i
faktora kapaciteta moksonidina (C)¢rstoce A (D), neéistoce B (E), néistoce C (F) i
netistoce D (G).

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se z&kijuda su optimalne vrednosti
ispitivanih faktora slede: udeo metanola u mobilnoj fazi 15 %, pH vrednastene

komponente 3,5 i temperatura kolone od 25 °C. Bvedenim uslovima na koloni
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SymmetryshieldC;s (250 mm x 4,6 mm, um) postiZze se najbolje razdvajanje pet
strukturno sknih supstanci, u izokratskim uslovima za manje @l rinuta (za

kompletan pregled hromatografskih uslova videtilpaie 3.5).

4.2 VALIDACIJA RP-HPLC METODE

Validacija predloZzene analike metode za oddevanje moksonidina i ngstoca
A, B, C i D izvrSena je u skladu sa zahtevima ratgmih smernica [45,99,100].
Validacijom je obuhvéeno ispitivanje, linearnosti i opsega, selektivhgsteciznosti,
tacnosti, limita detekcije i kvantifikacije i robusnas

4.2.1 Ispitivanje linearnosti i opsega metode
Ispitivanje linearnosti metode izvrSeno je u deeedka, Sto je obuhvatilo opseg
koncentracija od 5Qg mL* do 150ug mL* za moksonidin i opseg koncentracija od
0,05ug mL* do 0,80ug mL* za neistoce A, B, odnosno od 0,109 mL* do 1,60 za
necistoce C i D. Za svaki koncentracioni nivo analizirar&a javisnost povrSine
hromatografskog pika (apsorbancije) u funkciji kemicacije ispitivane supstance.
Primenom metode najmanjih kvadrata &naate su linearne jedtiae i konstruisane

kalibracione krive, koje su predstavljene na slikai - 25.

4000 -

(=]
@
=3
=1

3000
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 T T T T T T T 1
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koncentracija moksonidina (pg/mL)

Slika 21.Kalibraciona kriva moksonidina
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Slika 25.Kalibraciona kriva n&stoce D

Regresiona analiza je pokazala da je predloZzenadadinearna u ispitivanom

opsegu koncentracija, jer je koeficijent koreladii¢ koji pokazuje stepen linearne

zavisnosti ispitivanih parametara imao zadovoljaéajvrednost za sve supstance.

Izratunavanjem standardne greSke @#ae(S,) ispitana je zn&jnost odséka (), i

dalje ocenjena ponda Studentovog t-testaKako su izréaunate vrednosti za svaku

ispitivanu supstancu imale nizu vrednost od tabelaftapeiamo = 2,26; p = 0,05),

zakljuteno je da odsak nije statistiki znatajno razl€it od nule. Rezultati regresione

analize ispitivanih supstanci prikazani su u taBeli

Tabela 7.Rezultati regresione analize

Izracunata
Ispitivana | Kalibraciona kriva,| Koeficijent Stan_qlar_(_jna Stan_(_jar_(_jna vrednost
_ i devijacija | devijacija C
supstanca y= ax+b korelacije,r nagiba.S, | odseka.S, devijacije za
giba, ' odseak
Moksonidin |  23970x -12,482 0,9986 483,481 50,097 0,249
Necistoca A | 19,061x + 0,340 0,9988 0,358 0,157 2,165
Necistoca B | 20,408x + 0,579 0,9973 0,564 0,265 2,189
Necistoca C | 15,039x + 0,332 0,9996 0,159 0,150 2,214
Necistoca D | 10,725x + 0,196 0,9996 0,108 0,100 1,958
4.2.2 Ispitivanje selektivnosti metode
Selektivnost metode ispitana je updivanjem retencionih vremena

hromatografskih pikova sa hromatograma dobijenifekiovanjem radnog rastvora

80



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

standardnih supstanci (moksonidina ¢isexéa A, B, C i D), rastvora placeba i rastvora
uzorka, pod utwdenim hromatografskim uslovima. Na slici 26 je ptasien

hromatogram rastvora placeba za ispitivanje sele@tti metode.

40
304

20

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
o 2 4 B g 10 12 14 min

Slika 26. Hromatogram rastvora placeba

Kako na dobijenom hromatogramu rastvora placeba ngeno postojanje
hromatografskih pikovaije bi retenciono vreme odgovaralo hromatografsgikovima
moksonidina i n&sto¢a A, B, C i D prisutnih u radnom rastvoru standardsupstanci
ili uzorku, potvideno je odsustvo interferencije i zakigno da je predlozena analka

metoda selektivna.

4.2.3 Ispitivanje preciznosti metode
Preciznost metode procenjena je Kkroz ispitivanjenopbivosti (eng.

repeatability ili intra-assay precision i srednje preciznosti (engintermediate

precisior). Ispitivanje je vrSeno u jednojda kalibracione krive u kojoj koncentracija
ispitivanih supstanci korespondira koncentracion@rou od 100 % radnog rastvora
standardnih supstanci (moksonidina tisca A, B, C i D), a pripremljeno je Sest
takvih rastvora. Srednja preciznost je analizireol@m tri uzastopna dana. Obradom
eksperimentalnih podataka, iZwmate su vrednosti standardne devijacifgD)( i

relativne standardne devijacijeR$D. Rezultati ispitivanja preciznosti metode

predstavljeni su u tabeli 8.
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Tabela 8.Rezultati ispitivanja preciznosti metode

Ispitivana Koncentracija Nadena
supstanca pripremljenog koncentracija | Recovery%) | RSD(%)
rastvora ig mL") | +SD(ug mL")
Moksonidin 100 99,987+0,143 99,99 0,14
g o Necistota A 0,5 0,508+0,004 101,64 0,83
E % Negistota B 0,5 0,496+0,004 99,26 0,78
DS_ E Negistota C 1,0 0,998+0,006 99,85 0,61
Necistota D 1,0 1,005+0,006 100,48 0,57
g Moksonidin 100 100,041+0,295 100,04 0,29
'§ o Negistota A 0,5 0,497+0,006 99,42 1,23
S8 Nesistosa B 0,5 0,5030,007 100,59 1,39
% E Negistota C 1,0 0,990+0,011 99,04 1,07
o Necistota D 1,0 0,997+0,006 99,66 0,60

Kako su dobijene vrednos®SD za moksonidin i n8stoce A, B, C i D bile
manje od 2 %, zaklieno je da predloZzena analiia metoda ima zadovoljavaju

preciznost.

4.2.4 Ispitivanje taénosti metode
Tacnost predlozene analike metode ispitivana je u tri dee koje

korespondiraju koncentracionom nivou od 80 %, 100 220 % radnog standardnog
rastvora moksonidina i znatno Sirem opsegu zd&isteée, koji korespondira
koncentracionom nivou od 20 %, 100 % i 140 % radstagdardnog rastvoradistoca
A, B, C i D. Za svaku koncentraciju je demo po tri odrdivanja. Kako se taost
metode izrazava kromcoveryvrednost, koja predstavlja procenat prinosa didesja
za poznatu, dodatu keihu analita placebo smeSi, dobijeni rezultati naktatistéke
obrade eksperimentalnih podataka (tabela 9) ukatauje predloZena anatikia metoda
pokazala zadovoljavaju tatnost u odrédivanju sadrzaja moksonidina i fistoca A, B,
CiD.
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Tabela 9.Rezultati ispitivanja t&nosti metode

Ispitivana Koncentracija Nadena
supstanca pripremljenog koncentracija Recovery(%) RSD(%)
rastvora ig mL™) +SD(ug mLY)

80,000 79,397+0,008 99,25 0,01
Moksonidin 100,000 100,090+0,056 100,09 0,06
120,000 119,090+0,037 99,24 0,03
0,100 0,102+0,002 102,06 1,63
Negistota A 0,500 0,496 +0,004 99,24 0,83
0,700 0,711+ 0,002 101,60 0,25
0,100 0,097+0,003 97,46 3,22
Necistota B 0,500 0,495+ 0,008 99,09 1,62
0,700 0,716+ 0,011 102,25 1,51
0,200 0,183 +0,004 91,51 2,23
Necistoca C 1,000 0,980+0,001 97,98 0,11
1,400 1,436+ 0,015 102,56 1,02
0,200 0,183 +0,010 91,52 5,42
Necistoca D 1,000 0,974 +0,005 97,35 0,55
1,400 1,366+ 0,014 97,59 1,05

4.2.5 Ispitivanje limita detekcije i limita kvantifikacij e
Limiti detekcije LOD) i kvantifikacije LOQ) za predlozenu anakitu metodu

odreieni su eksperimentalno i procenom odnosa signal/Buipremljeni radni rastvori

za odrdivanje limita detekcije i kvantifikacije injektovansu pod utvdenim

hromatografskim uslovima, a zatim su traate vrednosti odnosa signal/Sum.

Koncentracije moksonidina i tistoca A, B, C i D za koje je odnos signal/Sum bio

najmanje 3:1, odnosno 10:1 predstavljaju vrednlstita detekcije i kvantifikacije

(tabela 10).
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Tabela 10.Rezultati ispitivanja limita detekcije i kvantifikije

Ispitivana supstanca  Limit detekcije ig mL™) Limit kvantifikacije (ug mL™)
Moksonidin 0,02 0,06
Necistoca A 0,03 0,05
Necistoca B 0,01 0,04
Negistoca C 0,03 0,07
Negistoca D 0,03 0,07

4.2.6 Ispitivanje robusnosti metode
Za predloZzenu RP-HPLC metodu u toku njenog razatefanisani su faktori koji
bi mogli imati najvéi uticaj na hromatografsko ponaSanje ispitivanirmgponenti.
Procena navedenih uticaja izvrSena je primenomraenoy kompozicionog dizajna.
Ispitivanje je uklj¢ilo relativno Sirok opseg vrednosti za svaki faktbla osnovu
dobijenih rezultata mozZze se zakijw da je za postizanje &aih, preciznih i
reproduktivnih rezultata primenom predloZzene RP-BRhetode potrebno kontolisati

hromatografske uslove u skladu sa vrednostimavsapih faktora.

4.2.7 Ispitivanje pogodnosti sistema za kvalitativnu i kantitativnu analizu
moksonidina i njegovih neéistoé¢a predlozenom RP-HPLC metodom

Rezultati odrdivanja hromatografskin parametara za procenu paggidn

sistema su prikazani u tabeli 11, dok je reprezemiahromatogram predstavljen na
slici 27.
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Tabela 11. Hromatografski parametri procene pogodnosti siatera RP-HPLC

analizu moksonidina i njegovih &istoca

Ispitivana Preciznost Faktor RezoluciaR | Simetriia pika
supstanca injektovanja | kapacitetak’ 1a, jap
Moksonidin 0,05 % 1,75 Rutmoksonn 0,810
NeCistota A 0,67 % 1,38 302’2 0,873
Negistoca B 0,70 % 3,13 Rm‘gsggdin’B 0,920
Necistota C 0,33 % 0,68 ED?’,% 0,864
Necistoca D 0,10 % 0,49 / 0,894
o] K Moksonidin
. ouv < @

T T T
g g 10 12 14 min

=

Slika 27. Hromatogram radne smesSe standarda moksonidinéstoa A, B, C i D za

ispitivanje pogodnosti sistema

Dobijene vrednosti hromatografskin parametara ukazna dobru separaciju
svih ispitivanih komponenti pod izokratskim uslodnza manje od 10 minuta.
Zadovoljavajéa vrednost simetrije svih hromatografskih pikova2<€6) obezbéuje
njihovu preciznu integraciju, Sto zajedno sa pi#wom preciznadl injektovanja (< 1
%) garantuje pouzdanu kvantifikaciju svih ispititarkomponenti predlozenom RP-
HPLC metodom.
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4.2.8 Odredivanje sadrzajaMoxogamma 0.2 tableta
Odreiivanje sadrzaja moksonidina i njegovih ¢iséoca iz farmaceutskog
doziranog oblika izvrSeno je metodom eksternog dgetedte, preko povrSine pikova.
Najpre su u hromatografski sistem injektovani radastvor smeSe standarda
(koncentracija moksonidina 0,1 mg flnesistoéa C i D 1,0ug mL'i nesistoca A i B
0,5ug mL™), a zatim tri rastvora uzorka, od kojih je svakektovan tri puta. Rezultati

dobijeni kvantitativnom analizom moksonidina i npeth ne&istoa prikazani su u

tabeli 12, dok je hromatogram uzorka predstavljgsiici 28.

