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TECNO-HROMATOGRAFSKA I SPEKTROMETRIJSKA
KARAKTERIZACIJA I ODREPIVANJE ESOMEPRAZOLA, NJEGOVIH
NECISTOCA I DEGRADACIONIH PROIZVODA

Rezime:

Esomeprazol je visoko-efikasni antiulkusni lek novije generacije koji se
primenjuje u lecenje poremecaja povezanih sa povecanim lucenjem Zeludacne
kiseline. (S) - enantiomer omeprazola, koji je kao takav nazvan ,esomeprazol”,
je hemijski 6(5)-Metoksi-2-[(S)-[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridinil)metil ]sulfinil]-

1H-benzimidazol.

Kako je definisano u ICH vodi¢ima, necistoca u aktivnoj farmaceutskoj
supstanci je bilo koja hemijska vrsta koja je razli¢ita od definisane aktivne
farmaceutske supstance i utice na njen aktivitet i ¢istocu. Od najveceg znacaja
su one hemijske vrste koje su hemijski srodne farmaceutskoj supstanci a mogu
da nastanu u toku njenog procesa proizvodnje (polazni materijali, intermedijeri
ili sporedni proizvodi, tzv. procesne necistoce) ili njenog skladistenja i ¢uvanja
(tzv. degradacioni proizvodi). = Nezavisno od porekla necistoca,
potencijalnog ili realnog prisustva u farmaceutskoj supstanci, ICH vodici
upucuju na neophodnost njihove identifikacije, kvantifikacije i kvalifikacije.
Kvalifikacija je proces prikupljanja i procene podataka kojima se uspostavlja
bioloska bezbednost unosa pojedinacne necistoce ili odredenog profila necistoca
prisutnih u nivou specifikacije leka. Ovom procesu prethode procesi
identifikacije i kvantifikacije svih prisutnih necistoca u kolicini vec¢oj od 0,1 % u

odnosu na aktivnu farmaceutsku supstancu.

Uspe$nim razvojem i medusobnim kombinovanjem vise razlicitih
hromatografskih i spektrometrijskih metoda, i teorije, prouceni su putevi
degradacije esomeprazola natrijuma u ¢vrstom stanju, i rastvorima razlicitih pH

vrednosti. Svakoj od potencijalno prisutnih procesnih necistoéa i znacajnih



degradacionih proizvoda koji se javljaju pod ovim uslovima je objasnjeno
poreklo. Sve znacdajne necisto¢e esomeprazola su hromatografski (HPLC,
hiralno selektivna HPLC), spektrometrijski (H NMR, 13C NMR, UV-Vis
spektrfotometrija, MS i MS/MS spektrometrija) i strukturno okarakterisane i
objasnjen je put njegovog nastanka. Neki od glavnih degradacionih proizvoda
esomeprazola su po prvi put literaturno pomenuti. Dosta ranije publikovanih
studuja bavi se proizvodima transformacije omeprazola u kiseloj i neutralnoj
sredini i uglavnom se razlikuju od onih koje se proucavaju u ovoj disertaciji.
Prisutne procesne necistoce i njihovo poreklo, oksidativni proizvodi, razgradni
proizvodi supstance u ¢vrstom stanju i njihove dalje hemijske transformacije u

baznim vodenim rastvorima jesu predmet ovog rada.

Klju¢éne reci: Esomeprazol, (S)-omeprazol, necistoc¢e, razgradni proizvodi,

HPLC, NMR, MS/MS, forsirana degradacija, identifikacija



LIQUID CHROMATOGRAPHIC AND SPECTROMETRIC
CHARACTERISATION AND DETERMINATION OF ESOMEPRAZOLE,
ITS IMPURITIES AND DEGRADATION PRODUCTS

Abstract:

Esomeprazole is a highly - effective newer generation antiulcer drug that has
been applied in the treatment of disorders associated with increased secretion of
gastric acid. (S) - enantiomer of omeprazole , which as such is called
"esomeprazole" , is chemically 6( 5 )-methoxy-2-[( S )-[(4-methoxy-3,5- dimethyl
- 2 - pyridinyl) methyl Jsulfinyl]- 1H-benzimidazole .

As defined by the ICH Guidelines, impurities in an active
pharmaceutical substance are any chemical species that is different from the
defined active pharmaceutical ingredients and influence its activity and purity.
Of the greatest importance are those chemical species that are chemically
related to pharmaceutical substance itself, that may arise during its production
process (starting materials, intermediates or by-products - so-called process
impurities) or its storage (degradation products). Irrespective of the origin of
impurities, potential or real presence in the pharmaceutical substances , ICH
guidelines point to the necessity of their identification, quantification and
qualification. Qualification is the process of acquiring and evaluating data that
establishes the biological safety of an individual impurity or a given impurity
profile at the level(s) specified. This process is preceded by a process of
identification and quantification of impurities present in an amount greater

than 0.1 % relative to the active pharmaceutical substance.

The successful development and mutual combination of different
chromatographic and spectroscopic methods, and theory, provided the
opportunity to studied the pathways of degradation of esomeprazole sodium in
the solid state and its solutions at different pH values. The origin of the

potentially presented significant process-related impurities and degradation



products that occur under these conditions is fully explained. All significant
impurities esomeprazole are chromatographic ( HPLC, chiral selective HPLC),
spectrometric ({H NMR, 13C NMR , UV - Vis spectrophotmetry , MS and MS /
MS spectrometry ) and structurally characterized and explained the way of its
arising. Some of the major degradation product of esomeprazole were first
mentioned in the literature. Many published papers deals with the
transformation of omeprazole products in acidic and neutral media, and thay
are generally, different from those studied in this thesis. Process-
related impurities and their origin, oxidative products, degradation products of
substance in the solid state and their further chemical transformations in basic

aqueous solutions are the subject of this paper.

Keywords: Esomeprazole, (S)-omeprazole, impurities, degradation products,

HPLC, NMR, MS/MS, forced degradation, identification
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U OVOM RADU

2D NMR- Two-dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy —

Dvodimenziona nuklearna magnetna rezonancija

AGP - al-acid glycoprotein - al-kiselina glikoprotein

APCI - Atmospheric pressure chemical ionization - Hemijska jonizacija pod
atmosferskim pritiskom

API - Active pharmaceutical ingredient —-Aktivna farmaceutska supstanca
BSA - Bovine serum albumin - Albumin iz govedeg seruma

Bz - Benzimidazol

BCNMR - 13C nuclear magnetic resonance - Nuklearna magnetna rezonancija

ugljenikovog izotopa 13C

CE - Capillary electrophoresis - Kapilarna elektroforeza

CEC - Capillary electrochromatography- Kapilarna elektrohromatografija
CI - Chemical ionization - Hemijska jonizacija

CCK2 - Cholecystokinin B receptor -Receptor iz parijetalne ¢elije koji reaguje na

akciju gastrina

COSY - Correlated spectroscopy - Korelaciona spektroskopija

CPMAS/NMR - Cross-polarization magic angle spinning NMR spectroscopy
CSPs- Chiral Stationary Phases - Hiralne stacionarna faze

CYP2C19 - Cytochrome P450 2C19 - Oksidaza uklju¢ena u metabolizam

ksenobiotika


http://en.wikipedia.org/wiki/Capillary_electrochromatography
https://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0CDgQFjAC&url=http%3A%2F%2Fwww.bioszeparacio.hu%2F_user%2Fbrowser%2FFile%2FRegis%2FRegisChiralCatalog.pdf&ei=FWQnU5OgI6WyywP9soC4Bg&usg=AFQjCNEdueXfsxahtIaolyyrFPKTqu1A7w&bvm=bv.62922401,d.bGQ

DAD - Diode-array detector- Detektor sa nizom fotodioda

DP - Drug product - Farmaceutski dozirani oblik

EI - Electron ionization - Elektronska jonizacija

ESI - Electrospray ionization - Elektrosprejjonizacija

FAB - Fast atom bombardment - Bombardovanje brzim atomima
FID - Free induction decay - Raspad slobodne indukcije

FT - Fourier transform - Furijeova transformacija

GC-MS - Gass chromatography/Mass spectrometry — Gasna hromatografija

spregnuta

sa masenom spektrometrijom

GPSA - Guinea pig serum albumin - Albuminiz seruma zamorca

HAS - Human serum albumin - Albumin iz seruma ¢oveka

H+, K+-ATPaza - protonska pumpa parijetalnih celija

H/D - Hydrogen-deuterium exchange - Vodoni¢no- deuterijumska izmena

HETCOR - HETeronuclear CORrelation — Heteronuklearna korelaciona

spektroskopija

HMBC - Heteronuclear Multiple-Bond Correlation - Heteronukelarna korelaciona

spektroskopija preko vise hemijskih veza

HMQC - Heteronuclear Multiple-Quantum Correlation - Heteronuklearna

viSestruko-kvantna korealcionaspektroskopija

TH NMR - 'H nuclear magnetic resonance - Nuklearna magnetna rezonancija

vodonikovogizotopa 'H


http://en.wikipedia.org/wiki/Fourier_transform
http://www.equitech-bio.com/store/3-albumins/43-guinea-pig-serum-albumin/75-Guinea-pig-serum-albumin-lyophilized-powder-detail
https://www.google.rs/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CCUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHuman_serum_albumin&ei=zuwpU9-1H4aBywO7x4GQDw&usg=AFQjCNFXK9yaeM0JRCDBmmDEE_RgyFnWbQ&bvm=bv.62922401,d.bGQ
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen%E2%80%93deuterium_exchange

HPLC - High pressure liquid chromatography - Te¢na hromatografija pod visokim

pritiskom
HPTLC -High performace thin layer chromatography - Visoko-efikasna tankoslojna
Hromatografija

HR/MS - High Resolution Mass Spectrometry - Masena spektrometrija visoke

rezolucije

HSQC -Heteronuclear Single-Quantum Correlation- Heteronuklearna jedno-

kvantna korealciona spektroskopija

ICH - International Conference on Harmonization - Menunarodna Konferencija o
Harmonizaciji

LC-MS - Liquid chromatography/Mass spectrometry - Te¢na hromatografija pod
visokim pritiskom spregnuta sa masenom spektrometrijom