Tabela 12. Rezultati odrdivanja sadrZzaja moksonidina i njegovih ¢is¢oca u

farmaceutskom doziranom obliku

Ispitivana K(_)ncent_racija Nadena )
supstanca pripremljenog koncentracija | Recovery%) | RSD(%)
P rastvora fig mL%) |+ SD(ug mLY)
Moksonidin 100 100,823 0,244 100,84 0,24
Necistoca A 0,500* 0,117+0,002 0,12 1,31
Necistoca B 0,500* 0,079+0,001 0,08 1,46
Necistoca C 1,000* 0,288+0,005 0,29 1,56
Necistoca D 1,000* 0,270+0,003 0,27 1,28
Nepoznata 0,500* 0,219+0,003 0,22 1,37
necistoca
* maksimalna dozvoljena kdlna
mal ]
40‘: Moksonidin
- g 0
] "%
ge § 28 2
en o B B
T8 T B g
104 zZZ zZ 2 =
. ufk_m.m.mi.__._q;,-l'nl, 'ml.

o

2

4 5]

Slika 28. Hromatogram rastvora uzorka
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Analizom moksonidina i njegovih fistoéa iz doziranog oblika zapazeno je
prisustvo nepoznate &stoce na hromatogramu uzorkiz=@4,744)¢iji je hromatografski
pik zadovoljavajde razdvojen od riestoce A. Kako specifikacija u roku upotrebghgelf
life) ispitivanog doziranog oblika leka deklariSe i<l bilo kojih nepoznatih restoca
< 0,5 %, na osnovu dobijenih podataka (tabela 12jarae zakljtiti da je sadrzaj
nepoznate n@stoce kao i svih ispitivanih komponenti predlozenom RPLC
metodom u okviru specifikacijskih granica. Timepjetvidena primenjivost predloZzene
RP-HPLC metode za odiiwanje moksonidina i njegovih tistoca iz farmaceutskog

doziranog oblika.
4.3 STUDIJA FORSIRANE DEGRADACIJE MOKSONIDINA

Studija forsirane degradacije moksonidina sprovadgn u cilju definisanja
njegovog degradacionog profila i razvoja odgovamjstability-indicating metode, a
obuhvatila je ispitivanje aktivne farmaceutske sapese, kao i farmaceutskog doziranog
oblika, u rastvoru i wvrstom stanju, u skladu sa ICH smernicama [36,B8prema
uzoraka za studiju forsirane degradacije detaljeijgpisana u poglavlju 3.6.1.

Pored uzorka izloZzenog stres uslovima, dodatnorijesyakom stres uslovu
ispitano joS tri kontrolna uzorka, Sto je oméidm ispravnu interpretaciju nastalih
promena. Svi uzorci su nakon izlaganja stres ageamblazeni mobilnom fazom, tako
da je finalna koncentracija moksonidina za spdavge UHPLC-PDA analize bila 0,1
mg mL* (ratunato na nedegradiranu supstancu), dok je za sgeaj® UHPLC-MS i
UHPLC-MS/MS analize bila desetostruko manja.

Uzorci su analizirani pod uslovima opisanim u pefla 3.6.2. Trajanje
hromatografskogun-a bilo je 2,5 puta duze od retencionog vremenasmioklina, kako
bi se omogtila identifikacija eventualno prisutnih degradacionitoipvoda koji se
zbog duze retencije kasnije eluiraju [57].

Ispitivanje je u slgaju nestabilnosti pri datim stres uslovima zaugiad na
nivou od 5 % - 20 % degradacije moksonidina. U aimoa podvrgnutim stres uslovima
ispitana jecistoca hromatografskog pika moksonidina (epgak purity kako bi se
potvrdilo odsustvo degradacije ili iskfila moguwnost koeluiranja nastalog
degradacionog proizvoda sa hromatografskim pikortiviad supstance. Dodatno,

tokom hromatografske analize stresiranih uzorakéepio je @duvanje ravnoteze mase
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(eng. mass balance Ukoliko je opadanje sadrzaja aktivhe farmaceeitskipstance
praéeno proporcionalnim porastom sadrzaja degradacipriizvoda, tako da njihov
zbir ima vrednost priblizno istu petnoj vrednosti sadrzaja aktivhe supstance (blgu 1

%), koeluiranje je iskljteno.

4.3.1 Hidroliza u neutralnoj sredini i termalna degradacija
Hidroliticka otpornost moksonidina u neutralnoj sredini espét je sa rastvorom

aktivne farmaceutske supstance, na sobnoj tempierdizorak je analiziran nakon 21
dan, i degradacija nije zabelezena. Dodatno, hi#ral neutralnoj sredini ispitana je i
na povisenoj temperaturi (70 °C) pri duzini izlagaod 8 sati. Degradacija tak® nije
zabelezena.

Termalna degradacija sprovedena je na aktivnoj daemtskoj supstanci i
farmaceutskom doziranom obliku,éurstom stanju. Ispitivanje je vrSeno zagrevanjem,
na temperaturi od 70 °C, u nekoliko vremenskitaka, tokom 8 sati. U navedenom
periodu nije doSlo do zkajne degradacije aktivne supstance u ispitivanioraima
(tabela 13), Sto je pot#eno prethodno navedenim ispitivanjeistoce pika i balansa

mase.

4.3.2 Hidroliza u kiseloj sredini
Ispitivanje stabilnosti moksonidina u uslovima loitze u kiseloj sredini vrSeno

je sa aktivnom farmaceutskom supstancom u rastymiu¢emu je kao stres agens
kori&ena hlorovodorna kiselina (0,05 mol t, 0,1 mol L* i 0,5 mol L'"). Degradacija
nije postignuta sa nizim koncentracijama stres sgara sobnoj temperaturi za 8 sati,
zbogcéega su dalja ispitivanja vrSena sa&am koncentracijom hlorovodatne kiseline
(0,5 mol L'Y) u znatno kréim vremenskim razmacima, od 15, 30, 45 i 80 minuta.
Degradacija od 5 % postignuta je za 80 minuta, &maatogramu uzorka se pored
pika moksonidina zapazaju joS tri manja pika (sIZ2). Upordivanjem relativhog
retencionog vremena nastalih pikova sa onim na atognamu standardnog rastvora
necistoca, zapaza se da navedena retenciona vremena odgowuaistocama A i D,
kao i da se na retencionom vremenu od 2,983 mikaje, ne odgovara nijednoj od
poznatih neistota moksonidina pojavljuie mali hromatografski pik. ok& se

pretpostaviti da je u pitanju novo nageai degradacioni proizvod koji je zbog veoma
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niskog sadrzaja (priblizno 0,25 %) ispod nivoa apog limita za studije forsirane
degradacije. Dominantni degradacioni proizvod elkissredini je n&stoca A.

mAU 10

Moksonidin

Netistoca A 3.130

Nepoznati deg. proizved 2,983

NetistoéaD 1.335

s L] L] 10
Vreme (min)

Slika 29. Hromatogram rastvora moksonidina nakon degrad&egeolizom u kiseloj
sredini (0,5 mol [* HCI, tokom 80 minuta, na sobnoj temperaturi)

4.3.3 Hidroliza u baznoj sredini

Ispitivanje stabilnosti moksonidina u uslovima loitze u baznoj sredini vrSeno
je sa aktivnom farmaceutskom supstancom u rastymiu¢emu je kao stres agens
kori&ten natrijum hidroksid (1,0 mol't; 1,5 mol L* i 2 mol LY). Kako degradacija nije
postignuta sa navedenim koncentracijama stres agemsobnoj temperaturi za 8 sati,
dalja ispitivanja vrSena su na povisenoj temperd@@ °C), pri koncentraciji natrijum
hidroksida od 2 mol . Degradacija aktivne supstance od 15 % postigjeutza 15
minuta, a na hromatogramu uzorka se pored pika omittima zapazaju jo&etiri pika
(slika 30.). Uporédivanjem relativnog retencionog vremena nastalilopéksa onim na
hromatogramu standardnog rastvor&isteca, zapaza se da navedena retenciona
vremena odgovaraju poznatim ¢itocama A, B, C i D, pricemu je dominantni

degradacioni proizvod u baznoj sredinéiséoca D.

89



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

Negistoéa D 1.293

Moksonidin

Netistoéa C 2.208
NetistocaB 9.080

Netistoca A 3.127

0 ___Nk/x.r L

2 3 4 5 ] ? & ]

1 12
Vreme (min)

Slika 30. Hromatogram rastvora moksonidina nakon degrad&egeolizom u baznoj

sredini (2 mol [ NaOH, tokom 15 minuta, na temperaturi od 70 °C)

4.3.4 Oksidativna degradacija
Stabilnost moksonidina u uslovima oksidativhog sraspitana je sa aktivnom
farmaceutskom supstancom u rastvoru, na sobnojaeyi, pricemu je kao stres
agens kori&n vodonik-peroksid (kD2). Ispitivanje je najpre vrSeno sa 3 ¥\ H20z,
pri cemu je moksonidin i nakon 8 sati pokazao stabili@stve€anje koncentracije stres

agensa kD, na 10 % V/v), nakon 5 sati nije dovelo do zf@gne degradacije aktivne
supstance (priblizno 1 %).

4.3.5 Fotodegradacija

Fotodegradabilnost moksonidina ispitivana je naivakij farmaceutskoj
supstanci i farmaceutskom doziranom oblikwvestom stanju i u rastvoru. Uzorci su
izlagani uticaju direktne sdmeve svetlosti, dok su kontrolni uzorci drzani u kua
PosSto nakon 48 sati nije zabeleZena degradaciggaaje uzoraka produzeno je joS 5
dana. Analizom dobijenih uzoraka nije zabelezer&ana degradacija moksonidina
(tabela 13).

Na osnovu navedenog, moze se zaHijwa su aktivha farmaceutska supstanca
moksonidin kao i farmaceutski dozirani oblik pokazasabilnost u studijama forsirane

degradacije prilikom izlaganja termalnoj degradadijdrolizi u neutralnoj sredini,
oksidativnoj degradaciji i fotolizi.
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Moksonidin je mdutim pokazao nestabilnost u studiji forsirane ddgcge
prilikom izlaganja hidrolizi u kiseloj i baznoj stmi. Do degradacije u kiseloj sredini
doSlo je na sobnoj temperaturi, a u baznoj srethkion zagrevanja (70 °C). Analizom
dobijenih hromatograma ustanovljeno je da pod newea stres uslovima
degradacijom molekula moksonidina nastaju poznatestace. Ovo je zakljgeno na
osnovu upordivanja relativnog retencionog vremena sporednihoyek koji su
primeteni na hromatogramima moksonidina izlozenog delpvastres agenasa, sa
retencionim vremenima pikova na hromatogramu sragelardnih supstancidistoca
A, B, C i D. Rezultati studije forsirane degradacipoksonidina predstavljeni su u tabeli
13.

Tabela 13 Pregled rezultata dobijenih studijom forsirangrdeacije moksonidina

. . . Sadrzaj aktivne -
Uslovi ispitivanja stabilnosti Zapazanje
farmaceutske supstang
Hidroliza u kiseloj sredini 95 0 % Dominantni degradacioni
(0,5 M HCI, 80 minuta) i proizvod neistoca A
Hidroliza u baznoj sredini 85.0 % Dominantni degradacioni
(2 M NaOH, 70 °C, 15 minuta) ' proizvod neistoca D
Hidroliza u neutralnoj sredini 0 .
(21dan) 100,0 % Bez degradacije
Oksidativna degradacija 0 . .
(10 % HO, (i), 5 sati) 99,0 % Bez zn&jne degradacije
Fot'odegradacua sa uzorkom 99,5 % Bez zn#&jne degradacije
aktivne supstance (7 dana)
Fotodegradacija sa uzorkom 0 . .
tableta (7 dana) 99,1 % Bez zn&jne degradacije
Termalna degradacija sa uzorkom 0 : .
aktivne supstance (70 °C, 8 sati 98,5 % Bez znzmjne degradacije
Termalna degradacija sa uzorkom 0 . .
tableta (70 °C, 8 sati) 98,3 % Bez zn&jne degradacije

Odsustvo koeluiranja u svim stres uslovima pigwo je proveronpeak purity
faktora cija se vrednost kretala u intervalu 990-1000, kapreko balansa mase.
Struktura degradacionih proizvoda je dodatno getva sprovdenjem UHPLC-MS
analize, dok je fragmentacija moksonidina i njegowlegradacionih proizvoda

sprovedena primenom UHPLC-MS/MS analize.
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4.3.6 Primena masene spektrometrije u identifikaciji nasalih degradacionih
proizvoda

UHPLC-MS analiza standardnih rastvora moksonidm@govih neistoca A, B,

C i D, kao i uzoraka nakon hidrolike degradacije u kiseloj i baznoj sredini,
sprovedena je nakon neznatnog modifikovanja eksmatialnih uslova u odnosu na
UHPLC-PDA analizu (videti poglavlje 3.6.2).

U strukturi moksonidina i ngstoca A, B, C i D nalazi se imidazolinski prsten
kao primarno mesto protonovanja (videti poglavlj¢.3), te je kao tehnika jonizacije
izabrana elektrosprej jonizacija u pozitivnom modilektrosprej jonizacijom se od
neutralnog molekula dobijaju joni, a zavisno odn@njene energije jonizacije, deSava
se i fragmentacija molekula. Interpretacijom malsesgiektara u smislu tudenja veze
prekursor-produkt jon, dobijaju se informacije otgwijalnim delovima strukture.
Primenom viSe masenih spektrometara u serijamgadebisprega, pa se tufeajem
naina formiranja jonskih fragmenata nastalih iz viSekvencijalnih reakcija iz
pocetnog ,maténog” molekula/jona, moZze dobiti joS potpunija infacija o strukturi.

Nastanak n&stoca poznate strukture dodatno je pdeun na osnovu snimljenih
masenih spektara dobijenih degradacionih proizvadaslovima stresa i masenih
spektara poznatih sintetskih dgmtoca, dok je u masenom spektru nepoznatog
degradacionog proizvoda zabelezen molekulski jom&aodnosom od 272 (slika 36).
Molekulski joni moksonidina i néstoca A, B, C i D imali su redom sleée vrednosti
m/zodnosa 242, 246, 238, 224, 228 (slike 31-35).

24200
150000

145000
140000
135000
130000

Intensity

T e
24190 24192 24194 24196 24198 242.00 24202

RLR) LAEa Lant st L s s LA L s
24204 24206 24208

miz
Slika 31. ESI maseni spektar moksonidina
246.00
7000
z
g 8500
2890 | 2602 24504 | 24598 | 24808 24600 24602 24604 24608 24808

Slika 32. ESI maseni spektar &istoce A
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238.00
5200
= 6000
3 5300
=
5600
54004
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237.90 237.92 237.94 237.96 237.938 238.00 235.02 238.04 238.06 23808
miz
Slika 33. ESI maseni spektar &istoce B
22410
24000
=
£ 23000
5
22000
2240990 224.0992 2240994 224.0996 2240998 2241000 2241002 2241004 2241006 2241008
miz
Slika 34.ESI maseni spektar &éistoce C
160 228.00
=
§ 340
15
320
227.90 22792 227.94 227.96 227.98 228.00 228.02 228.04 228.06 228.08
miz
Slika 35. ESI maseni spektar &istoce D
272.00
16000
=
2
£ 15000
271.90 271.92 271.94 271.96 271.98 272.00 272.02 27204 272.06 27208 27210

miz

Slika 36.ESI maseni spektar nepoznatog degradacionog jodeézyv

4.3.6.1Fragmentacija moksonidina i njegovih degradaciongroizvoda
Primenom MS/MS analize, nakon cepanja polaznih kutde u masenom

spektrometru doslo je do formiranja karaktetisth fragmentnih jona na osnovu kojih
je predlozen put fragmentacije moksonidina i njegalegradacionih proizvoda (slika
37).

U slwaju moksonidina, fragmentacijom pri razim kolizionim energijama
formirani su fragmentni joni sa signalima u masengpektru kojima odgovaren/z
odnos od 198,96 (9 V), 206,03 (5 V), 136,02 (18 ¥49,03 (10 V).

Protonovani molekulski jon destoce A je dao karakterigine fragmente sm/z

odnosom od 208,00 (18 V), 202,99 (21 V), 148,97 \(22173,94 (19 V) i 209,83 (20
V).
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U masenom spektru tistoce B zabelezeno je formiranje fragmentnih jona sa
m/zodnosom 195,00 (9 V), 179,99 (14 V) i 150,99 (32 V

Maseni spektar restoce C pokazao je karakterigtie fragmente san/z
odnosom od 150,98 (7 V), 180,98 (9 V), 124,01 (33 165,99 (13 V).

Protonovani molekulski jon kestoce D zabelezen je sa fragmentnim jonima
koji su imalim/zodnos od 141,06 (13 V), 191,99 (6 V) i 195,77 {8 V

Maseni spektar pika nepoznatecdiseoce, sa retencionim vremenom 2,98
minuta, sa hromatograma uzorka izloZzenog hidralizkiseloj sredini pokazao je
protonovani molekulski jon (MH+) sen/z 272, dok su fragmentacijom pri raztim
kolizionim energijama formirani fragmentni joni sdzodnosom 218,31 (15 V), 253,85
(1V), 189,17 (11 V), 147,77 (25 V), 196,73 (8 VR22,95 (7 V) Kako se dobijeni
fragmentni joni razlikuju od fragmentnih jona mokstina, strukturne karakteristike
nepoznatog degradacionog proizvoda nisudetve.

Daljom fragmentacijom, putem (MSanalize moglo bi se dodo saznanja o
njegovoj strukturi, odnosno o postojanju potenngaistovetnosti dobijenih fragmentnih
jona sa fragmentima moksonidina. Pored toga, pranmerklearne magnetne rezonantne
spektroskopije moze obezbediti detaljnu struktuanalizu. M@utim, kako je navedeni
nepoznati degradacioni proizvod u uslovima for@radegradacije hidrolizom u kiseloj
sredini formiran u koliini koja je ispod propisanog limita za studije foase
degradacije, navedena ispitivanja u cilju struktuigdentifikacije bée svrsishodna samo

ukoliko se isti bude javljao i kroz ubrzane i dugiire studije stabilnosti moksonidina.
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Slika 37.PredlozZeni put fragmentacije moksonidina i njegaw&istoca

Obim i put fragmentacije molekula moksonidina iggeih neistoca, kao i
vrednosti kolizione energije zavise od broja i @rptisutnih supstituenata, ali i od broja
dvostrukih veza i rezonantne stabilizacije nastisidlgmentnih jona.

U slwaju molekula moksonidina i tistoca A i D, zapaZaju se fragmentni joni
nastali kao rezultat odvajanja atoma hlorangaodnosom 206,03, 209,831 191,99, tim
redosledom. Odvajanjem drugog atoma hlora u masesp@ktru néistoce A nastaje
fragmentni jon san/zodnosom od 173,94. Sa druge strane, za jedinjengdoseduju
metoksi grupu zapazen je jedinstven put fragmeetadito potvduje i identtna
vrednost kolizione energije (9 V) pri kojoj doladm formiranja fragmentnih jona, usled
cepanja najpre metil radikala iz metoksi supstitaga zatim i odvajanja CO grupene
dolazi do naruSavanja strukture pirimidinskog prate formiranja pettlanog prstena
(imidazolska struktura). Na taj ¢&ia nastaju fragmentni joni sa razlikom 43 u odnoau
osnovni molekulski jon moksonidina i distoca B i C, koji su u masenom spektru
zabelezeni san/z odnosom od 198,96, 195,00 i 180,98, tim redosled®alja
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fragmentacija istim putem¢e u sld¢aju neistoce B dovesti do formiranja
intermedijernog fragmenta $a/zodnosom od 179,99 (cepanje metil radikala sa druge
metoksi grupe), a odvajanjem CO grupe do formirainggmentnog jona san/z
odnosom od 150,99 i cepanja imidazolske strukti@o su u masenom spektru
moksonidina, kao i restoce C zabelezeni fragmentni joni sa vrlo bliskimz odnosom
(149,03 i 150,98), moze se pretpostaviti da se galj fragmentacije ovih jedinjenja
odvija cepanjem pe#tanog imidazolovog prstena i odvajanjem CHCI ratiikaslaju

moksonidina, odnosno CHOH u &aju neiistoce C.

4.3.7 Predlozeni put degradacije za moksonidin
Pozicije 2-, 4- i 6- pirimidinskog prstena su defime elektronima usled

delokalizacije elektrona ka elektronegativnim atm@iazota u samom pirimidinskom
prstenu, zbogega se ovoj strukturi ne pripisuje tiph aromatini karakter. Navedena
delokalizacija elektron&e uticati na reaktivhost supstituenata na ovim @@ana
pirimidinskog prstena. Primera radi, atom halogaaaovim pozicijama lako podleze
nukleofilnoj supstituciji, pa&e u sl¢aju kisele ili bazne hidrolize nukleofilnim napadom
biti supstituisan hidroksilnom grupom. Wgim, ovaj proces moze biti donekle otezan
u prisustvu supstituenata obdgaih elektronima (hidroksilna grupa, amino grupa).
Hidroliza se generalno lakSe odvija na pozicijamal2i 6- pirimidinskog prstena, nego
na poziciji C-5 [101]. Naveden&njenice idu u prilog rezultatima sprovedene stidij
forsirane degradacije, kojima je dokazana nestasilnmoksonidina u uslovima
hidrolize u kiseloj i baznoj sredini.

PredloZeni put degradacije moksonidina predstay§ara slici 38. Isprekidanim
strelicama predstavljen je put degradacije kopreneten u zn&ajno manjem obimu, a

za koji se moze&kivati da bude intenzivniji u staju j&ih stres uslova.
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Slika 38.PredlozZeni put degradacije moksonidina

Nastajanje néstoce A kao degradacionog proizvoda u kiseloj sredavgzano
je sa reakcijom nukleofilne supstitucije na poloZ@}6 pirimidinskog prstena pe&emu
dolazi do zamene metoksi grupe atomom hlora, dokgrgdenje neistoce D, kao
dominantnog degradacionog proizvoda u baznoj sr¢alkaie povezano sa reakcijom
nukleofilne supstitucije u prisustvu hidroksilneuge i intramolekulskim premesStanjem
atoma hlora na polozaj C-6.

Na osnovu sprovedenih studija forsirane degradacigeno je da se
zagrevanjem intenzivira hidroliza u baznoj sredif@ékaie, ne&istoca A hidrolizom
kako u kiseloj, tako i u baznoj sredini moze nagratkcistocu D. U baznoj sredini
belezi se i porast distoce B jer osolobdena metoksi grupa kao nuleofil moze da
napada intermedijerne forme molekula moksonidinar.(kkada se hlor oslobia sa
pozicije C-4) Sto rezultira neznatnim porastomcistece B. Na hromatogramu
dobijenom analizom uzorka nakon hidrolize u bazredini takde se mogu zapaziti
minorni pikovi ne&istoca C i A koji mogu voditi poreklo ne samo od molekul
moksonidina, vé& i od reakcija nukleofilne supstitucije na nivou graienog
degradacionog proizvoda, distoce D. Takde, nastajanje kestoce C u baznoj sredini
moze biti favorizovano supstitucijom metoksi grupdroksilnom na nivou nagdane

netistoce B.
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4.4 RAZVOJ | OPTIMIZACIJA STABILITY-INDICATING UHPLC METODE
ZA MOKSONIDIN

4.4.1 Preliminarna ispitivanja
Nakon razvoja i validacije HPLC metode, dalja issihja moksonidina bila su

fokusirana na sprodenje studije forsirane degradacije moksonidina, okddt se
definisao njegov degradacioni profil. Za razebgbility-indicatingmetode izabrana je
UHPLC tehnika, koja danas predstavlja hromatografshniku izbora naito u
ispitivanju uzoraka dobijenih nakon studija foreea degradacije, zbog visoke
osetljivosti i zné&ajno unapréenih performansi u odnosu na HPLC tehniku (videti
poglavlje 1.4.2). Posto je za najpouzdanije dedinjs konanog degradacionog profila,
koje ukljuiuje i identifikaciju potencijalno dobijenih nepozila degradacionih
proizvoda neophodno ukljiti masenu spektormetriju (UHPLC-MS i UHPLC-
MS/MS), transfer HPLC metode u UHPLC metodu jeibldju¢en, zbog neophodnosti
promene pufera mobilne faze.