LOD - Limit of detection - Limit detekcije

LOQ - Limit of quantification - Limit kvantifikacije

M3 - Muscarinic acetylcholine receptor —Acetiholinski receptor u parijetalnoj

celiji

mCPB - meta-hloroperoksibenzoevom kiselinoa

MRM - Multiple Reaction Monitoring- Pracenje visestrukih reakcija

MS - Mass spectrometry — Masena spektrometrija

MS/MS ili MS” - Tandem mass spectrometry - Tandem masena spektrometrija
m/z - Mass to charge ratio - Odnos mase i naelektrisanja

Ne¢. A -Necistoca A - 5-Metoksi-1H-benzimidazol-2-thiol
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Nec. B - Necistoca B - 2-[(RS)-[(3,5-dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-5-metoksi-

1H-benzimidazol

Nec. C - Necistoca C - 5-Metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)-

metil]sulfanil]-1H benzimidazol

Nec¢. D - Necistoca D - 5-Metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-

il)metil]sulfonil]-1H-benzimidazol

Nec. E - Necistoca E - 4-Metoksi-2-[[(RS)-(5-metoksi-1H-benzimidazol-2-il)

sulfinil[metil]-3,5-dimetilpiridin 1-oksid

Nec¢. F - Necistoca F - 8-Metoksi-1,3-dimetil-12-
tioksopirido[1',2"3,4]Jimidazo[1,2-a]-benzimidazol-2(12H)-on

Ne¢. G - Necistoca G - 9-Metoksi-1,3-dimetil-12-
tioksopirido[1',2"3,4]imidazo[1,2-a]-benzimidazol-2(12H)-on

NMR - Nuclear magnetic resonance - Nuklearna magnetna rezonancija
NP-HPLC - Normal phase high pressure liquid chromatography - Normalno fazna
te¢na hromatografija pod visokim pritiskom

ODS - Octadecyl silica -Silikagel sa vezanim oktadecil grupama

Ome. - Omeprazol

OVM - Ovomucoid - Glikoprotein iz belanceta

pKa - Negativni logaritam konstante disocijacije kiseline

PPIs - Proton Pump Inhibitors - inhibitori protonske pumpe

Ph. Eur. - European Pharmacopoeia - Evropska farmakopeja

PXRD - Powder X-ray diffraction - Difrakcija rentgenskog zracenja krostalnog
praha
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Pyr - Pyridine - Piridin

RHY%- Relative humidity - Relativna vlaznost vazduha

RSA - Rabbit Serum Albumin - Albumin iz seruma zeca

RP-HPLC - Reverse phase high pressure liquid chromatography - Reverzno fazna
te¢na hromatografija pod visokim pritiskom

RRF - Relative response factor- Relativni factor odgovora

RRT - Relative retention time - Relativno retenciono vreme

RSD - Relative standard deviation - Relativna standardna devijacija

SD - Standard deviation - Standardna devijacija

SIM - Selected ion monitoring - Pracenje izabranog jona

SFC - Supercritical Fluid Chromatography - Superkritiéna hromatografija
TMS - Tetramethylsilane - Tetrametilsilan

ToF - Time-of-flight - Maseni detector na bazi vremena preleta

UPLC - Ultra performance liquid chromatography - Te¢na hromatografija

ultravisokih

performansi

USP - United States Pharmacopeia - Farmakopeja Sjedinjenih americ¢kih drzava
UV / VIS - Ultraviolet/Visible - Ultraljubicasta/Vidljiva

XRD - X-ray diffraction - Difrakcija rentgenskog zracenja
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1. UVOD
1.1 Esomeprazol

Esomeprazol je hemijski 6(5)-Metoksi-2-[(S)-[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-

piridinil)metil[sulfinil]-1H-benzimidazol:

N O
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Funkcionalno, glavni deo molecule ¢ini benzimidazol, koji je bicikli¢ni
heterocikli¢ni sistem koji se sastoji od dva azotova atoma i spojenog fenilnog
prstena. Generalno, benzimidazolska jedinjenja mogu da poseduju Siroki
spektar  bioloske aktivnosti = poput antisekretornog, antibakterijskog,
antigljivi¢nog, antivirusnog, antiinflamatornog, antikonvulzivnog,
antidepresivnog, antihipertenzivnog, anelgeti¢kog i hipoglikemickog svojstva

[1].

Ispitivana supstanca bila je u obliku natrijumske soli, molekulske
formule Ci7HisN3NaO3S i molekulske mase 367.4. Ovo je (S)-enantiomer
omeprazola, najstarijeg od poznatih PPIs. Omeprazol je primer hiralne
molekule gde atom odgovoran za hiralnost nije ugljenik ve¢ sumpor.
Elektronski par koji se nalazi na atomu sumpora daje mu tertraedarsku
geometriju, poput geometrije sp3 hibridizovanog ugljenikovog atoma. Kod
sulfoksida gde su organske funkcionalne grupe vezane za sumpor medusobno

razli¢ite, sumpor postaje hiralni centar, kao s$to je prikazano na Slici 1.1

Omeprazol je supstituisano benzoimidazolsko jedinjenje koje pripada
grupi lekova poznatih kao inhibitori protonske pumpe (PPIs). Ovo su hemijska
jedinjenja cije se glavno dejstvo ispoljava u naglasenoj i dugotrajnoj redukciji
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proizvodnje stomacne kiseline. Omeprazol je prolek $to znaci da je on sam po
sebi farmakoloski neaktivan. Medutim, strogo govoreéi, on nije prolek u
pravom smislu jer ne zahtevaju enzimsku aktivaciju, ve¢ se u organizmu

hemijski transformise.

S
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Slika 1.1 Tetraedarska simetrija sulfoksida

Aktivni oblik omeprazola je ahiralni cikli¢ni sufenamid, ¢ime bi se
zakljucilo da prisustvo hiralnog centra u omeprazolu nema uticaja na njegovu
farmakolisku aktivnost. Medutim, utvrdeno je da enantiomeri omeprazola
imaju izrazito razli¢itu aktivnost. (S)-enantiomer omeprazola ima visu
bioraspolozivost u ljudskom organizmu iz razloga Sto se (R)-oblik lakse
metaboliSe u jetri i na taj nac¢in uklanja [2,3]. Esomeprazol ispoljava opti¢ku

aktivnost okarakterisanu sa [a]p?® = 42,3 ° (c = 0,5% u vodi)[4].

Sam omeprazol je vrlo tesko rastvoran u vodi, umereno rastvoran u etil i
metil alkoholu i metilen hloridu. Omeprazol natrijum je beo ili skoro beo prasak
i moze biti u kristalnom ili amorfnom obliku[5]. Omeprazol natrijum je lako
rastvoran u vodi i etil alkoholu, umereno rastvoran u propilen glikolu, vrlo
tesko rastvoran u metilen hloridu[6] [6]. PoboljSana rastvorljivost i stabilnost u
odnosu na omeprazol bazu ¢ini da se ova so koristi u raznim farmaceutskim
doznim oblicima. Dva od tri prisutna azotova atoma su sposobna da prihvate
proton, prvi na piridinskom azotu (pKal =4,61) i drugi na benzimidazolskom

azotu na kome je prisutna dvostruka veza (pKal =9,08) [5].

Postoji veliki broj patentnih reSenja koji se tice nacina sinteze opticki

Cistog esomeprazol natrijuma [7-9]. Generalno, mogu se izdvojiti tri glavna
2
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koraka koji su sadrzani u svim predloZenim putevima sinteze, Slika 1.2. U
prvom  koraku omeprazol sulfid,  (2-[[[4-(methoksi)-3,5-dimetil-2-
piridinil]metilJthio]-1H-benzimidazol) nastaje kondenzacijom 5- methoxy-1H-
benzimidazola i 2-hlorometil-4-(metoksi)-3,5-dimethil piridina. Potom, u
drugom koraku imamo asimetriénu oksidaciju sulfida, koja se moze da se
izvede na viSe nacina, i koja vodi sulfoksidu sa znacajnim enantiomernim
obogacenjem[10-13]. Ovako dobijeni materijal se dalje moZe obogacivati kroz
vise prekristalizacionih koraka vodeci opticki cistom sulfoksidu. Dalje, u
treem, poslednjem koraku sulfokid se prevodi u farmaceutski pogodniju
natrijumovu so uz pomo¢ natrijum hidroksida u metanolnom rastvoru (drugi i

tre¢i korak su redoledno izmenjivi).

CIy-o ey \»ﬁs

O-CH, O-CHj,4
Asimetri¢na
oksidacija
H3;CO
\%
O-CHj,4

a

Slika 1.2 Osnovni koraci u sintezi esomeprazol natrijuma: kondenzacijom 5-
methoxy-1H benzimidazola i 2-hlorometil-4-(metoksi)-3,5-dimethil piridina
nastaje omeprazol sulfid koji se dalje asimetricnom oksidacijom prevodi u
opticki cisti sulfoksid. Nakon ovoga se prevodi u farmaceutski pogodniju

natrijumovu so.



1.2 Farmakolosko ponasanje i mehanizam dejstva esomeprazola

Parijetalne celije su visoko specijalizovane epitelne celije locirane u
unutrasnjem sloju sluzokoZe Zzeluca. Parijetalne celije poseduju obimni
sekretorni membranski sistem i H+, K+-ATPaza je glavni proteinski sastojak
ovih membrana. Upravo dejstvom ovog enzima H+, K+-ATPaze, poznatijeg
kao protonske pumpe, se proizvodi kiselina kroz sekreciju vodonikovog jona
koja se kroz izvodne sekretorne kanalice parijetalnih ¢elija vodi u lumen Zeluca.
Najvisa koncentracija vodonikovih jona koja se dostiZze u sekretu parijentalnih
¢elija iz Zeluca grubo iznosi oko 160 mM Sto je ekvivalent pH vrednosti od 0,8.
Ona se dalje u lumenu zeluca razblazuje i u njemu se dostizu pH vrednosti od
1-3. Pri maksimalnoj brzini H+ sekrecije, H+ jon se pumpa iz krvi nasuprot

koncentracionom gradijent od 3 miliona prema 1 [14-15].

Postoje tri glavna nacina podsticanja Zzelucane sekrecije, putem
stimulatornih medijatora histamina, gastrina i acetilholina, kroz njihove
sinergisti¢ke uticaje na nivo aktivnosti H+, K+-ATPaze. Protonska pumpa je
stimulisana na sekreciju kiseline ciklicnim adenozin monofosfatom,
proizvedenog kroz akciju histamina na H> receptor. Ca*?> takode stimulise
sekreciju kiseline i njegova unutrasnje-celijska koncentracija raste kada
acetilholin i gastrin deluju na odgovaraju¢e muskarinske M3 i CCK2 receptore

parijetalne celije [16-20].