Preliminarna ispitivanja uslova za razvoj UHPLCrtiéde, izbor kolone i faktora
koji mogu uticati na hromatografsko ponaSanje molkdina, zasnivao se na &e
utvrdenim saznanjima tokom razvoja HPLC metode. Kakanjgksonidin pokazao
najbolje retencione osobine nagGtacionarnoj fazi, ispitivanja su zagba korigenjem
kolone Hypersil Gold,Cig (50 mm x 2,1 mm, 1,am). U pitanju je stacionarna faza
koju ¢ini visoko preiscena silika kod koje su slobodne silanolne grupei&ase (eng.
endcappell uvaienjem alkil grupa, i dodatno tehnoloSki unal@me postupkom
derivatizacije¢ime je njihova reaktivnost umanjena. Preliminaksperimenti vrSeni su
pri protoku mobilne faze od 300 pL rin injekcionom zapreminom od 8L, dok je
talasna duzina ostala nepromenjena (255 nm).\lspie je zapéeto pri istim uslovima
temperature kolone i pH vrednosti mobilne faze kahutaju HPLC metode, dok je kao
modifikator mobilne faze umesto fosfatnog izabracetatni pufer zbog njegove
isparljivosti i kompatibilnosti sa MS detektorom6]4 Metanol je na osnovu ¥e
opisanih prednosti (videti poglavlje 4.1.1) i njeggpogodnosti za MS analizu zadrzan
kao organska komponenta mobilne faze. Zapazena je ikdosled eluiranja ispitivanih
komponenti ostao nepromenjen i na UHPLC kolatime je dodatno potdena
konzistentnost hromatografskog ponasSanja moksamidinjegovih ne&istoca. Tokom

ispitivanja je utvéeno da i pored promena udela metanola u mobilzoj(fal pa&etnih
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5 %) i pH vrednosti pufera, rezolucija izduwe ispitivanih komponenti nije dala
zadovoljavajde rezultate, dok je sa porastom udela metanolaanjeednost dodatno
opadala. Poznato je da porast temperature koloramjaja viskozitet mobilne faze,
omoguavajwi njen brzi protok, bez negativnog uticaja na viestrpritiska u UHPLC
koloni. lako je povéanje temperature dovelo do zeljenog ékmga retencionog
vremena ispitivanih komponenti, njihovo razdvajam@ baznoj liniji nije bilo
unapréeno. Kako je smanjenje udela metanola u mobilnzjBdo neophodno u cilju
zn&ajnijeg poboljSanja hromatografskih parametara, kaoblem se nametnula
ograntena stabilnost korigne stacionarne faze u datim uslovima. Zbog nagjean
daljem toku ispitivanja uvedena nova hromatografe&kona Hypersil Gold aq,Cis
(100 mm x 2,1 mm, 1,8m), kod koje su posebnim tehnoloskim postupkom awed
polarne funkcionalne grup&me je njena otpornost pot&na u uslovima potpuno
vodenih mobilnih faza, uzéavanu efikasnost i stabilnost. Zato je u nastasgkitivanja
metanol isklj¢en iz mobilne faze. Na novoj koloni je postignutadavoljavajida
rezolucija izmdu ispitivanih komponenticemu je dodatno doprinelo i paianje
duzine kolone. U cilju smanjenja retencionog vremeispitivanih komponenti
istovremeno je pov@vana temperatura kolone i protok mobilne fazenBtuzje da u
UHPLC sistemu porast protoka ne ugrozava postignezoluciju i efikasnost (videti
poglavlje 1.4.1.2), te je i u ovom ghju zadovoljavajée skrgenje vremena analize
postignuto uz &uvanje navedenih parametara. Na tajimau definisani preliminarni
UHPLC uslovi koji su primenjeni za analizu uzora#tabijenih u studiji forsirane
degradacije. Mobilnu fazdinio je rastvor amonijum-acetata (10 mmof)LpH 3,5,
temperatura kolone iznosila je B3&, protok 450uL min™, dok su talasna duZina i

injekciona zapremina ostali nepromenjeni.

4.4.2 Primena frakcionog faktorskog dizajna uscreeningfazi
Tokom preliminarnih ispitivanja u razvoju UHPLC rode ustanovljeno je da su

faktori koji uticu na hromatografsko ponasanje ispitivanih kompongeneralno isti
kao i u sldaju razvoja HPLC metode. Zato je u tokareeningfaze odld¢eno da se
uticaj tih faktora i statistki proceni, izva@enjem ograrienog broja eksperimenata,
prema planu %! frakcionog faktorskog dizajna, a u cilju iznalazemajpogodnije
eksperimentalne oblasti u kojofe hromatografski parametri biti maksimalno

unapréeni. U odnosu na preliminarna ispitivanja, a u avrdukcije vrednosti onih
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faktora koji mogu ugroziti vek trajanja UHPLC komrfslaba regenerabilnosgstica
stacionarne faze ispod 2 um), alno je da se uticaj promene temperature i
koncentracije pufera prati kroz opadajopseg vrednosti. Ispitivani faktori i njihovi
novoi predstavljeni su u tabeli 14, dok je planpekénenata za*? frakcioni faktorski

dizajn prikazan u tabeli 15.

Tabela 14.Nivoi ispitivanih faktora

. ) Nivoi ispitivanih faktora
Ispitivani faktori
nizi (-1) sredniji (0) visi (+1)

Udeo metanola (%x;) 0 3 6
pH vodene fazexf) 2,5 3,0 3,5
Temperatura (°Cxz) 25 40 55
Koncentracija CHCOONH:

o . 1 0 5 10
u mobilnoj fazi (mmol L, xy)

Tabela 15.Plan eksperimenata z& drakcioni faktorski dizajn

Broj Nivoi ispitivanih faktora
eksperimenta Xg X Xa X
1. 0 0 0
2. 0 0
3. +1 +1 +1 +1
4. 0 0 0 0
5. -1 -1 -1 -1
6. +1 -1 -1 +1
7. +1 -1 +1 -1
8. 0 0 0 0
9. -1 +1 +1 -1
10 -1 -1 +1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12. +1 +1 -1 -1

Tokom screeningfaze izvedeno je 8 eksperimenata ¢gdiri ponavljanja u
centralnoj taki, kako bi se izréunala standardna greSka. Eksperimenti sudemb

randomizirano, a kao odgovor sistema ¢prea je vrednost faktora kapaciteta
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moksonidina i n&stoca A, B, C i D. Kako je nakon hidrolize moksonidingkiseloj
sredini zabelezena pojava nepoznatog degradacjuodyodaciji je sadrzaj bio ispod
propisanog limita za studije forsirane degradadijggovo dalje pr&nje nije bilo
neophodno. Méutim, da bi se dodatno stekao uvid u hromatografpkoasSanje
nepoznatog degradacionog proizvoda pri promeniiciil hromatografskih faktora,
odluiceno je da se tokom procesa optimizacije metodd pradvedeni degradacioni
proizvod.

Dobijene vrednosti faktora kapaciteta ispitivane komponentescreeningfazi

predstavljene su u tabeli 16.

Tabela 16.Plan eksperimenata zgreeningdizajn sa vrednostima faktora kapaciteta

ispitivanih supstanci

Broj Faktor kapaciteta’
eksperimenta
K’ moksonidin K'a K's K'c K'p K'n.d.p.

1. 7,19 4,00 14,00 2,55 1,19 5,01

2. 7,19 4,09 14,41 2,74 1,20 5,11

3. 4,40 2,74 9,04 1,67 0,75 3,24

4. 7,20 4,29 14,56 2,82 1,32 5,33

5. 12,85 6,60 24,53 4,74 1,98 8,96

6. 2,48 2,18 6,00 1,37 0,82 1,64

7. 4,59 0,57 9,05 1,72 0,82 3,46

8. 7,22 4,05 14,40 2,75 1,22 5,34

9. 19,71 15,20 29,15 12,25 5,26 17,31
10. 2,55 1,47 4,86 0,92 0,42 1,83

11. 15,82 8,49 32,10 6,19 2,44 10,93
12. 19,85 12,70 29,45 8,78 4,49 15,61

Statisttkom obradom dobijenih podataka, primenom viSestrdikearne
regresione analize izfanati su koeficijenti matemakih modela za sve dobijene
vrednosti faktora kapaciteta ispitivanih supstariRadi boljeg uklapanja dobijenih
eksperimentalnih rezultata u matertieéd modele, za pojedine odgovore sistema je

izvrSena transformacija, i to powo matematike funkcije kvadratni koren za
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moksonidin §k) i prirodnog logaritma za ®istoce C, D i nepoznati degradacioni
proizvod (n(k)). Znaajnost dobijenih koeficijenata, a time i odgovaédjuispitivanih
faktora procenjena je Studentovim t-testom Statisttki znaajan uticaj na
hromatografsko ponaSanje, geajem faktora kapaciteta, imali su oni koeficijenti
odnosno faktori za koje je iznanatat-vrednost véa od tabelarne tj. krithet-vrednosti
(twitieno = 2,45, dok je za odgovdr(negistoca A) twitieno = 2,57). Vizuelna interpretacija

rezultata putem Pareto dijagrama data je na Sici 3

o a) ] i | b)

I U U U N - = W d U

- ) = d)
A e e AUUTUN .

¢ TR e) ' f)

= ﬂ I] | 1 gl

Slika 39. Pareto dijagrami izeaunatiht-vrednosti za koeficijente matemsih modela
ispitivanog odgovora (faktor kapaciteta ispitivasipstanci), gde jA — udeo metanola
u mobilnoj fazi (%);B — pH vrednost vodene fazeC;— temperatura kolone (°C) —

koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj fazi (mM)

Na predstavljenim Pareto dijagramima jasno se zpazsvaietiri ispitivana

faktora, osim u skaju neistoce D, imaju statistki znaajan uticaj na ispitivani
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hromatografski parametar, Sto ukazuje na dobrukei@le uticajnin faktora pre
zap@injanja screeningdizajna. Najuticajniji méu faktorima i jedini sa pozitivnim
smerom dejstva je pH vrednost vodene komponentalmeofaze, Sto zra da se sa
poveanjem vrednosti ovog faktora i @eni odgovor sistema pot@va. Ostala tri
faktora imaju negativan uticaj, pa se sa gewgem njihove vrednosti ¢ekuje
smanjenje odgovora sistema. Udeo metanola u mgbi&a pokazuje nesSto slabiji
uticaj, a u sldaju neistoce D on nije statistki znatajan. Faktor temperature kolone je
po svom intenzitetu slan faktoru udela metanola, dok se jedino kod negtozn
degradacionog proizvoda zapaza st&lstizn&ajnost interakcije ova dva faktora na
ispitivani odgovor. Zanimljivo je zapaziti da jeiadj koncentracije pufera po svom
intenzitetu na drugom mestu za sve ispitivane odgovMeiutim, imajwti u vidu
izraZzen uticaj ovog faktora na trajanje hromatagiefanalize (vrednosti na nizem i
srednjem ispitivanom nivou) kao i na izgled hrongatdskog pika moksonidina (pojava
izrazenogtailing-a u odsustvu pufera, tj. pri nizem ispitivanomauy, odl&eno je da
se analiza uticaja preostalih faktora u okviru macionog dizajna vrsi pri konstantnoj
vrednosti koncentracije pufera od 10 mmot. lOva koncentracija pufera odgovara

gornjem nivou ispitivanog faktora u okvisgreeningaze.

4.4.3 Primena Box Brenhkendizajna u optimizacionoj fazi
Faktori koji su u tokuscreeningfaze pokazali statistki znafajan uticaj na

odgovor sistema, detaljnije su ispitani primenohB8x-Brehnkemlizajna, kako bi se u
viSekomponentnom sistemu strukturno veomanaii jedinjenja predvideli optimalni
uslovi za hromatografsku analizu. Ispitivani faktonjihovi nivoi predstavljeni su u

tabeli 17, dok je plan eksperimenata 2®8x-Brehnkemlizajn prikazan u tabeli 18.

Tabela 17.Nivoi ispitivanih faktora

e . Nivoi ispitivanih faktora
Ispitivani faktori
nizi (-1) srednji (0) visi (+1)
Udeo metanola (%x;) 0 3 6
pH vodene fazexf) 2,5 3,0 3,5
Temperatura (°Cxg) 35 45 55
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Tabela 18.Plan eksperimenata Box-Brehnkerizajn

Sl el Nivoi ispitivanih faktora

X1 X2 x3
1. +1 0 -1
2. +1 0 +1
3. -1 +1
4, +1 +1
5. -1 +1 0
6. 0 +1 -1
7. 0
8. 0
9. 0 0 0
10 +1 +1 0
11 +1 -1 0
12 -1 0 +1
13 -1 0 -1
14 0 -1 -1
15 -1 -1
16. 0 0

lzuzimajli uticaj koncentracije pufera zbog dvenavedenog obrazlozenja,
odluiceno je da se usled poflenog statistiki znatajnog uticaja faktora; i x; na
ispitivanim nivoima tokomscreeningfaze, vrednost istih u optimizacionoj fazi ne
menja. Mdutim, kako je tokomscreeningfaze zapaZzeno da temperatura od 25 °C
zn&ajno prolongira trajanje analize, odéno je da se tokom optimizacije metode
eksperimentalni opseg za faktarsuzi zal0 °C, tako da je nizi nivo ispitivanog faktora
iznosio 35 °C.

Eksperimenatlni prostor u slaju 3 Box-Brehnkendizajna ima formu kocke
(slika 40) pricemu su eksperimentalnecka locirane na ivicama kocke i u njenom
centru, Sto iskljtuje izvaienje eksperimenata pri ekstremnim vrednostima nivoa
faktora, specifinim za uglove kocke. U okviru®*3Box-Brehnkertdizajna je izvedeno

ukupno 16 eksperimenata ukdjyu¢i i ponavljanja u centralnoj &&i.

104



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

X2 '
@
’
1
@®
& | &
== e
o
- &
X3

Slika 40.Graficki prikaz eksperimentalnog prostora®zBox-Brehnkemlizajn

Eksperimenti su izuteni randomizirano, a kao odgovor sistemacéena je
vrednost rezolucije iznd@ hromatografskih pikova ispitivanih komponentiad@na je
rezolucija izmedu sledéih parova: néistoca C/D Rcp), n&istoca C/A Re/a), NEistoca
A/moksonidin  Ra/moksonidid, Moksonidin/néistoca B Rmoksoniding | NECistoca A/
nepoznati degradacioni proizvoBaf.q4p). Dobijene vrednosti navedenog parametra za

ispitivane parove predstavljene su u tabeli 19.
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Tabela 19.Plan eksperimenata z& Box-Brehnkerdizajn sa vrednostima rezolucije

izmedu ispitivanih supstanci

Broj Rezolucija R
sksperiment Rep Reia Ra/moksonidin Rmoksonidin/a Ra/n.d.p
1. 3,03 1,61 1,32 5,03 0
2. 2,19 1,68 0,94 4,00 0
3. 0,76 1,00 0,64 2,12 0
4. 2,48 2,23 1,67 4,08 0,76
5. 4,16 2,33 1,41 4,22 0,53
6. 4,32 2,27 1,42 4,15 0
7. 1,33 1,33 1,21 4,12 0
8. 2,43 1,78 1,32 4,39 0
9. 2,00 1,50 1,27 4,20 0
10. 4,31 2,23 1,67 4,08 0
11. 0,78 0,98 0,68 2,38 0
12. 1,19 1,19 1,29 4,61 1,10
13. 1,77 2,22 1,12 4,08 0
14. 0,87 1,06 0,74 2,19 0
15. 0,94 0,97 0,67 2,29 0
16. 1,90 1,45 1,24 4,17 0

Prilikom statisttke obrade rezultata primenom odgovaéem softvera (videti
poglavlje 3.1.6), prepoteno je da se u siaju parova néstoca C/D i neéistoca
A/nepoznati degradacioni proizvod, ne posmatrakthe zavisnost rezolucije od
razlicitih vrednosti ispitivanih faktora weda se na posmatrani odgovor sistema primeni
matematika transformacija, prirodni logaritam, tako da @g&isno promenljiva zapravo
In(Reyp) 1 IN(Ram.ap)-

Na osnovu eksperimentalnih podataka, u zavisnastispitivanog odgovora
sistema, dobijeni su linearni, interakcioni i kvaihi matematiki modeli, koji su
predstavljeni polinomima prvog odnosno drugog rea&ojima se opisuje zavisnost
izmedu ispitivanih faktoraxi, X, X3) i posmatranih odgovora sisteny. (

Za ispitivane odgovore IRGc) i Rea dobijen je linearni matemaki model, koji se

moze predstaviti sledem polinomom prvog reda:
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y = Do + bix1 + boxz + baxs

(11)

Polinomom drugog reda kojim je predstavljen interaki matematiki model

opisana je zavisnost izihe ispitivanih faktora i odgovorBamoksonidid 1N (Ra/n.d.p.+0.09:

y=bo+b1X1+D2Xo+D 3Xs+D 12X X0+ D 131 X3 HD 23%0X3

(12)

Kvadratni matematki model koji je dobijen za ispitivani odgov®toksonidin/a

predstavljen je sledan polinomom drugog reda:

y = by + byxy + boXo + baxs + bioxaXo + bz XaXs + DogoXs + b1pxa® + bogXo® + baaxs® (13)

Vrednosti izrgunatih koeficijenata za ispitivane odgovore sistgmedstavljene su u

tabeli 20.

Tabela 20. Koeficijenti matematikih modela dobijeni primenonBox-Brehnken

optimizacionog dizajna

Koeficijenti REZOUTIEN S,

ORI In(Roc) Reia Ramoksonidin | Rmoksoniginig | IN(Ram.d.p.+0.09
bo -3,2119 -1,5506 +0,7206 -42,9272 +4,0395
b, +0,0415 -0,0087 +0,0862 +0,6062 +3,3238
b, +1,4955 +1,2625 -0,0525 +29,2725 -5,577¢
bs -0,0176 -0,0132 -0,0395 -0,0151 -0,4112
b11 +0,0176
b2 -4,5450
b33 +0,0005
b1 +0,0417 -0,0383 -0,6492
b13 -0,0046 -0,0130 -0,0384
bos3 +0,0170 +0,0000 +0,2125

Analizom dobijenih vrednosti koeficijenata, zapagada pH vrednost vodene
faze predstavlja najuticajniji faktor na vrednostzalucije izmédu gotovo svih
ispitivanih parova, a natédo izmeiu hromatografskog pika moksonidina crstoce B.
Uzimajwi u obzir¢injenicu da se nstoca B poslednja eluira, ztaj ovog faktora se

samim tim ogleda i u direktnom uticaju na trajahj@matografske analize. Udeo
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metanola u mobilnoj fazi ima najz¥agniji uticaj na rezoluciju izm#u n&istoce A i
nepoznatog degradacionog proizvoda, tako da sevagnjem ovog faktora i vrednost
rezolucije povéava. Apsolutna vrednost koeficijenata koji ukazupa uticaj
temperature kolone je u shju svih ispitivanih parova bila najniza, te se moz
zakljwiti da promene ovog faktora najmanje ¢utina vrednosti rezolucije izrde
ispitivanin parova. Faktorske interakcije, kojempazene kod poslednja tri ispitivana
para, nisu pokazale ztggniji uticaj na vrednosti rezolucije, Sto patuje apsolutna
vrednost koeficijenata koji ih karakteriSu, ka¢injenica da je njihova vrednost u svim
slucajevima bila manja od vrednosti koeficijenata kakiazuju na pojedirtan uticaj
faktora.

Zavisnost odgovora sistema od pojedmh faktora, ali i méusobnih faktorskih
interakcija u okviru ispitivanog eksperimentaln@giona vizuelno se mogu predstaviti
putem 3D dijagrama, imajuu vidu daBox-Brehnkerdizajn spada u grupu dizajna
povrSine odgovora (engresponse surface designPlanarne povrSine na 3D
dijagramima karakterigthe su za odgovore sa linearnim matetkath modelom, dok
zakrivljene povrSine ukazuju na postojanje inteljakpa se zapazaju kod interakcionog
I kvadratnog matematkog modela. Na slici 41 predstavljeni su 3D dijagra
ispitivaninh odgovora sistema u zavisnosti od dvatiigana faktora, pri konstantnoj
vrednosti tréeg faktora.
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Slika 41. 3D dijagrami povrSine odgovora sistema za rezplucizmedu

hromatografskih pikova ispitivanih komponenti

Na predstavljenim 3D dijagramima jasno se&awaju zakrivljene povrSine za
ispitivani odgovor koji sadrzi kvadratn#anove matematkog modela Rnoksonidin/g-
Najvetu vrednost méu koeficijentima kvadratnililanova ima promena pH vrednosti
vodene faze. Na 3D dijagramu za ovaj odgovor zapadia promena za samo jednu pH
jedinicu dovodi do dvostrukog smanjenja rezoludgenedu hromatografskog pika
moksonidina i néistoce B (slika 41 f). Sa druge strane, povrSine na Bagthmima za
odgovoreRa/moksonodinl IN(Ram.d.p.+0.0) iMaju slabiju zakrivljenost, jer je zbog odsustva
kvadratnihélanova ona uslovljena samo prisustvom faktorskibrakcija (slika 41 c, d,

g, h, i). Planarne povrSine koje secawaju za posmatrane odgovoreRp€) i Roa,
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ukazuju na odsustvo rtefaktorskih interakcija (slika 41 a, b). Analizonoldjenih
povrSina za 0dgoVORamoksonidinZ&Paza se zkajan uticaj promene pH vrednosti
mobilne faze na vrednost rezolucije, kada se owdjtof u okviru definisanog
eksperimentalnog podija istovremeno menja sa udelom metanola. Sa drirgaes
kada se pH vrednost kao najuticajniji faktor odez&enstantnom (srednji nivo), uticaj
iIstovremene promene preostala dva faktora na rejpole znatno ujednzniji.
Ponavljanje eksperimenata u centralnofktaomoguilo je izratunavanje
standardne eksperimentalne greske, kao i procegkvathosti uklapanja matemétih
modela sa eksperimentalno dobijenim podacima (k. of fi). Statisttka procena
zna&ajnosti koeficijenata modela, izvrSena je primenbresta, dok je za procenu
adekvatnosti uklapanja matentgktg modela i eksperimentalno dobijenih podataka
primenjena analiza varijansANOVA. DobijeneF-vrednosti predstavljaju odnos sume
kvadrata greske uklapanja matertladig modela $%x) | sume kvadrataciste
eksperimentalne greskes$e). Rezultati regresione analize za ispitivane odgev

sistema predstavljeni su u tabeli 21.

Tabela 21.Prikaz rezultata regresione anali2NQOVA

ISpitivz_alni odgovor Parametri ANOVA
S SSe S F-vrednost R Ra
In(Royc) 0,1900 0,3600 0,6316 0,8977 0,8721
Reia 0,1100 0,4600 1,3939 0,8544 0,8180
Ra/moksonidin 0,0066 0,0970 3,3485 0,9395 0,8992
Rmoksonidin/s 0,0420 0,0460 1,0952 0,9934 0,9834
IN(Ra/n.d.p.+0.02 1,4000 1,0100 0,3607 0,9442 0,9070

Uporeaiivanjem dobijenihF-vrednosti za svaki odgovor sistema sa tabelarnom
vrednogu za odgovarajti broj stepeni slobode, i nivo pouzdanosti 95 Bfabglamo=
8,81 za posmatrani odgovor Ryp) i Rca; Ftabelamo = 8,94 za 0dgovor&a/moksonidini
IN(Ra/n.d.p); Ftabelamo = 9,28 za 0dgoVORmoksoniding, Zakljkeno je da dobijeni model
adekvatno opisuje ponaSanje hromatografskog sisteéenala ne postoji statiski
znaajno odstupanje eksperimentalno dobijenih rezultdtanih predwienih modelom.