Protonska pumpa je poslednja u lancu regulacije lucenja Zeludacne
kiseline, i direktno je odgovorana za luéenje H + jona u lumenu Zeluca, sto je
¢ini idealnom za ciljno mesto inhibicije lucenja kiseline. Za razliku od H2
blokatora ili antagonista (ranitidin, famotidin, nazatidin, cimetidin...), tj. takvih
aktivnih supstanci koje se konkurentno i reverzibilno vezu za H2 receptore sa
povrsine parijentalnih celija, PPIs formiraju kovalentnu disulfidnu vezu sa

ATPazom, $to dovodi do nepovratne inhibicije protonske pumpe.



Dejstvo na ovaj zavrsni stupanj u regulaciji lucenja kiseline, kao i
nepovratni karakter inhibicije, ¢ini ovu klasu lekova daleko efikasnijom od H2
blokatora smanjujuci luc¢enje Zeludacne kiseline i do 99%. Termin "nepovratan"
se odnosi na dejstvo jedne kopije enzima, dok je efekat na ukupan ljudski
probavni sistem reverzibilan, kako se inhibirani enzimi, viemenom, zamenjuju
novim primercima. Inhibitori protnske pumpe se primenjuju u neaktivhom
obliku, nisu naelektrisani i lipofilni su, pa kao takvi lako prelaze kroz celijske
membrane u intracelularne pregrade poput kanalikulusa parijetalnih celija. Tu
u kiseloj sredini, neaktivni lek se protonuje i preureduje u svoj aktivni oblik .
Ovaj aktivni oblik se, potom, nepovratno kovalentno veZe za cisteinski ostatak
protonske pumpe kovalentnim disulfidnim mostom i nepovratno je dezaktivira.
Jedan atom sumpora u disulfidnoj vezi dolazi sa cisteinskog ostatka ATPaze a
drugi daje PPL Kako je inaktivacija ATPaze nepovratna i potpuna, PPI su
veoma potentni i dugo - delujuci terapeutski lekovi. Lucenja kiseline biva

potpuno zaustavljeno sve do trenutka ponovne sinteze novog proteina.

Farmakofora, dakle, grupa atoma u molekulu koja je odgovorna za
dejstvo leka, kod PPI-a je 2-piridilmetilsulfinilbenzimidazol. Trenutno, na
trziStu je prisutno pet prizvoda iz ove klase lekova (omeprazol, esomeprazol,
lansoprazol, pantoprazol i rubeprazol) i svi sadrze ovaj osnovni strukturni
okvir, a razlikuju se samo u prirodi supstituenata postavljenih na piridinskim i
benzimidazolskim prstenima. Priroda ovih supstituenata, njihov njegativni ili
pozitivni induktivni efekat ima znacdajan uticaj na hemijsku reaktivnost

molekula i u krajnjoj liniji na efikasnost antisekretorne akcije leka [21].

Prisutna sulfinilna grupa sama po sebi nije dovoljno reaktivna da formira
disulfidnu vezu sa cisteinskim ostacima protonske pumpe. Ona, najpre, mora
biti aktivirana kroz dve protonizacije molekua, i kasnije, spontanim
preuredenjem da bi se formirali aktivni analozi sulfenamida ili sulfenske
kiseline. Potreba za ovim aktiviranjem znac¢i da su PPI neaktivni kada se
administriraju. Medutim, oni nisu prolekovi u pravom smislu jer ne zahtevaju
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enzimsku aktivaciju. Cela aktivaciona Sema je data na Slika 1.3 i tu su

prikazane kriti¢cne hemijske transformacije koje su odgovorne za dalje dejstvo

leka.
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Slika 1.3 Reakcioni i aktivacioni put inhibitora protonske pumpe.



Aktivacija PPI-a pocinje sa dve reakcije protonizacije koje se lako
desavaju u veoma kiseloj sredini parijetalne celije. Dva od tri prisutna azotova
atoma su sposobna da prihvate proton, prvi na piridinskom azotu i drugi na

benzimidazolskom azotu na kome je prisutna dvostruka veza (Slika 1.4).

2-piridilmetil

benzimidazol

Slika 1.4 Piridilmetilsulfinilbenzimidazolska farmakofora inhibitora protonske

pumpe sa naznacenim mestima na kojima se desava protonizacija (pKal i pKa2)

Tabela1.1 pKa vrednosti razlicitih PPIs

Inhibitor protonske pumpe pKal pKa2

Omeprazol/esomeprazol  4.06  0.79

Lansoprazol 3.83 0.62
Pantoprazol 3.83 0.11
Rubeprazol 453 0.62

Za piridinski azotov atom pKa vrednost (pKai, Tabela 1.1) leZi u opsegu
iznedu 3.83 (lansoprazol i pantoprazol) i 4.53 (rubeprazol). Omeprazol (i
njegov ¢isti S-izomer esomeprazol), imaju pHa1 od 4.06. Ovakve pKa1 vrednosti

znace da je piridinski azotov atom u svim PPI gotovo potpuno protonizovan pri



niskim pH vrednostima (pH 1.3) koje su prisutne u parijetalnim ¢elijama (Bz-
PyrH+monokatjon). Strogo katjonska priroda ovog oblika obezbeduje
zadrzavanje leka ba$ na Zeljenom mestu njegovg dejstva. Drugi oblik, BzH+-
Pyr, koji je u ravnotezi sa Bz-PyrH+ monokatjonom je odgovoran za stvaranje
aktivirane forme izvodenjem intramolekularnog nukleofilnog napada na C2
poziciju benzimidazola. lako je, u ravnoteZzi, prisutano vrlo malo BzH+-Pyr
oblika, ovo je od klju¢nog znacaja za sposobnost nepovratne inhibicije
protonske pumpe, Slika 1.3. Elektron-donorske grupe (posebno na R1 poziciji),
pozitivanim induktivnim efekatom guraju elektrone na piridinski azot
povecavajuéi procenat u kome postoji Bz-PyrH+ oblik. Medutim, Sto je jo$
vaznije, ovim elektronskim obogacivanjem se povecava nukleofilni karakter
piridniskog azota u BzH+-Pyr obliku. Ovo je razlog sto elektron-donorske
grupe povecavaju stepen u kome se formiraju aktivni oblici sulfenamid i
sulfenske kiselina, koji nastaju preuredivanjem BzH+-Pyr oblika. Elektron-
akceptorske grupe ¢e imati obrnuti uticaj. Za benzimidazolski azotov N3 atom
pKa vrednost (pKa2 Tabela 1.1) je dosta niza nego za piridniski azoti lezi u
opsegu izmedu 0.11 (pantoprazol) do 0.79 (omeprazole i esomeprazol).
Lansoprazol i rabeprazol imaju identicnu pKa2 vrednost od 0.62 . Ovako niske
pKa vrednosti znace da benzimidazolski prsten protonizuje tek nakon
piridinskog prstena i kod njega je stepen protonizacije znacajno nizi.
Protonizovani N3 azotov atom (ima ga u BzZH+-PyrH+ i BzH+-Pyr, je od kljucne
vaznosti za aktivaciju PPI jer povla¢i elektrone o veze sa susednog C2 atoma
¢ineci ga veoma siromasnim elektronima. Bezimidazolski C2 biva napadnut od
strane neprotonizovanog piridinskog azota i to je on vise elektrofilan (6+) to
¢e napad biti brzi. Kako se aktivni oblik PPI stvara ovim intramolekulskim
nukleofilnim napadom, brzina kojom se ovo desava odreduje brzinu aktiviranja

leka. [21-22].



1.3 Pregled literature

1.3.1 Hemijsko ponasSanje omeprazola

U seriji od Sest radova Brandstrom i sar. opsezno ispituju hemijske
reakcije omeprazola i njegovih analoga u odsustvu i prisustvu 2-
Merkaptoetanola [23-28]. Eksperimenti su osmisljeni i fokusirani na simulaciju
in-vivo ponaSanje omeprazola i objasnjenje mehanizma njegovog dejstva gde 2-
merkaptoetanol pretstavlia model enzima ATPaze (protonska pumpa).
Razgradni proizvodi omeprazola koji se pominju u ovom opseznom
istraZivanju su proizvodi transformacije omeprazola koji se javljaju u kiseloj i
neutralnoj sredini i uglavnom razlikuju od onih koje se proucavaju u ovoj
disertaciji (prisutne procesne necistoce i objasnjenje njihovog porekla iz procesa
sinteze, oksidativni proizvodi, razgradni proizvodi supstance u ¢vrstom stanju i
njihove dalje hemijske transformacije u baznim vodenim rastvorima). Noch i
sar. (1996) [29] u cilju razjasnjenja mehanizma hemijske modifikacije
omeprazola koja vodi inhibiciji aktivnosti H+, K+-ATPaze proucavaju reakciju
omeprazole sa 2-merkaptoetanolom u kiselim uslovima (pH 3, 4, 5, 6) i izoluju
reakcioni proizvod koristec¢i preparativhu HPLC da bi ga podvrgli strukturnoj
analizi na osnovu UV, H-NMRi maseno spektrometrijskih merenja.
Brezeziska [30] je ispitivala uticaj temperature i relativne vlaznosti vazduha na
stabilnost omeprazola u ¢vrstom stanju. Promenu koncentracije sa vremenom je
pracena HPLC metodom sa UV detekcijom. IzveStena je pojava vise
degradacionih proizvoda koji su okarakterisani samo retencionim vremenima u
pomenutij metodi. Yang i sar. [31] su spektrofotometrijski odredivali pKa
vredosti omeprazola i njegovog N-metil derivata. U neutralnoj i baznoj oblasti
za omeprazol su dobijene pKa vrednosti od 7.1i14.7 . Ekpe i sar. (1999) [32] u
opseznoj studiji ispituju uticaj pH vrednosti i prisustva razli¢itih soli u
rastvorima omeprazola, lansoprazola i pantoprazola. Primetna je razlika u
stabilnosti ispitivanih komponenti kao i direktna veza stepena degradacije sa

koncentraciom H+ jona i vrste soli. Dong i sar. (2013) [33] ispituju
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degradaciono ponasanje esomeprazola odredujuc¢i degradacione proizvode
nastale pod uticajem kiselih, baznih oksidativnih fotolitickih i termalnih stres
uslova. Izrazita degradacija se javlja pod uticajem kiselih i oksidativnih stres
uslova. Baziraju¢i se na merenim m/z vrednostima i fragmentacionim

putevima degradanata prtpostavljen je degradacioni put esomeprazola.