Vrednosti koeficijenata determinacij&?, uzimajw&i u obzir i broj stepeni slobode
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(R%.), takale su ukazale na dobro slaganje eksperimentalnitednosti predwienih
matematikim modelom.
4.3.3.Primena multikriterijumskog odlu ¢ivanja u formi Deringerove funkcije
Sagledavanjem svih pojeditrah odgovora sistema, najoptimalniji uslovi za
izvodenje hromatografske analize mogu se éznaonom delu 3D dijagrama povrSina
odgovora sistema gde one dostizu svoj maksimumdulita, posSto se prati vise
odgovora sistemagiji se matematiki modeli, kao i dobijene povrSine hesobno
razlikuju, procena optimalnih uslova moze biti @ted, a vrlocesto i neadekvatna. Iz
navedenog razloga sprovedena je VviSestruka opitiifazaputem izraunavanja
Derringer-ove funkcije pozeljnih odgovora sistema u kojoj lsembinuju rezultati
razlicitih matematikin modela i uklapaju se u jednu materdlali jedn&inu. Takaie, u
navedenoj funkciji su sadrzani i postavljeni ciljeptimizacije, koji se odnose na
postizanje Sto je moge ve&e vrednosti posmatranog odgovora u okviru ispitbgan
eksperimentalnog prostora, ali uz mégost krgeg trajanja hromatografske analize.
Postavljeni ciljevi za ispitivane odgovore sistenaaedeni su u tabeli 22.

Tabela 22. Pregled postavljenih ciljeva za posmatrane odgovar okviru

multikriterijumske optimizacije metode

Posmatrani odgovo Cil] Donja granica Gornja granica
In(Rorc) Opseg 0,11 1,46
Recia Opseg 1,20 2,33
Ra/moksonidin Opseg 1,20 1,67
Rmoksonidin/a Opseg 2,12 5,03
In(Rarm.d.p+0.02 Opseg 0,08 0,10

Tokom optimizacije metode deno je da rezolucija izda moksonidina i
netistoce B pri svim ispitivanim eksperimentalnim uslovinraa konstantno \i
vrednost u odnosu na rezoluciju iztoepreostalin parova. Cilj koji je postavljen za
navedeni par odnosio se na postizanje Stéekrmomatografske analize, uz odrzavanje
Sto je mogude pogodnije vrednosti rezolucije, u okviru defimeg opsega. Za preostale
parove postavljeni ciljevi su se tal@odnosili na skignje hromatografskogun-a, uz
odrzavanje zadovoljavaje separacije pri vrednostima rezolucije koje seckre
definisanom opsegu. Ta#te, ispunjenje postavijenih ciljeva ukijualo je i atuvanje
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simetrije svih hromatografskih pikova. Za sve polgae ciljeve izabran je isti znaj,
odnosno nije bilo favorizovano zadovoljenje ni jedrtilja pojedinano.

0.000 0.250 0.500 0.750 1.000

Slika 42.Pareto dijagram vrednosti pojedéné i ukupne funkcije pozZeljnih odgovora

Na Pareto dijagramu (slika 42) predstavljene sujeiob vrednosti pojedigaih
i ukupne funkcije poZeljnih odgovora. Kako je u mvsluajevima Derringer-ova
funkcija imala maksimalnu vrednost, moze se z&kljuda su za sve posmatrane
odgovore dobijene vrednosti koje se najbolje uklapapostavljene ciljeve. Graki

prikaz zadovoljenja postavljenih ciljeva predstemlje na slici 43.

112



Doktorska disertacija Svetlana B. Milovanovi

HREEEENE HEEEENE EEEEn

0.00 6.00 2.50 3.50 35.00 55.00
Udeo metanola = 0.90 pH pufera = 3 .43 temperatura = 50.13
0.11 1.2 1.2
I T
-0.274437 1.46326 0.97 2.33 0.64 1.67
Ln(rezolucija D/C) = 1.07513 rezolucija C/A =2.11193 rezolucija A/MOX = 1.57186
Desirability = 1.000
0.0%
|
212 5.03 -4.50986 0.105261
rezolucija MOX/B = 4.3849 Ln(rezolucija Afunknown + 0.01) = 0.0978157

Slika 43. Graficki prikaz zadovoljenja postavljenih ciljeva unutaspitivanog

eksperimentalnog opsega, u odnosu na postavlj§eeecza svaki odgovor

U cilju boljeg vizuelnog razumevanja ponaSanja patsamog sistema, opSta
Derringer-ova funkcija se moZe predstaviti i u formi trodmenalnog dijagrama
(slika 44), tako da maksimalna vrednost ove fumkpijedstavlja najbolju kombinaciju

nivoa hromatografskih faktora po svim postavljehinterijumima.

1.000
0.750
0.500

0.250

Desirability

0.000 3.50

3.25

3.00
B: pH pufera
2.75

0.00

6.00 2.50

A: Udeo metanola

Slika 44. 3D dijagram zavisnosti ukupne funkcije poZeljnidigovora D) od udela

metanola i pH vrednosti vodene faze
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Maksimalne vrednosti pojeditiaih, kao i ukupne funkcije pozeljnih odgovora
postignute su pri sleden vrednostima ispitivanih faktora: udeo metanoa00%, pH
vrednost vodene faze 3,43 i temperatura kolone 350Q. Kako su navedeni
hromatografski uslovi nakon optimizacije i primemetodologije multikriterijumskog
odlwivanja definisani kao najpogodniji za hromatografs&nalizu moksonidina i
njegovih neistoca, validacija predlozenestability-indicating UHPLC metode je

izvrSena u skladu sa dobijenim vrednostima.

4.5 VALIDACIJA STABILITY-INDICATING RP-UHPLC METODE

Validacija predlozenstability-indicatingmetode za oddvanje moksonidina i
netistoca A, B, C i D izvrSena je u skladu sa zahtevimaevwahtnih smernica
[45,99,100]. Validacijom je obuh¢ano ispitivanje, linearnosti i opsega, selektivhost

preciznosti, tanosti, limita detekcije i kvantifikacije i robusras

4.5.1 Ispitivanje robusnosti metode
Za predlozenu metodu su u tokareeningfaze definisani faktori koji bi mogli

uticati na ishod merenja, a njihov uticaj procenjemprimenomBox-Brehnkerdizajna
(videti poglavlje 4.4.3)¢ime je utvidena i robusnost predloZzene metode. Dodatno, u
cilju postizanja Sto kigeg trajanja hromatografske analize, ispitan jeajitpromene
protoka mobilne faze na odrZavanje zadovoljat@jwrednosti rezolucije iznde
ispitivanih komponenti. Imajil u vidu da porast protoka mobilne faze nema negati
uticaj na efikasnost UHPLC kolone kao i na vredmegblucije, za razliku od kolona sa
velicinom cestica od 1Qum ili 5 um [57], opseg pri kome je menjan protok kretao de o
450 ng mL* - 870ug mL™. ZabeleZen je ujediian i neznatni pad vrednosti rezolucije
pri promeni protoka u relativno Sirokom opsegu,ilsg u sldaju svih ispitivanih
komponenti kretao u zadovoljavajm okvirima. Takde, poznato je da promena
protoka uslovljava i porast pritiska u hromatogkajskoloni, te pojavu izrazenijeg
otpora koji moZe biti ogratavajlti faktor u ispitivanju uticaja ovog parametra na
hromatografsko ponaSanje. Bédwla pojava otpora nije zabelezena pri postepenom
porastu protoka mobilne faze, a da se rezolucijavim sliajevima kretala u
odgovarajdgem opsegu, izabrana je vrednost protoka od87nin™, jer je pri istom

postignuto zadovoljavage skr&enje hromatografske analize (oko 5,3 minuta).
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4.5.2 Ispitivanje linearnosti i opsega metode

Ispitivanje linearnosti metode izvrSeno je u pefaka za moksonidin, Sto je
obuhvatilo opseg koncentracija od 5§ mL* do 150pg mL?, i u Sest tsaka za
netistoce, $to je obuhvatilo opseg koncentracija od §5mL™* do 0,75ug mL* za
netistoce A, B, odnosno opseg od 0,49 mL* do 1,50ug mL* za neistoce C i D. Za
svaki koncentracioni nivo analizirana je zavisn@sivrSine hromatografskog pika
(apsorbancije) u funkciji koncentracije ispitivargupstance. Primenom metode
najmanjih kvadrata iztainate su linearne jed&iae i konstruisane kalibracione krive,
koje su predstavljene na slikama 45-49.

4500
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 +
1000 +
500 -

0

apsorbancija (AU)

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00 140.00 160.00
koncentracija moksonidina (ug/mL)

Slika 45.Kalibraciona kriva moksonidina
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apsorbancija (AU)
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I 1 1 I

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80

koncentracija neéistoée A (ug/mL)

Slika 46.Kalibraciona kriva n&stoce A
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Slika 47.Kalibraciona kriva n&sto¢e B

35

30 +

25 -

20 -

15

10 -

apsorbancija (AU)

0.00 0.50 1.00 1.50 2.00

koncentracija neéistoée C (ug/mL)

Slika 48.Kalibraciona kriva n&sto¢e C
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Slika 49.Kalibraciona kriva n&stoce D

Regresiona analiza je pokazala da je predloZzenadadinearna u ispitivanom
opsegu koncentracija, jer je koeficijent koreladif¢ koji pokazuje stepen linearne
zavisnosti ispitivanih parametara imao zadovoljaé#ajvrednost za sve supstance>(

0,999 za aktivnu farmaceutsku supstancu i za svéstoée). lzra&unavanjem
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standardne greSke odka (&) ispitana je zn&jnost odséka (o), i dalje ocenjena

pomaiu Studentovog t-test&ako su izraunate vrednosti za svaku ispitivanu supstancu

imale niZzu vrednost od tabelarnggdiamo = 3,182;p = 0,05 za moksonidiniabelamo =

2,776;p = 0,05 za né&stoce), zakljigeno je da odsak nije statistiki znatajno razlEit

od nule. Rezultati regresione analize ispitivanipstanci prikazani su u tabeli 23.

Linearnost metode dodatno je pdt®na izvaenjem F-testa Fisherov odnos

varijanse), koji se prepotuje kao veoma pouzdano sredstvo u proceni linetrnas

bilo koju kalibracionu funkciju [98]. Kako dobijenaednost koeficijenta korelacije>

0,999 ne mora nuzno da zna postojanje linearne zavisnosti izdwe povrSine

hromatografskog pika i koncentracije supstance spativani koncentracioni opseg,

izratunavanjemF vrednosti dobija se podatak koliko je zama varijansa neslaganja

primenjenog matematiog modela i eksperimentalno dobijenih podatsfia, u odnosu

na varijansuciste eksperimentalne neizvesnosﬁ,e Uporelivanjem dobijenih F-

vrednosti za svaku ispitivanu komponentu (F = 3zZ29 moksonidin; F = 3,00 za

necistoce), sa tabelarnom vredréoS za odgovaraji broj stepeni slobode, i nivo

pouzdanosti 95 % (feiarno = 3,71 za moksonidin;ipelamo = 3,26 za n@stoce), moze

se zaklj¢iti da je ova vrednost u slgju svakog ispitivanog odgovora manja od

tabelarne, te da je prethodno dema linearnost svih ispitivanih supstanci dodatno i

potvidena izva@enjemF-testa.