1.3.2 NMR

Claramunt i sar. (2004) [34] u 'H i 13C NMR studiji proucavaju
ispoljavanje tautomerizma kod omeprazola u rastvorima. Odreduju ravnotezni
odnos 5-metoksi i 6-metoksi tautomera u THF od KT = 0.59 na 195K, u korist 6-
metoksi tautomera. Asignacija NMR signala samog omeprazola je vrSena
poredenjem sa dva N-metil derivata omeprazola u acetonu-dé i kroz teorijske
proracune. Takode, snimajuéi 13C i PN CPMAS/NMR spektre (2006) [35]
pokazuju i da je u ¢vrstom stanju prisutan isklju¢ivo 6-metoksi tautomer
omeprazola. Bhattai Desiraju, (2007) [36] se, takode, bave problematikom
tautomerizma omeprazola u ¢vrstom stanju ali koriste¢i metode PXRD i XRD na
monokristalu. Jip i sar. [37] detaljno proucavaju 13C NMR ponasanje nekoliko
azotnih heterocikli¢nin jedinjenja, uklju¢ujuéi Aztreonam, Omeprazol i Schiff

bazu.

1.3.3 Elektrohemijske analize

Qaisi i sar. [38] proucavaju kiselu razgradnju omeprazola u odsustvu
tiola pomocu diferentne pulsne polarografije na stati¢noj zivinoj kaplji¢noj
elektrodi. Koris¢enjem ove tehnike pradena je reakcija u rastvorima
puferovanimna pH vrednosti od 2 do 8. Diferentno pulsni polarografski signali
omeprazola i njegovih degradacionih proizvoda, za koje se veruje da su usled
reakcije na sumporu (glavno mesto elektrodne reakcije) pruzaju prednost u

odnosu na ranije koris¢enu UV spektrofotometrijsku metodu. Nakon
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identifikacije pikova, rezultujudéi struja (nA)-vreme (s) profili pokazuju da
omeprazol podleze degradaciji i daje dva glavna degradaciona proizvoda. Prvi
je cikli¢ni sulfenamid za koji se od ranije pokazalo da je aktivni inhibitor H+,
K+-ATPaze dok je drugi dimer omeprazola. Stepen degradacije je jako zavisan
od pH vrednosti rastvora. Za razliku od predhodnih studija koje izvestavaju o
vremenu zivota sulfenamida od par sekundi, ovde se pokazuje njegova
stabilnost od 5-20 minuta. McClean i sar. [39] koriste fluorometriju i UV
spektrofotometriju, teénu hromatografiju, i diferencijalno pulsnu polarogafiju u
studiji degradacije omeprazola u 10mM hlorovodoni¢noj kiselini, i daljim
reakcijama degradacionih proizvoda sa 2-merkaptoetanolom. Omeprazol i
njegovi degradacioni proizvodi mogu takode biti odredeni u farmaceutskim
formulacijama ili bioloskim fluidima koriséenjem diferencijalne pulsne
polarografije u Britton-Robinson puferskom rastvoru od pH 9. Ames and
Kovacic [40] proucavali su elektrohemijsko ponasanje omeprazola, njegovih
aktivnih metabolita i metabolita vezanih za model enzima proucavajuci
mehanizam dejstva ovog leka. Aktivni metaboliti cikli¢ni sulfenamid i
radikalske sumporne vrste pokazuju redukcioni potencijale od -0.3 i -0.2 V.
Redukcioni potencijal metabolita vezog za model enzima bio je -0.7 V, dok je za
omeprazol bio >-1.4 V. Dobijeni rezultati daju kredebilitet hipotezi da prenos
elektrona obuhvata deo nacina delovanja ovog leka. Knoth i sar. [41] proucavali
su elektrohemijsko ponasanje omeprazola elektrohemijskim metodama direktne
struje i diferencijalno pulsne hromatografije. Omeprazol je odredivan u Britton-
Robinson puferima pH 7-9 u koncentracijama do 10-5 M. Objasnjen je
mehanizam redukcionog procesa na Zivinoj kaplji¢noj elektrodi. Uz potrosnju
dva elektronai dva protona, omeprazol se redukuje do 5-metoxi-2-[(3,5-dimetil-
4-metoxipiridin-2-il)metilthio]-1H-benzimidazola koji se dalje cepa troseci
dodatnih dva elektrona i dva protona na 4-metoxi-2,3,5-trimethil piridin i 2-

merkapto-5-methoksi benzimidazol.
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1.3.4 Hromatografija na tankom sloju

Agbaba i sar. [42] razvili su HPTLC metodu za odredivanje omeprazola,
pantoprazola, i njihovih necistoéa omeprazol sulfona i N-metilpantoprazola u
aktivnim farmaceutskim supstancama. Mobilna faza hloroform-2-propanol:25%
amonijak-acetonitril (10.8:1.2:0.3:4), omogucuje zadovoljavajuce razdvajanje za
potencijalne necistoce, prisutne u velikom visku pomenutih aktivnih supstanci.
Koficijent korelacije (r > 0.998), rikaveri (90.7-120.0%), i detekcioni limit (0.025-
0.05%) su potvrdeni. Metoda se pokazala pogodnom za kvantitativne analize i

kontrolu ¢istoce ovih supstanci.

1.3.5 Tec¢na hromatografija

Sluggett i sar.(2001) [43] izvestavaju osetljivu HPLC metodu za
odredivanje omeprazola i tri sli¢ha benzimidazola uz kulometrijsku detekciju.
Koriséen je elektrohemijski detektor i kulometrijska detekcija je izvedena na
+800 mV koriste¢i elektrodu od poroznog grafita. Kulometrijska detekcija se
pokazala potencijalno selektivnija i osetljivija od UV detekcije i primenjiva je u
odredivanju niskih koncentracionih nivoa omeprazola i njemu odgovarajucih
necistoca, degradanata i metabolita. Iuga i sar. [44] razvili su i validirali
gradijentnu reverzno faznu HPLC metodu za odredivanje omeprazola i
njegovih procesnih necistoéa (oznacene kao necistoce A, B, C, D, G, H).
Hromatografsko razdvajanje postignuto je koriS¢enjem Zorbax Extend C18
kolone (150mmx4.6 mm, 5pm). Mobilna faza A bila je smesa 1% trietilamina u
vodi ¢ija pH vrednost je podeSena na pH 9.5: acetonitril 90:10, dok je kao
mobilna faza B koriSéen C(isti acetonitril. Gradijentni program bio je:
Omin(18%B), 7.2min(18%B), 10.5min(50%B), 12min(50%B), 16min(18%B) and
18min(18%B) pri protoku od 0.8 mL/min. Detekcija je bila spektrofotometrijska
na 280 nm. Nije postignuto medusobno razdvajanje necisto¢e Di Gi ova druga

je izbacena iz dalje evaluacije kao razgradni proizvod koji se javlja sa manjom
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verovatnocom. Metoda je dalje validirana za sve pomenute necistoée izuzev
necisto¢e G. Metoda se pokazala jednostavnom, brzom, selektivnom i dovoljno
ta¢nom za pracenje stabilnosti omeprazola u farmaceutskim doznim oblicima i
samoj aktivnoj supstanci. Nandipati i sar. (2012) [45] razvijaju brzu UPLC
metodu za odredivanje omeprazola. Hromatografsko odvajanje je postignuto
na Zorbax Extend C18, 4.6 x 50mm 1.8pm koloni koris¢enjem izokratskog
eluranja mobilnom fazom u ¢iji je sastav ulazi 0.02M kalijum dihidrogen fosfat
(KH2PO4), 0.003M dikalijum hidrofen fosfat u 60:40 v/v odnosu sa
acetonitrilom, pH 7.4 podesen kalijum hidroksidnim rastvorom. Protok je bio
podeSen na 1.0ml min—-1, a detekcija na 302 nm. Dong i sar. (2012) [46]
ispitivali su degradaciono ponasanje esomeprazola pod uticajem kiselih,
baznih, oksidativnih, fotolitickih i termalnim stres uslova. U koris¢enim HPLC
metodama uocili su znacajni uticaj hemijskih vrsti koris¢enih u pripremi pufera
za mobilnu fazu. U odnosu na istovetno gradijentno odvajanje koris¢enjem iste
pH vrednosti amonijum acetatni pufer/acetonitril mobilna faza pokazala se
efikasnijom u odnosu na fosfatni pufer/acetonitril mobilne fazu. Nalwade i sar.
(2012) [47] izvesStavaju o novoj gradijentnoj reverzno-faznoj UPLC metodi za
odredivanje esomeprazol magnezujuma i sedam njegovih necisto¢a. Odvajanje
je postignuto na Acquity BEH C18, 50mmx2.1mm, 1.7pm koloni koris¢enjem
mobilne faze A (0.04 M glicine pH 9.0 pufer) i mobilne faze B (smesa
acetonitrile i vode u odnosu water 90: 10 (v/v)); pri protoku od 0.21 mL min-1 i
detekciji na 305nm. Esomeprazol magnezijum je degradiran koris¢enjem kiselih,
baznih, oksidativnih, fotolitickih i termalnim stres uslova. Degradacioni
proizvodi su bili dobro odvojeni od glavnog pika i njegovih necistoca
dokazujuéi izuzetnu selektivnost metode. Borges i sar. (2010) [48] razvijaju
ultra-brzu HPLC metodu za analizu omeprazola, njegovih metabolita 5-
hidroksiomeprazola i omeprazol sulfona. Odvajanje postignuto na monolitnoj
Chromolith Fast Gradient RP 18 koloni, 50 mm x 2.0 mm, kori§¢enjem mobilne
faze A: 0.15% (v/v) trifluorosiréetna kiselina u vodi i mobilne faze B: 0.15%

(v/v) trifluorosiréetna kiselina acetonitrile uz linearni gradijent od 5 do 90% B u
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1 minuti pri protoku od 1.0 mLmin-1 i detekciji na 220 nm. Ribani i sar. [49]
bave se problematikom razli¢itih literaturno sugerisanih metodologija za
odredivanja detekcionih i kvantifikacionih limita analita u hromatografskim
metodama. Osnovni cilj ovoga rada bio je da se primene ove razlicite
metodologije u kvantitativnom odredivanju omeprazola i njegovih necistoca
(sulfon omeprazolai5-hidroksi omeprazol). Na ovom primeru pokazali su da je
procena LD and LQ bazirana na parametrima izvedenim iz linearne regresije
kalibracionih kriva analita mnogo pouzdanija nego standardna metoda odnosa
signala i Suma. Razvili su i validirali hromatografsku metodu za odredivanje
necistoa omeprazola uz radvajanje postignuto na Novapak C-18 (150mmx3.9
mm [ D) koloni uz mobilnu fazu voda: acetonitril (75:25 v/v) pH 7.0 (podesen
fosfornom kiselinom i amonijum hidroksidom) pri protoku od 1.0 ml/min i
temperaturi od 30°C. El-Sherif i saradnici (2006) [50] predloZili su jednostavnu,
selektivnu i osetljivu reverzno-faznu izokrtasku HPLC metodu za kvantitativno
odredivanje omeprazola, lansoprazola i pantoprazola u prisustvu njihovih
degradacionih proizvoda koji se javljaju u kiselim uslovima. Komponente su
pracene na 280 nm uz razdvajanje na Waters Nova-Pak C18 koloni uz mobilnu
fazu koja je bila 0.05 M kalijum dihidrogen fosfat:metanol:acetonitril (5:3:2
v/v/v). Postignuto je razdvajanje ove tri glavne komponente od sedam glavnih
degradacionih proizvoda. Oblas linearnosti za omeprazol bio je 2-36 mg/ml.
Rikaveri za omeprazol bio je 100.5 £0.8% uz limit detekcije od 0.54 mg/ml. Za
odredivanje omeprazola u prasku za injekcije i peletama Schubert i sar. [51] su
razvili i validirali reverzno-faznu HPLC metodu. Koris¢éena je C18 250 x 4.6
mm id, 5 pm kolona uz metanol:voda (90: 10, v/v) mobilnu fazu pri protoku od
1.5 mL/min uz detekciju na 301 nm. Validacijom je ustanovljena
zadovoljavajuc¢a linearnost, preciznost, tacnost i rigidnost metode. Odgovor je
bio linearan u opsegu od 32-48 pg/mL. Ekpe i Jacobsen [52] razvili su HPLC
metodu za istovremenu kvantifikaciju tri komponente (omeprazol, lansoprazol
and pantoprazol) i odredili uticaj razlic¢itih soli i pH vrednosti na stabilnost

oava tri PPIs. Komponente su pracene na 280nm koris¢enjem Zorbax Eclipse
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XDBC8 (5pm, 150 cmx4.6mm i d) i mobilne faze koja se sastojala od 70:30
fosfatnog pufera:acetonitril sa pH vrednoséu podesenom na 7.0 fosfornom
kiselinom. Persson i sar. [53] odreduje omeprazol i tri njegova metabolita,
sulfon (H 168/ 66), sulfid (H 168/22) i hidroksi metabolit (H 195/80), u plazmi i
urinu te¢nom hromatografijom. Komponente su ekstrakovane iz bioloskih
uzoraka i ektrakti su analizirani teénom hromatografijom, direktno ili nakon
otparavanja organskog rastvaraca i rastvaranja u polarnoj mobilnoj fazi. Eluent
iz kolone je pra¢en UV spektrofotometrijski na 302 nm. Amantea i Narang [54]
su koristili reverzno faznu HPLC metodu za kvantifikaciju omeprazola i
njegovih metabolita iz krvne plazme. U uzorke krvne plazme je dodavan interni
standard (5-methil analog omeprazola), dihlormetan, heksan, i 0.1M karbonatni
pufer (pH 9.8). Nakon centrifugiranja, organski sloj je otparavan do suva i suvi
ostatak rastvaran u mobilnoj fazi [metanol-acetonitril-0.025 M fosfatni pufer
pH 7.4 (10:2:13)] i injektovan u HPLC sistem sa Beckman Ultrasphere C8, 5 pm
kolonom (150 x 4.6 mm id) . Protok mobilne faze bio je 1.1 ml/min sa
detekcijom na 302 nm. Kalibraciona kriva je linearna do 200 ng/ml, a limit
detekcije bio je 5, 10, and 7.5 ng/ml za omeprazol, omeprazol sulfon, i
omeprazol sulfid. Motevalian i sar. [55] razvili su HPLC metodu za odredivanje
omeprazola i njegovih glavnih metabolita u krvnoj plazmi uz njihovo
koncentrovanje ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi. Eluent injektovan u HPLC sistem
sa pBondapak C18 reverno faznoj koloni (4.6 mm -250 mm, 10 pm). Mobilna
faza se sastojala od 0.05 M fosfatnog pufera (pH 7.5) i acetonitrila (75:25) pri
protoku od 0.8 ml/min. UV detekcija na 302 nm. Srednji rikaveri je bio vedi od
96% uz linearni opseg od 50 do 2000 ng/ml. Detekcioni limiti su bili 10, 10,1 15
ng/ml za omeprazol, omeprazol sulfon, i hidroksiomeprazol. Garcia-Encina i
sar. [56] koristili su automatizovani sistem za ekstrakciju na ¢vstoj fazi i HPLC
sa UV detekcijom za odredivanje omeprazola u krvnoj plazmi. Ekstrakcija je
vrSsena na C18 SPE kolonama, i nakon prociséavanja omeprazol je eluiran
mobilnom fazom na Inertsil ODS-2 kolonu. Ustanovljena je linearnost u opsegu

od 5 and 500 ng/ml uz rivkaveri veéi od 88% uz limit detekcije od 5 ng/ml.
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Metoda je koris¢ena za odredivanje omeprazola u krvnoj plazmi u sklopu
studije bioekvivalentnosti.Zarghi i sar. [57] razvili su HPLC metodu za
kvantifikaciju omeprazola iz krvne plazme u kojoj se koristi monolitna
Chromolith Performance (RP-18e, 100 x4.6 mm) u izokratskom modu sa 0.01
mol/1 dinatrijum hidrogen fosfatom : acetonitril (73:27) i pH vrednoscu
podeSenom na 7.1. Detekcija je bila UV na 302 nm. Kalibraciona kriva bila je
linearna u opsegu od 20-1500 ng/ml. Murakami i sar. [58] razvili su i validirali
osetljivu  HPLC metodu za kvantifikaciju omeprazola u tabletama sa
kontrolisanim otpustanjem. Analize su izvedene na RP-C18 koloni sa UV
detekcijom na 280 nm. Mobilna faza je bila fosfatni pufer pH 7.4: acetonitril
(70:30) pri protoku od .5 ml/min. Ispitivani parametri u validacionom procesu
bili su linearnost, kvantifikacioni limit, ta¢nost, specificnost i preciznost.
Ekcipijensi iz formulacije ne interferiraju sa analitom i rikaveri je bio
kvantitativan. Rezk i sar. [59] razvili su i validirali reverzno-faznu HPLC
metodu za kvantitativno odredivanje omeprazole i njegova tri metabolite iz
krvne plazme. U metodi je postignuto razdvajanje cetri komponente,
omeprazola, hidroksiomeprazola, omeprazol sulfona, omeprazol sulfida i
internog standard u 17 minuta. Metod je validiran za opseg od 2-2000 ng/ml.
Koris¢ena je Zorbax C18 (150 x 3 mm, 5 pm) sa Zorbax C18 (12.5 x 4.6 mm)
pretkolonom. Mobilna faza A bila je 22mM fosfatni puffer, sa pH podeSenim na
6.0 razblazenim natrijum hidroksidom : methanol (90:10). Mobilna faza B je bila
smesa fosfatni pufer : acetonitril : methanol (10:80:10). Protok je bio 0.55
ml/min i detekcija na 302 nm. Shimizu i sar. [60] opisuju HPLC metodu sa
kolonskim prebacivanjem za odredivanje omeprazola, 5-hidroksiomeprazola,
omeprazol sulfona. Omeprazol, njegova dva metabolita i lansoprazol, kao
interni standard, su egstrakovani iz krvne plazme, uz predhodno njeno
podizanje pH vrednosti, koriséenjem smese dietil etar: dihlorometan (45:55).
Ekstrakt je injektovan na prvu kolonu (TSK-PW, 10 pm, 35x4.6 mm) za ¢isé¢enje
uz mobilnu fazu fosfatni pufer:acetonitril (10:80) pH 7.0. Nakon prebacivanja

na drugu kolonu (Inertsil ODS-80A, 5 pm, 150x4.6 mm) odvajanje je vrSeno
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mobilnom fazom fosfatni pufer:acetonitril:methanol (65:30:5) pH 6.5. Detekcija
je bila na 302nm. Validirani opseg ove metode bio je 3-2000 ng/ml za
omeprazol, 3-50 ng/ml za 5-hidroksiomeprazol, i 3-1000 ng/ml for omeprazol

sulfon.

1.3.6 Elektroforeza

Berzas Nevado i sar. (2013) [61] razvijaju novu metodu, kapilarna
elektroforeza (CE) sa MS detekcijom koju koriste u pracenju procesa degradacije
omeprazola i pojave degradacionih proizvoda u vodenim rastvorima.
Koris¢enjem elektrosprej jonizacione masene spektrometrije u negativhom
modu predloZene su strukture nekih od degradacionih prizvoda koji se javljaju
pri ispitivanim uslovima. Perez-Ruiz i sar. (2006) [62] opisuju osetljivu metodu
koja uklju¢uje automatizovanu SPE proceduru i kapilarnu elektroforezu sa UV
detekcijom. Omeprazol, hidroksiomeprazol i omeprazol sulfon magu biti
odvojeni micelarnom elektrokinetickom hromatografijom koriste¢i 20 mM
boratni pufer i 30mM Natrijum dodecil sulfat, pH 9.5 kao elektrolit. Izolacija
OMP i njegovih metabolita iz krvne plazme je automatizovana koristeci
originalnu SPE proceduru sa SPE kertridZzima sa povrsinski modifikovanim
strendivinilbenzenskim polimerom. Bonato i sar. (2004) [63] razvili su dve
metode, HPLC i kapilarnu elektroforezu za enantioselektivhu analizu
omeprazola u farmaceutskim formulacijama. (R)- and (S)-omeprazol su
egstrakovani iz komercijalno dostupnih tableta koris¢enjem metanol: NaOH
2.5M (90:10). Hiralno HPLC odvajanje dobijeno je na Chiralpak AD koloni
koris¢enjem smese heksan:etanol (40:60) kao mobilna faza i detekcijom na 302
nm. Procedura za kapilarnu elekrtoforezu je ukljucivala tri procentni sulfovani

ciklodekstrin u 20 mmol/L fosfatnom puferu, pH 4.0 i detecijom na 202 nm.
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1.3.7 Hiralno selektivna te¢na hromatografija