Tabela 23.Rezultati regresione analize

1

Ispitivana | Kalibraciona kriva, 'Eoeﬁcu?m SIENOEIGINE - SRR If/rrzédlJnnoastf1

supstanca y=axtb orelracue, gz;?t?;g o%i\gs;l]; devijacije
’ ’ za odseak

Moksonidin | 26,1253x-9,5955 0,9997 0,3670 38,5398 0,2490
Nedistoca A | 24,1999x-0,0952 0,9998 0,2166 0,0955 0,997
Necistoca B | 21,4714x-0,1937 0,9999 0,1816 0,0856 2,2617
Necistoca C | 21,2494x-0,1345 0,9999 0,1579 0,1495 0,8994
Netistoca D | 14,1067x-0,0253 0,9998 0,1422 0,1332 0,1899

4.5.3 Ispitivanje selektivnosti metode

Selektivnost metode ispitana je updivanjem retencionih vremena

hromatografskih pikova sa hromatograma dobijenifekiovanjem radnog rastvora
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standardnih supstanci (moksonidina ¢isexéa A, B, C i D), rastvora placeba i rastvora
uzorka, pod utwdenim hromatografskim uslovima. Na slici 50 je ptasien

hromatogram rastvora placeba za ispitivanje sele@tti metode.

mAL 10

20
10 {ll
o

Slika 50. Hromatogram rastvora placeba

7
Vreme (min)

Kako na dobijenom hromatogramu rastvora placeba ngeno postojanje
hromatografskih pikovaije bi retenciono vreme odgovaralo hromatografsgikovima
moksonidina i n&isto¢a A, B, C i D prisutnih u radnom rastvoru standardsupstanci
ili uzorku, potvideno je odsustvo interferencije i zakigno da je predlozena analka

metoda selektivna.

4.5.4 Ispitivanje preciznosti metode
Preciznost metode procenjena je Kkroz ispitivanjenopbivosti (eng.

repeatability ili intra-assay precision i srednje preciznosti (engintermediate

precisior). Ispitivanje je vrSeno u jednojda kalibracione krive u kojoj koncentracija
ispitivanih supstanci korespondira koncentraciorm@rou od 100 % radnog rastvora
standardnih supstanci (moksonidina tisaca A, B, C i D), a pripremljeno je Sest
takvih rastvora. Srednja preciznost je analizireol@m tri uzastopna dana. Obradom
eksperimentalnih podataka, iZumate su vrednosti standardne devijacifeD)( i

relativne standardne devijacijeR$D. Rezultati ispitivanja preciznosti metode

predstavljeni su u tabeli 24.
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Tabela 24.Rezultati ispitivanja preciznosti metode

Ispitivana K(_)ncent.racija Nadena i
supstanca prlpremljeno_g1 koncentrac!Jla Recovery(%) RSD(%)
rastvora g mL™) + SD(ug mL™)
% Moksonidin 100 100,752+0,033 100,75 0,03
E Necistoca A 0,5 0,456+0,004 99,05 0,90
g Necistoca B 0,5 0,488+0,002 99,12 0,49
_é Necistoca C 1,0 1,004+0,003 101,56 0,28
& Necistoca D 1,0 0,981+0,009 100,36 0,90
o Moksonidin 100 100,830+0,913 101,44 0,91
c :
.§ = Necistoca A 0,5 0,454+0,004 98,70 0,88
! % Necistoca B 0,5 0,484+0,005 98,19 1,04
% a Necistoca C 1,0 1,012+0,015 102,34 1,49
n Necistoca D 1,0 0,995+0,012 101,74 1,24

Kako su dobijene vrednos®SD za moksonidin i n8stoce A, B, C i D bile
manje od 2 %, zaklieno je da predloZzena analita metoda ima zadovoljavaju

preciznost.

4.5.5 Ispitivanje taénosti metode
Taénost predlozene analike metode ispitivana je u tri dee koje

korespondiraju koncentracionom nivou od 80 %, 100 220 % radnog standardnog
rastvora moksonidina i radnog standardnog rastwetstoca A, B, C i D. Za svaku
koncentraciju je urdeno po tri odréivanja. Kako se tmost metode izrazava kroz
recoveryvrednost, koja predstavlja procenat prinosa didamja za poznatu, dodatu
kolicinu analita placebo smeSi, dobijeni rezultati nakatatisttke obrade
eksperimentalnih podataka (tabela 25) ukazuju dargzlozenastability-indicating
metoda pokazala zadovoljavaju talnost u odréivanju sadrzaja moksonidina i
nedistoca A, B, C i D.
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Tabela 25.Rezultati ispitivanja t@nosti metode

Ispitivana ancent_racija Nadena )
supstanca prlpremljenogl koncentrac_qa Recovery%) RSD(%)
rastvora fig mL") +SD (ug mLY)
80,000 80,914+0,039 101,14 0,05
Moksonidin 100,000 99,095+0,030 99,09 0,03
120,000 118,930+0,073 99,11 0,06
0,400 0,373+0,004 93,31 1,00
Necistoca A 0,500 0,471 +0,003 94,21 0,60
0,600 0,558+ 0,009 92,98 1,58
0,400 0,364+0,002 91,05 0,67
Necistoca B 0,500 0,492+ 0,005 98,40 1,12
0,600 0,565+ 0,011 94,15 1,92
0,800 0,778 0,014 97,30 1,83
Necistoca C 1,000 1,012+0,017 101,24 1,65
1,200 1,131+ 0,015 94,22 1,34
0,800 0,781 +0,009 97,63 1,16
Necistoca D 1,000 0,962 +0,015 96,17 1,60
1,200 1,124+ 0,017 93,69 1,51

4.5.6 Ispitivanje limita detekcije i limita kvantifikacij e
Limiti detekcije (OD) za predlozenu anakku metodu odrdeni su
izratunavanjem odnosa standardne devijacije odgowgrarf{agiba kalibracione krive
(S, prema izrazuLOD=3,3 ¢/S, dok su limiti kvantifikacije (OQ) za ispitivane
komponente odreni prema izrazitOQ=100/S [45]. Dobijene su sled® vrednosti za
limite detekcije: 0,044g mL* za moksonidin; 0,0ag mL* za neistoce A i B; 0,03ug
mL™ za neistocu C i 0,04ug mL™ za neistocu D. Limiti kvantifikacije su imali slede
vrednosti 0,141ig mL™*za moksonidin; 0,0f5g mL* za neistoce A i B; 0,08ug mL* za
netistoéu C i 0,10ng mL™ za neistocu D.
Dobijene vrednosti ukazuju da predlozestability-indicating metoda poseduje

zadovoljavajdu osetljivost.
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4.5.7 Ispitivanje pogodnosti sistema za kvalitativnu i kantitativnu analizu
moksonidina i njegovih ne&isto¢a predlozenom UHPLC metodom
Rezultati odrdivanja hromatografskih parametara za procenu paoggidn
sistema su prikazani u tabeli 26, dok je reprezemiahromatogram predstavljen na
slici 51.

Tabela 26.Hromatografski parametri procene pogodnosti siatea UHPLC analizu

moksonidina i njegovih riestoca

Ispitivana Preciznost Faktor . . L
. i . , | RezolucijaR | Simetrija pika
supstanca injektovanja | kapacitetak
Moksonidin 0,11 % 4,95 Raimarsonian 1,94
Netistoca A 0,83 % 3,24 o 1,50
v ‘ Rmoksonidin/B
0
Necistoca B 0,67 % 11,52 12,72 1,35
i Roic
o)
Necistoca C 0,48 % 2,20 4.49 1,28
Necistota D 0,85 % 0,90 / 1,37

Dobijene vrednosti rezolucije (anate naW,, hromatografskog pika) ukazuju
na dobru separaciju svih ispitivanin komponentik doednosti faktora kapaciteta
potviduju zadovoljavajéu razdvojenost od pika mobilne faze. Razdvajanjeksirno
veoma sknih komponenti je postignuto pri izokratskim usiow i u relativno kratkom
vremenskom periodu (oko 5,3 minuta). Té&paiuvana simetrija svih hromatografskih
pikova (< 2 %) ukazuje na odsusttailing-a i dobro eluiranje supstanci pri datim

hromatografskim uslovima, kao i na mégost precizne integracije istih.
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Slika 51. Hromatogram radne smeSe standarda moksonidinastoé&a A, B, C i D za

ispitivanje pogodnosti sistema

Kako je na osnovu dobijenih vrednosti paema i preciznost ponovljenih
injektovanja RSD< 1 %), mozZe se zakljiti da je predloZzenonstability-indicating
UHPLC metodom omogena pouzdana identifikacija i kvantifikacija mokgbna i

njegovih neistoca.

4.5.8 Odredivanje sadrzajaMoxogamma 0.2 tableta
Rezultati dobijeni kvantitativnom analizom moksadnali njegovih né&istoca iz

farmaceutskog doziranog oblikdoxogamma 0% tableta, prikazani su u tabeli 27, dok

je hromatogram uzorka predstavljen na slici 52.
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Tabela 27. Rezultati odréivanja sadrzaja moksonidina i njegovih ¢is¢oca u

farmaceutskom doziranom obliku primenom predloA¢H&LC metode

Ispitivana Koncentracija Nadena
sup stanca pripremljenog koncentracija | Recovery%) RSD(%)
P rastvora fig mL™) +SD(ug mL™Y)

Moksonidin 100 101,617+0,529 101,62 0,52
Necistoca A 0,500* 0,181+0,001 0,61
Necistoca B 0,500* <LOD /
Negistoca C 1,000* 0,223+0,002 0,89
Negistoca D 1,000* 0,207+0,004 1,75

* maksimalna dozvoljena kdlna

/

]

0.782 Necistoéa D

Neéistoéa C
Nedistoca A

2.440

1.313
1.735

I TR

Moksonidin

Slika 52. Hromatogram rastvora uzorka

LX) 85
Vreme (min)

Na osnovu dobijenih podataka (tabela 27) mozZe $duzdi da je sadrzaj

identifikovanih neisto¢a kao i aktivne farmaceutske supstance, dobijedl@enom

stability-indicating metodom u okviru specifikacijskih granica. Time potvidena

primenljivost navedene metode za ativanje moksonidina i njegovih tisto¢a iz

farmaceutskog doziranog oblika.
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5.ZAKLJU CAK
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1. Razvijena je i optimizovana RP-HPLC metoda sa UYekigjom za odréivanje
moksonidina i njegovih restoca A, B, C i D u farmaceutskom doziranom obliku.
Nakon preliminarnih ispitivanja utdeno je da na hromatografsko ponasSanje
ispitivanih supstanci najviSe & udeo metanola u mobilnoj fazi, temperatura
kolone i pH vrednost vodene faze. IzvrSena je apamija metode primenom
centralnog kompozicionog dizajnéage centered cubdizajna) u kojoj je uticaj
navedenih faktora detaljnije ispitan, a kao odgowistema préeni su faktori
kapaciteta svih ispitivanih supstanci, kao i vrextngezolucije izméu kriticnih
parova Rprc | Ramoksonigi): Na osnovu regresione analize i analize varijanse
(ANOVA) izvrSena je statistka procena zréajnosti uticaja ispitivanih faktora,
odnosno adekvatnosti dobijenog matetiaty modela koji opisuje ponaSanje
posmatranog sistema. Konstruisani su 3D dijagramaiatranih odgovora sistema
u funkciji udela metanola u mobilnoj fazi i pH vresbti vodene faze. Definisani su
optimalni hromatografski uslovi za izokratsko raagnje ispitivanih supstanci na
koloni SymmetryshieldCis, (250 mmx4,6 mm, fum), koji su ukljiivali mobilnu
fazu sastava metanol - rastvor kalijum-dihidrogsfgta (0,05 mol L) pH 3,5
podeSen saorto-fosfornom kiselinom (15:85y/v), temperaturu kolone 25 °C,
protok mobilne faze od 1 mL nifn volumen injiciranja od 2QL i talasnu duZinu
detekcije od 255 nm. Validacijom RP-HPLC metode vptgna je dobra
selektivnost, osetljivost, linearnost, preciznosblhusnost metode. Primenom RP-
HPLC metode za oddevanje sadrzaja moksonidina i njegovih ¢is¢ota u
farmaceutskom doziranom obliku (tablete), dobijsmireproduktivni rezultati, uz

kvantifikaciju jedne nepoznate ¢istoce, Ciji je sadrzaj bio u dozvoljenim

granicama.

2. Razvijeni su i postavljeni izokratski hromatografsislovi za ispitivanje uzoraka
dobijenih u studiji forsirane degradacije moksona]i primenom UHPLC-PDA
tehnike. Navedeni uslovi su ukijli kolonu Hypersil Gold aq,C;s (100 mm x 2,1
mm, 1,9um), mobilnu fazu sastava rastvor amonijum-aceta€argmol L) pH
3,5, temperaturu kolone od 55 °C, protok mobilreefad 450uL min™, volumen
injiciranja od 3uL i talasnu duzinu detekcije od 255 nm.
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3. Sprovedena je studija forsirane degradacije aktifaemaceutske supstance
moksonidin i farmaceutskog doziranog oblika (tabletispitivanje stabilnosti
izvrSeno je u uslovima hidrolize u kiseloj, neutgl i baznoj sredini, termalne
degradacije, oksidacije i fotolize. Farmaceutskeidani oblik je u ispitivanim
uslovima pokazao apsolutnu stabilnost, dok je aktifarmaceutska supstanca
pokazala degradaciju u uslovima hidrolize u kisedgdini (0,5 mol [* HCI) i
baznoj sredini (2 mol £ NaOH, 70 °C). U uslovima hidrolize u kiseloj sneidi
zabeleZena je pojava nepoznatog degradacionogvpdzizispod propisanog limita

za studije forsirane degradacije.

4. ldentifikacija nastalih degradacionih proizvodazerSena UHPLC-PDA, UHPLC-
MS i MS/MS metodama, na osnovu njihovih retenciomié&mena i odgovaragih
spektara na oba detektora. Kao dominantni proizhattoliticke degradacije
moksonidina u kiseloj sredini identifikovana jecistoca A, dok je dominantni
proizvod hidrolittke degradacije moksonidina u baznoj sredini bilsisteta D.
Na osnovu dobijenih rezultata studije forsiranerddgcije definisani su putevi

degradacije moksonidina.

5. Razvijena je i optimizovana nova izokratska metpaara&enje stabilnosti aktivhe
farmaceutske supstance moksonidin i odgovaegjufarmaceutskog doziranog
oblika (tablete). Metoda je razvijena primenom ekspentalnog dizajna i
metodologije multikriterijumskog odéivanja. U screeningfazi, za identifikaciju
faktora koji imaju statistki zna&ajan uticaj na hromatografsko ponaSanje
ispitivanih supstanci koré&n je 27 frakcioni faktorski dizajn. Ispitivan je uticaj
koncentracije pufera, udela metanola u mobilnoj, fe@mperature kolone i pH
vrednosti vodene faze, a kao posmatrani odgovatersia préeni su faktori
kapaciteta svih ispitivanih supstanci. Prikaz regtal putem Pareto dijagrama
ukazao je da sveéetiri ispitivana faktora imaju zajan uticaj na hromatografsko
ponaSanje ispitivanih supstanci, ali je u cilju joja odgovarajte simetrije
hromatografskog pika moksonidina i sfaeanja dugotrajnosti analize, za
optimizaciju metode selektovana koncentracija mufesd 10 mmol L[

Optimizacija metode izvrSena je primenom Box-Brehnkendizajna kojim je
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detaljnije ispitan uticaj preostala tri faktora meednost rezolucije iznde svih
ispitivanih supstanci. Na osnovu regresione analiaralize varijanse (ANOVA)
izvrSena je statistka procena zr@jnosti uticaja ispitivanih faktora, odnosno
adekvatnosti dobijenog matentkidbg modela koji opisuje ponaSanje posmatranog
sistema. Konstruisani su 3D dijagrami posmatranilyovora sistema. Krajnji
optimalni uslovi su definisani primenom multikrifjgmskog odlgivanja,
izratunavanjem opStBerringer-ove funkcije pozeljnih odgovora. Kako je dobijena
vrednost opSteDerringer-ove funkcije iznosila 1, svi postavljeni ciljevu ili
maksimalno zadovoljeni. Konstruisan je 3D dijagr&arringer-ove funkcije u
odnosu na pH vrednost vodene faze i udeo metanothilnoj fazi. Definisani
optimalni uslovistability-indicatingmetode su ukljgili kolonu Hypersil Gold aq,
Ci15 (100 mm x 2,1 mm, 1,8m), mobilnu fazu sastava metanol - rastvor amonijum
acetata (10 mmolt) pH 3,43, podesen dodatkom glacijalnéesine kiseline (0,90:
99,1, Vv/), temperaturu kolone od 50,13 °C, protok mobilaeefod 87QL min™,
volumen injiciranja od 3uL i talasnu duzinu detekcije od 255 nm. Validacijom
UHPLC-PDA metode potdena je odgovaraja selektivnost, osetljivost,
linearnost, preciznost i robusnost metode. PrimendrPLC-PDA metode za
odreiivanje sadrzaja moksonidina i njegoviltis¢oca u farmaceutskom doziranom
obliku (tablete), dobijeni su reproduktivni rezalt&ime je potvdena primenjivost
metode za ispitivanje stabilnosti aktivne farmasketsupstance i farmaceutskog

doziranog oblika.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBYy

MoTnucann-a CsetnaHa b. MunosaHoBuh

Opoj uHaexkca 17/06

UsjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa avcepTayuja noj HacnoBoM

XEMOMETPUICKM NPUCTYN Y  WUCNUTUBAHY MOKCOHWAWHAE, H-EroBux Heuuctoha u
noTeHUMjanHux gerpagauvoHux Npon3sofa NPMMEHOM MeToAa TeYHE XpoMartorpaduje
M MaceHe cnekTpomeTpuie

e pes3ynTtaTt CONCTBEHOr NCTpaXXMBa4Kor paaa,

e [a npeanoxeHa Auceprauuja y uenuHW H1 y AenoBuMa Huje Buna npeanoxeHa
3a pgobujabe Buno koje gunnoMme npema CTyAWjCKAM nporpaMmuma  Apyrux
BMCOKOLLKOSCKUX YCTaHOBA,

e [a CYy pe3yntaTth KOPEKTHO HaeegeHUn U

e [a HWCam Kplumo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjuHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

oo Olursos

Y Beorpagy, C\{ O¢ Jotk.




Mpwunor 2.

MN3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUITAaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpCKoOr paaa

Mme 1 npesume aytopa Ceetnana b. Munosanosuh

Bpoj nHaekca 17/06

Cryaunjcku nporpam Dapmaueyrcka xemuja

Hacnos pana XEMOMGTDMiCKM NpUCTyn y ICNUTUBaky MOKCOHMAWHA, HEroBux
He4yucToha u r'IOTeHLlI/IiaJ"IHVIX derpagauloHnX nponisoia npMMmeHom
METOAa TeYHE XpomMaTorpaduje U MaceHe CnekTpoMeTpuje

MenTop [Mpod. ap Mupa 3e4esnh

MotnucaHu/a CeetnaHa 5. MunosaHosuh

M3jasroyjem Aa je wWTamnaHa Bepavja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eNneKTPOHCKO]
Bep3uju Kojy cam npegao/na 3a objasrbuMBare Ha noptany OurutanHor
peno3uTopujyma YHuBepaurteTa y Beorpany.

[lossorbasam na ce objaBe MOjM NUYHM Mojauy Be3aHw 3a Aobujarse akagemckor
3Barba AOKTOpa Hayka, Kao LWTo Cy UMe 1 npe3ume, roguHa u mecto pohewa u gatym
onbpaHe paga.

OBM NWMYHM nogaunm mory ce 00jaBuTh Ha MPEXHWM cTpaHuuama Aurutande
6ubnuoTeke, y eNeKTPOHCKOM kaTanory u'y nybnukaunjama YHusepsuteTa y beorpaay.

lMoTtnuc pokTopaHAaa

) /M«%@&ﬁ (g&‘cﬂf/ H

Y Beorpagay, 05 06. ZD’M‘




Mpunor 3.

MUzjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepsutetcky Gubnuoteky ,Csetosap Mapkoswh® ga y Aurutanyn
peno3uTopujym YHuBep3uTeTa y Beorpagy yHece mojy [OKTOpCKy AuvcepTtauujy nog
HACIMOBOM:

XeMOMETDHiCKM npuUCTYN Yy UCNUTUBawy MOKCOHWOAWHA, HEeroBux Heyuctoha w
noTeHuujanHux gerpagaunoHux NpoM3soaa NnpUMeHOM MeToaa TeYHe Xxpomartorpaduje
M MaceHe crnekTpomMeTpuje

Koja je moje ayTopcko Aeno.

[ucepTaunjy ca cBUM Npuno3vuma npefao/na cam y enekTpoHCcKkoM dhopMaTy norofHOM
3a TpajHO apXuBUpaH-E.

Mojy AoKTopcky AucepTauunjy noxpaweHy y [JurutanHu penosmTopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy mory fa kopucTe CBW Koju nowTyjy ogpeabde cagpxade y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeaTtveHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTeo
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLWjanHo
@AyTDpCTBO — HekomepumjanHo — 6es npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AennuTu Noj UCTUM ycroBuma
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOA UCTUM yCrnoBuMa

(Monumo Oa 3aoKpyXuTe camo jefHy of LWecT noHyfeHnx nuueHuW, KpaTak onuc
NMUEeHUM AaT je Ha nonefuHun nucTa).

MoTnuc pokropaHaa

u/&(ﬂ«r@w&uf Gf]aw”}w/

Y Beorpagy, 05. oo, zO'ﬂf'




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBate yMHOXaBakwe, AUCTpUOYLMjY U jaBHO caonluTaBamke
Aena, v npepage, ako ce HaseJe uMe aytopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe ayTopa
unu aasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of cBux
NNUeHun.

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo. [lo3sorbaearte yMHOXaBarwe, AUCTpubyuujy 1 jasHo
caonwTaBsake Aena, u npepage, ako ce Hasefe UMe aytopa Ha HaumH ogpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuuedue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa KOMeEpUMjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCcTBO - HekomepuuwjanHo — 0e3 npepage. [lo3BorbasBate yMHOXaBare,
anctpubyumnjy n jaBHO caonwTasawe pgena, 6e3 npomeHa, npeobnukopawa wWnu
ynotpebe gena y cBOM fJeny, ako ce HaBede Wme aytopa Ha HaduH ogpeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He A03BOMbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane fuueHLe, OBOM NALEHLOM ce orpaHu4asa
Hajsehu o6um npasa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMepuunjanHo — AenuTu noj uctum ycnosuma. [lo3sorbasare
yMHOXaBawe, AucTpubyuunjy n jasHo caonwtasawe jena, u npepaje, ako ce Haseje
uMe aytopa Ha HauyuH ogpefeH o cTpaHe ayTopa Wnu gaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga auctpubyupa noa MCTOM WAW cnuyHoM nuueHuom. Osa nuueHua He
[A03BOSbaBa kKoMepumnjanHy ynotpeby gena u npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3sorbaBare ymHOXaBare, AUCTPUOYLM)y W jaBHO
caonwtasamwe gena, 6es npomeHa, npecbnukosata unu ynotpebe genay ceom aeny,
ako ce HaBeae ume ayTtopa Ha HauvH oapefeH oa cTpaHe ayTtopa unu aasaoua
nuueHue. Osa nuueHLa A03BOrbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCcTBO - AENWTU noa WCTUM  ycrnosuma. [losBorbaBaTe yMHOXasae,
anctpubyuunjy n jaBHo caoniwTaBawe Aena, U npepaje, ako ce HaBeje ume aytopa Ha
HaunH oapefieH oA cTpaHe ayTopa wnW Aasaoua IUUEHUE U ako ce npepaja
anctpubympa nog UCTOM MNM  cAuyHoM nuueHuoMm. Osa nuvueHua [o3Bosbasa
komepuujanHy ynotpeby agena v npepaga. CnnyHa je codTBepckuM nuueHuama,
OAHOCHO NUUEeHUama 0TBOpPEeHOor Koaa.