Balmer i sar. [64] odvajaju dva enantiomera omeprazola na tri razlic¢ite
stacionarne faze sa imobiliziranim proteinom (Chiral- AGP sa a-1
glikoproteinom, Ultron ES-OVM sa ovomucoid proteinom, i BSA koji je bio
prikacen na 3-aminopropil siliku koriséenjem N-sukciniimidil karbonata.
Mobilna faza (1 ml/min) bila je fosforni pufer pH 3.0 sa 10% 2-propanola.
Takode, enantiomeri su odvojeni na Chiralpak AD (hiralna faza bazirana na
amilozi), sa mobilnom fazom etanol-heksane (1:4) pri 1 ml/min. Enmark i sar.
(2012) [65] obimno proucavaju odvajanje enantiomera omeprazola na nekoliko
razli¢itih hiralnih stacionarnih faza. Takode, na tri razli¢ite kolone pakovane sa
silikom modifikovanom sa amiloza tris 3,5-dimethil phenil carbamatom (5, 10
and 25 pm) optimizovali su efikasnu hiralno selektivhu metodu za preparativne
namene. Vyas i sar. (2011) [66] razvijaju normalno-faznu hromatografsku
metodu za enentioselektivne analize omeprazola u gastro-rezistentnim
farmaceutskim formulacijama. Odvajanje je postignuto na Chiralcel OD-H
analitickoj koloni (250mm x 4.6 mm, 5pm) uz mobilnu fazu 85% of n-heksana,
8% metanola i 7% a smese izopropil alkohola i etil alkohola (85:15, v/v). UV
detection je bila na na 30lnm. Zanitti i sar. (2010) [67] na hiralno selektivnoj
Chiralpak IA koloni uz mobilnu fazu koja se sastojala od smese methil tert-
butileter-ethil acetat-etanol-diethilamin 60:40:5:0.1 (v/v/v/v) kontrolisu
enantiomersku ¢isto¢u esomeprazola u prisustvu hiralnih i ahiralnih ne¢istoca.
Orlando i Bonato [68] razvili su HPLC metodu za odvajanje i kvantifikaciju
omeprazola u krvnoj plazmi. Ekstrakcija analita iz krvne plazme vrSena je na
C18 SPE kolonama, a hiralno selektivno odvajanje postignuto na a Chiralpak
AD koloni uz mobilnu fazu etanol-heksane (70:30) pri protoku od 0.5 ml/min.
Detekcija je bila UV na 302nm. Metoda linearna u opsegu 10-1000 ng/ml za
svaki od enatiomera, uz kvantifikacioni limit od 5 ng/ml. Preciznost i tacnost je
pokazana i bila su sa RSD manjim od 10%. Cass i sar. (2003) [69] koristi

direktno injektovanje krvne plazme u HPLC metodi sa hiral-hiral kolonskim
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prebacivanjem u odredivanju enantiomera omeprazola. BSA na oktil koloni je
koriséen za prvu dimenziju razdvajanja analita od bioloskog matriksa.
Enantiomeri omeprazola su eluirani sa ove kolone na amiloznu tris (3, 4-
dimetilfenilkarbamat) hiralnu kolonu koriste¢i ventil za prebacivanje i dalje
odvajanje je postignuto mobilnom fazom acetonitril-voda (60:40 v/v) uz
detekciju na 302 nm. Kanazawa i sar. [70] u studiji proucavanja enzima
CYP2C19 , odreduju enantiomere omeprazola iz krvne plazme koristeci
Chiralpak AD-RH kolonu i cirkularni dihroizam i UV detekciju nakon njihove
ekstrakcije SPE procedurom. Lobenhoffer i sar. (2007) [71] razvili su LC-MS/MS
metodu kojom mogu da se kvantifikuju omeprazol i njegova dva glavna
metabolita (5-hidroksiomeprazol i omeprazol sulfon) enantioselektivno iz krvne
plazme koristec¢i ekstrakciju na ¢vrstoj fazi i normalno-fazno HPLC odvajanje
uz APPI tandem masenu spektrometriju. Enantioselektivho odvajanje
postignuto je na Reprosil Chiral-CA 5 pM 250 mm x 2 mm koloni. Raniji radovi
[72-74] na enantioselktivnosti omeprazola i 5-hidroksiomeprazol sugerisu
upotrebu kolona sa hiralnim stacionarnim fazama dizajniranim za karboksilne

kiseline i rade u normalno-faznom modu.

1.3.8 UV-Vis spektrofotometrija

Rajic i sar. (2003) [75] koriste UV derivativhu spektrofotometriju u
odredivanja omeprazola, = omeprazol sulfona, pantoprazola i N-metil
pantoprazola u 4%(v/v) amonijaku u metanolu, gde je potrebna spektralna
rezolucija analita postignuta koriste¢i 1D304,1D307, 1D291.5 and 1D296.5.
Castro i sar. (1999) [76] razvili su spektrofotometrijsku metodu u kojij se koristi
prvi izvod spektara za odredivanje omeprazola u vodenim rastvorima u toku
studije stabilnosti. Derivativna procedura bazirala se na linearnoj vezi izmedu
koncentracije omeprazola i prve amplitude na 313 nm. Opisana metoda se

pokazala 2.59 puta osetljivijom od HPLC metode sa kojom su je uporedivali i
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dovoljno selektivnom u odnosu na proizvode razgradnje koji su se javljali.
Riedel i Leopold (2005) [77] ispituju degradaciju omeprazola u rastvoru sa
prisutnim organskim polimerima koris¢enjem UV spektroskopije i uporeduju
rezultate dobijene u prethodnoj studiji gde je koris¢ene HPLC metoda. UV-
VIS spektri su snimani neposredno nakon pripreme rastvora i posle 180
minuta. Promena apsorbance je pracena kao razlika apsortivnosti na 305 nm.
Degradacija omeprazole usled kiselinskih grupa polimera se manifestovala
pomeranjem apsorpcionog maksimulma ka nizim talasnim diZinama a time i

smanjenjem apsortivnosti na 305 nm.

1.3.9 Sprega tecne hromatografije i masene spektrometrije, LC-MS, LC-
MS/MS

Hofmann i sar. (2006) [78] izvestavaju o razvoju osetljive HPLC- ESI -
MS metode za odredivanje omeprazola i njegovih glavnih metabilita 5-
hidroksiomeprazola and omeprazol sulfona u krvnoj. Razdvajanje je postignuto
na ProntoSil AQ, C18 koloni koris¢enjem gradijenta sa 10 mM amonium
acetatom u vodi (pH 7.25) i acetonitrilom. Maseni spektrometar je bio u modu
odabranog jona koriste¢i MH+ jone, m/z 346 za omeprazol, m/z 362 za 5-
hidroksiomeprazol i omeprazol-sulfone i m/z 300 za interni standard (2-{[(3,5-
dimethilpiridine-2-il)methil|thio}-1H-benzimidazol-5-il)metanol. Tolonen i sar.
(2006) [79] Izvestavaju o jednostavnoj i efikasnoj metodi za odredivanje
izmenjivih protona iz metabolita lekova koriste¢i postkolonsku infuziju
deutrijum dioksida u LC/MS eksperimentima sa elektrosprej jonozaciom i
spektrometrom na bazi vremena preleta. Lociraju izmenjive protone u velikom
broju analita: hidroksilni, amino, tiolski i karboksilni protoni mogu se lako
razabrati poredenjem m/z vrednosti posle H/D-izmene koja se deSava izmedu
HPLC kolone i elektrosprej jonskog izvora. Metoda je primenjena u studiji

metabolita omeprazola zajedno sa preciznim masenim podaciima dobijenim
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spektrometrijskim eksperimentima masenim detektorom na bazi vremena
preleta. Woolf i Matuszewski (1998) [80] razvijaju metodu za istovremeno
odredivanje omeprazola and 5-hidroxiomeprazola iz krvne plazme. Nakon SPE
precis¢avanja analiti su hromatografski analizirani na Zorbax XDB-C8 50 mm x
4.6 mm koloni uz mobilnu fazu koja je bila sac¢injena od smese acetonitril- voda
(21:79, v/v) sa 10 mM amonijum hidroksidom. Tandemski instrument Sciex
API IlI+ sa APCI jonski izvorom je koris¢en u pozitivnom MRM modu
koriséenjem sledecée prekurzor-proizvod kombinacije m/z 362-->214, 346-->198
i 316-->147 da bi detektovali 5-hidroxiomeprazol, omeprazol i interni standard.
Hultman i sar. [81] razvili su LC- MS/MS metodu za kvantitativno odredivanje
esomeprazole i njegova dva glavna metabolite -hidroksiesomeprazola i
omeprazol sulfona iz krvne plazme. Analiti i njihov interni standard su
egstrakovani iz krvne plazme u smesi metil tert-butil etar:dihlormetan (3:2).
Nakon uparavanja i rastvaranja, analiti su odvojeni na reverno-faznom tecnom
hromatografijom i mereni masenom spektrometrijom u pozitivnom modu uz

jonizaciju pri atmosferskom pritisku.

1.4 Koriséene fizickohemijske metode

141 Tec¢na hromatografija (HPLC)

Te¢na hromatografija je hromatografska metoda razdvajanja hemijskih
supstanci na osnovu njihove distribucije izmedu c¢vrste stacionarne i te¢ne
mobilne faze. Utemeljiva¢i moderne hromatografije, Martin i Synge [82] su bili
svesni jo$ 1941, u teoriji, da za stacionarnu fazu postoji zahtev za $to manjim
Cesticama, i time je neophodan visoki pritisak za upumpavanje mobilne faze
kroz kolonu. To je upravo osnova, tecne hromatografije visokih performansi,

koja spada u novije analiticke tehnike i nezamenjiva je separaciona metoda.
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Koriséenje visokog pritiska povecava linearnu brzinu i daje komponentama

manje vremena za zadrZzavanje, $to poboljSava rezoluciju hromatograma.

Kod HPLC na  reverznim fazama = (RP-HPLC)  Kkoriste
se nepolarne stacionarne faze uz polarnu mobilnu fazu. Nepolarna stacionarna
faza je najcesce je od silikatnog materijala, ¢ija je povrSsina modifikovna
vezivanjem razlic¢itih nepolarnih molekula. Kako je mobilna faza polarna,
vreme zadrzavanja je duZe za nepolarnije supstance. Princip razdvajanja bazira
se uglavnom, na hidrofobnim intereakcijama, koje su rezultat koje su rezultat
odbijajucih sila izmedu polarnog rastvaracai relativno nepolarne supstance
koja se analizira i nepolarne stacionarne faze. Vreme zadrzavanja se povecava
dodatkom polarnih rastvaracau mobilnu fazu a smanjuje se dodatkom
hidrofobnih rastvaraca. Na brzinu eluiranja uticei pH, zbog mogucnosti
promene polarnosti supstance. Zbog toga se c¢esto u mobilnu fazu
dodaju puferi. Kolone za RP-HPLC ne bi trebalo koristiti sa jakim bazama, zbog
mogucnosti razgradnje silikatnih cestica. Moguce je koristiti i gradijentno
eluiranje, $to podrazumeva promenu sastava mobilne faze u toku eluiranja.
Unosenjem male zapremina uzorka u tok mobilne faze, na osnovu specifi¢nih
hemijskih i fizickih interakcija, dolazi do razli¢itog zadrzavanja komponenti
smesSe. Vreme zadrzavanja zavisi od prirode supstance koja se analizira,
stacionarne faze i sastava mobilne faze. Vreme za koje se supstanca eluira (dode
do kraja kolone) naziva se retenciono vreme i one je karakteristicno za

odredenu supstancu.

RP-HPLC je mo¢na separaciona metoda kojom je moguce razdvojiti
smesu velikog broja medusobno sli¢nih komponenti. Hromatogram direktno
nosi kvalitativnu i kvantitativnu informciju: svaka komponenta smese ima sebi
svojstveno retenciono vreme, pod datim uslovima hromatografisanja; povrsina i
visina signala su proporcionalne kolic¢ini odgovarajuce supstance. Ova metoda
separacije je vrlo efikasna, tj., vodi odliénom razdvajanju velikog broja

komponenti u vrlo kratkom vremenu.
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1.4.2 Hiralno selektivna te¢na hromatografija

U nekim molekulima, kada su za ugljenikov atom vezane cetri razlicita
atoma ili grupa, ovakav raspored oko centralnog atoma ¢ini celu molekulu
asimetricnom. Ovakve molekule mogu postojati u dva oblika koji se
medusobno razlikuju u njihovoj trodimenzionoj konfiguraciji i odnose se
medusobno kao slika u ogledalu. Oni se nazivaju optickim izomerima (jer imaju
sposobnost rotacije polarizovane svetlosti) ili stereoizomerima ili
enantiomerima ili enantiomorfima ili antipodima ili hiralnim molekulama.
Jedinjenje sa 50:50 odnosom enantiomera naziva se recematskom smesom. U
nehiralnom okruZzenju, enantiomeri imaju iste hemijske i fizicke osobine. Jo$
tridesetih godina proslog veka Easson i Stedman [83] postavljaju temelje
razumevanju razlika u farmakoloskoj aktivnosti hiralnih izomera koje su
posledica njihove stereohemije. Autori opisuju razlike u bioafinitetu
enantiomera ka receptoru kao posledicu postojanja tri neekvivalentna mesta
vezivanja. Enatiomer koji interaguje sa sva tri mesta vezivanja se zove eutomer
(aktivni enantiomer), dok drugi koji mozZe interagovati sa manje od tri mesta u
isto vreme, zove se distomer (neaktivni enantiomer). Metabolicki ili regulacioni
procesi vodeni biloskim sistemima su osetljivi na stereohemiju, i razliciti
odgovori mogu biti uoceni porededi aktivnosti para enantiomera. Ove razlike
mogu biti ispoljene u razli¢itim distribucionim odnosima, metabolizmu i
njihovoj eliminaciji, u antagonistickoj akciji jednog u odnosu na drugi, ili

toksikoloskim osobinama.

Hromatografsko odvajanje enantiomera se bazira na koris¢enju hiralnog
selktora bilo u mobilnoj fazi (hiralni aditiv dodat u mobilnu fazu) ili u
stacionarnoj fazi (CSP). U slucaju hiralnih stacionarnih faza, hiralni selktor je
hemijski vezan, presvucen ili apsorbovan na pogodan ¢vrsti nosac¢. ReSenje sa

hiralnim selktorom u mobilnoj fazi je, generalno, skuplje, uzimajuéi u obzir

23



veliku koli¢inu hiralnog selektora potrebnu za pripremu mobilne faze koji na

kraju biva nepovratno odbacen.

Hromatografske metode koje se najcesce koriste u hiralno selektivnim
analizama jesu gasna i te¢na hromatografija. Najvaznije te¢no-hromatografske
metode kod kojih se postize hiralna selektivnost jesu te¢na hromatografija
visokih performansi (HPLC), sub i superkriticna hromatografija (SFC),
kapilarna elektrohromatografija (CEC) i hromatografija na tankom sloju (TLC).
HPLC je hromatografski mod razdvajanja koji se najcesce koristi (90%
aplikacija) u hiralno selektivnim analizama. Gotovo svi poznati hiralni selktori
su na raspolaganju u obliku dostupnih HPLC kolona, od kojih su neke kolone
predvidene za normalno faznu, neke za revezno faznu a neke za oba moda
te¢ne hromatografije. Mehanizam hiralnog razdvajanja je medusobno sli¢an kod
svih hiralnih selektora. Bazira se na pruzanju hiralne povrSine enantiomerima,
koji sa selektorima formiraju privremene komplekse, koji imaju razlicite
energije vezivanja. Ovi privremeni kompleksi su stabilisani intereakcijama
razli¢ite prirode, poput vodoni¢nih veza, - i1, dipol-indukovani dipol, jonskim
i sterickim intereakcijama. I slabije sile kao van der Valsove i transfer
naelektrisanja mogu igrati ulogu u mehanizmu hiralnog prepoznavanja izmedu
hiralnog selektora i enantiomera. Hiralne stacionarne faze mogu se bazirati na
hiralnim selektorima koji mogu biti polisaharidi, ciklodekstrini, proteini,
makrocikli¢ni glikopeptidni antibiotici, ligandni izmenjivaci, Pirkleovi alkoholi

ili cikli¢ni etari.

U ovom radu od posebnog interesa su hiralni selektori bazirani na
proteinima. Proteini su prirodni polimeri amino kiselina, koje su same hiralne
molekule, sa izuzetkom glicina. Glikoproteini sadrZe i vezane Secere. Proteinski
polimeri javljaju se u uvijenom obliku usled razli¢itih intramolekulskih
vezivanja. Ova vrsta uvijene tro-dimenzione strukture proteina ¢ini ih
enantioselktivnim. Enantioselktivne intereakcije izmedu malih molekula i
proteina u bioloskim sistemima su poznate i temeljno proucavane [84]. Imajudi
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na umu enantioselektivnu prirodu proteina, Stewart i Doherty [85] [85][12]
punili su hromatografske kolone sa albuminom iz govedeg seruma (BSA) na
sucinoilaminoehil agarozi i uspesno odvojili enantiomere DL-triptofana.
Kasnije, BSA je vezivan na sefarozi i neki od recemata su odvajani koris¢enjem
te¢ne hromatografije pri niskim pritiscima. Ovako pravljene hromatografske
kolone rezultovale su dobrom hiralnom rezolucijom, ali efikasnost kolona bila
je losa, sto je rezultovalo daljim razvojem hiralno selektivnih stacionarnih faza
baziranim na proteinima [86-88]. Ovajrazvoj se sastojao u imobilizaciji proteina
na ¢vrstim nosa¢ima poput silika gela. Proteini su kovalentno vezivani za
povrsinu sferi¢nih pakovanja od silika gela (Siroko koris¢enog nosaca u te¢noj
hromatograiji) koriste¢i brojne sinteticke procedure za to. Ovakve kolone su
uspesno koriSéene za hiralno razdvajanje velikog broja recemata koris¢enjem

te¢ne hromatografije pri visokim pritiscima.

Danas se kao hiralni selektori u te¢noj hromatografiji uspesno se koriste
albuminski proteini (BSA, HAS, RSA i GPSA), al-acid glikcoprotein (AGP),
ovomucoid (OVM), ovotransferin, avidin, tripsin (CT), i pojedini enzimi poput
himotripsina, riboflavina, lizozima, pepsina, amiloglucosidase, dakle, svi su
proteini zivotinjskog porekla [89]. AGP ili orosomucoid je protein iz krvne
plazme ¢oveka prisutan u koncentraciji od 55-140 mg/mL. On je glikoprotein
sa 181 amino kiselina i ima molekulsku masu od 41 000. On je prirodno kisele
reakcije, sa izoelektricnom tackom na pH 2.7. Stabilan je protein sa dva
disulifidna mosta. Takode sadrzi 40 ostatka siali¢ne kiseline. Ovi ostaci vezu
jedinjenja amonija¢nog tipa pri neutralnim pH i knju¢ni su za enantioselektivne
procese. Generalno, hiralno prepoznavanje na proteinima je kompleksan
proces. Najces¢e intereakcije ukljuéane u hiralnom prepoznavanju na
proteinima jesu nepolarne, dipolne ili kulonovske intereakcije, vodoni¢ne veze,
i stericki efekti [90-91]. Kramer i sar. [92] uocili su i prepoznali hidrofobne
dZepove kao vezivajuca mesta na AGP proteinu. Haupt i sar. [93] prezentirali

su model zadrzavanja felodipina na AGP i model assumed pretpostavlja
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prisustvo dva razli¢ita stereoselektivna mesta za dva razli¢ita enatiomera.
Postoje i jake indicije da ostaci sailic kiseline imaju udela u hiralnom
razdvajanju [89, 94-96]. Uprkos svim ovim studijama, ta¢ni mehanizam hiralnog
razdvajanja na AGP proteinu nije poznat, pre svega usled nedovoljnog

poznavanja tercijalne strukture proteina

Hiralno selektivno razdvajanje na kolonama koje sadrze AGP uspesno se
primenjuje pre svega na baznim komponentama ali je moguce i za kisele i
neutralne komponente. Najcesce se koriste mobilne faze koje su sacinjene od
puferovanih vodenih sistema sa organskim modiajerima u odredenom,
pogodnom odnosu. Jedna od glavnih prednosti hiralno selektivnih stacionarnih
faza baziranim na proteinima jeste da se hiralna hromatografija izvodi u
reverzno-faznom modu, tj da se koriste vodene vodene mobilne faze i ovo
pruza Siroke mogucnosti u optimizaciji razdvajanja. Naj vazniji parametri
putem kojih se postiZze optimizacija jesu vrsta i udeo organskih modifajera, pH
mobilne faze, jonska ja¢ina i temperatura. Najcescée koris¢eni puferi su fosfatni i
boratni. Koriste se u koncentracijama od 20-100mM u opsegu pH od 2.5-8.0.
Kako su u pitanju silika kolone, koris¢enje baznijih pufera nije preporuceno. Sa
druge strane, nize pH vrednosti pufera dovode do ireverzibilnih promena u
samom proteinu i samim tim se ne preporucuju. NajvaZzniji parametar kojim se
uti¢e na mo¢ razvajanja ovog tipa kolone jeste pH vrednost mobilne faze, kojim
se uti¢e na stepen jonizovanosti glikoproteina. Sem pH vrednosti na mo¢
razdvajanja imaju uticaj priroda i udeo nejonizovanih organskih modifajera i
jonska jac¢ina koriséenih pufera. Preporucuje se koris¢enje organskih rastvaraca
poput metanola, etanola, 1-propanola, 2-propanola, acetonitrila i
tetrahidrofurana. Pri koris¢enju ovih organskih modifajera mora se biti pazljiv
(njihov udelo u mobilnoj fazi) jer postoji mogucnosti denaturacije samog
proteina. Uticaj pH na razdvajanje je mnogo izraZeniji na naelektrisane analite.
Kod baznih recemata, zadrzavanje na koloni je krace pri nizim pH usled

smanjenja raspoloZivog broja negativnih naelektrisanja na samom proteinu za
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kulonovske intereakcije sa katjonskim analitima. Hiralno razdvajanje na
proteinskim hiralno specificnim stacionarnim fazama zavisi i od promene
jonske jac¢ine. Smanjenje jonske jacine rezultuje povecanjem kulonovskih
intereakcija izmedu analita i proteina i time povecava vreme zadrzavanja
enantiomera. Pri visokim jonskim ja¢inama, hidrofobne intereakcije se
favorizuju i ovo rezultuje sloZenijom zavisno$¢u, vodeéi retencionom

minimumu pri odredenoj koncentraciji pufera.

1.4.3 Preparativna hromatografija [97-99]

Analiticka HPLC metoda sluzi za dobijanje informacija o kvalitativnom
ili kvantitativnom sastavu ispitivanog uzorka. Ona daje informaciju o
karakteristicanom elucioniom profilu ili otisaku prsta uzorka, o prisustvu ili
odsustvu odredene komponente, i koli¢ini u kojoj je prisutna. Nasuprot tome,
preparativna HPLC sluZi za izvajanje, obogacivanje i precis¢avanje jedne ili vise
komponenti prisutnih u datom uzorku. Buduéi da je prepartivha HPLC skupa
tehnika, poredeci je sa klasi¢nim metodama precis¢avanja kao $to su destilacija,
kristalizacij ili ekstrkcija koristi se jedino u sluc¢ajevima kada klasi¢ne metode ne

daju zadovoljavajuce rezultate.

Detektori u preprativnoj HPLC sluze samo za pracenje procesa odvajanja
i donosSenja odluke kako frakciono hvatati komponente od interesa. Od
vremenske pozicije u kojoj se frakciono kolektuje zavisi apsolutna koncentracija
i cistoca kolektovane komponente u kolektovanoj frakciji. Faktor razblaZenja
koncentracije zavisi od zapremine kolone i stepena zadrzavanja komponente na
njoj i pozicije kolektovanja frakcije. Generalno je bolje kolektovati veci broj
manjih frakcija kojima se osigurava veca ¢istoca i koncentracija kolektovane

komponente.
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Za namene identifikcije i elucidacije strukture potrebno je dobiti ¢istu
komponentu u koli¢inama od jednog do nekoliko miligrama. U analiti¢koj
hromatografiji koli¢ina uzorka koja se nanosi na hromatografsku kolonu se
krec¢e oko 1pg. Odnos masa izmedu komponente i stacionarne faze kolone je
manji 1:100000. Injektovana zapremina uzorka je, takode, znac¢ajno manja od
zapremine kolone (< 1:100). U ovakvim uslovima lako je dobiti zadovoljavajuce
odvajanje zahvaljujudi ostrini i simetri¢nosti dobijenih pikova. Glavna razlika u
preparativnoj HPLC je da se ovde stacionarna faza opterecuje znacajno veéim
koli¢inama uzorka. Kada se na kolonu injektuje koli¢ina uzorka koja je veéa od
neke granicne koncentracije ulazi se u oblast nelinearnosti apsorpcione
izoterme. To znaci da pik postaje asimetri¢an, pokazujudi izrazito tegljenje, dok
se faktor kapaciteta (k') smanjuje. Faktor kapciteta (k) je vreme zadrzavanja
komponente (t) izraZeno relativno u odnosu na vreme zadrzavanja komponente
koja ne intereaguje sa stacionarnom fazom (t0). U preparativnoj HPLC ove
posledice ulaska u oblast nelinearnosti adsorpcione izoterme nazivaju se
koncentraciono preoptereéenje (concentration overloading). U nekim
sluc¢ajevima, zavisno od prirode komponente, faktor kapaciteta moze se
povecavati sa poveénjem preopterecanja, i ovo daje piku fronting. Bududi da
adsorpcionaizoterma zavisi od prirode date supstance opterecenje kolone mora

biti odredena za svaki prepartivni HPLC eksperiment.

vev 2z

Za preciscavanje vece koli¢ine uzorka stoje nam na raspolaganju dva
pristupa: uvecavanje samog analitickog sistema ili preopterecivanje postojece
analiticke kolone. Obi¢no se u cilju vece efikasnosti ova dva pristupa
medusobno kombinuju. Ovo je osnova semipreparativne hromatografije c¢ija je
glavna prednost da se moze izvoditi na postojecoj, analitickoj HPLC
instrumentaciji. Povecavnje analitickog sistema znaci koris¢enje kolona vecih
pre¢nika, uz vedi protok mobilne faze i povecanje injektovane zapremine, a uz
nepromenjenu duZinu kolone i koncentraciju uzorka. Ovim se zadrZava ostrina

i simetrija hromatografskih pikova. Drugi pristup je preopterecenje kolone, {j.,
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povecanje koli¢ine uzorka uz zadrzane analiticke uslove. Preoptereéenje kolone
se moze posti¢i na dva nacina-koncentrciono (ukoliko rastvorljivost dozvoljava)
ili zapreminsko preopterecenje, koji svaki za sebe ima kao posledicu specifi¢an

oblik pikova.

Pre pocetka izolacije, bitno je osigurati sledljivost po pitanju identiteta
necistoée od interesa. Obi¢no se neka anliticka hromtografska metoda proglasva
za refrentnu, i nepozntoj necisto¢i dodeljuje ime na osnovu njenog relatinog
retencionog vremena u toj referentnoj metodi. Od koristi je pracenje kroz
spektralno slaganje, koris¢éenjem diode-array UV detektora u toku snimanja
hromatograma. Obi¢no se snimanje hromatograma u referentnoj (analitic¢koj) i
preprativnoj metodi izvodi detekcijom na istoj talsnoj duzini. Na ovaj nacin
udeo povrsine pika komponente od interesa u ukupnoj povrsini svih pikova sa
hromatograma dobijenog analitickom metodom i onog dobijenog
semipreparativnom metodom pri manjim injekcionim zapreminama moze da

pomogne u prepoznavanju pika .

Cilj je izolacija $to Cistije necistoce, za dalja MS ili NMR ispitivnja. Uzorak
izolovne necistoce ne sme da sadrzi druge komponente, ni aditive iz mobilne
faze koja se koristi u njenom HPLC odvajanju, zato sto bi ovo pretstavljalo
ometajuci faktor u elucidaciji strukture ili je ¢inilo potpuno nemoguéom. Dok se
preprativnom hromatografijom otklanja jedan problem, izolacija Cciste
komponente, stvara se drugi. Komponenta koja je na taj nac¢in izolovana je cista
ali je jo§ uvek u mobilnoj fazi i to u koncentraciji koja je znac¢ajno niza od one u
kojoj je bila injektovana. Iz ovog razloga najbolji izbor bi bio razvoj
semipreparativne HPLC metode u kojoj se koristi mobilna faza bez aditiva. Ako
ovo nije moguce, biraju se aditivi koji se lako uklanjaju. Mogu se koristiti lako
isparljivi puferski reagensi poput sircetne, trifluorsiréetne ili mravlje kiseline,
amonijak, amonijum hidrogen karbonat, trietilamin, etanolamin i piridin [100]
[100] [27]. Najjednostavniji i najcesc¢e koriscen postupak je otparvanje, koji je
pogodan kako za normalno- tako i reverzno-fazno odvajanje. Drugi aspekt je
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da nakon izdvajanja necistoce, dakle, njenog izdvajanja i kolektovanja,
preciséena necistoca mora biti izdvojena iz mobilne faze bez njene degradacije.
U cilju izbegavanja degradacije, otparavanje treba vrsiti pri blagim uslovima

(visoki vakum, sobna temperatura).

Drugi vazniji postupci koji se mogu koristiti u izdvajanju Zeljene
komponente iz mobilne faze jesu te¢no-te¢na ekstrakcija, kristalizacija,
precipitacija, liofilizacija, kolonsko odsoljavnjei dijaliza. U mnogim sluc¢ajevima

izvesne kombincije ovih postupaka su neophodne u reSavnju ovog zadatka.

Tokom kolektovanja, pre i nakon izdvajanja iz mobilne faze i pre i nakon
daljih spektroskopskih snimanja savetuje se provera izolovanog materijala na
identitet i ¢istocu referentnom analitickom HPLC metodom. Test ¢istoce pika,
koji se izvodi koris¢enjem diode-array detektora daje dalju verifikaciju da
uzorak ne sadrzi druge komponente sa razli¢itim UV spektrima. Dodatno,

preporucuje se koris¢enje pogodno razvijene LCMS metode za ovu namenu.

1.4.4 NMR spektroskopija

Savremena NMR spektroskopija je istaknuti predstavnik Furijeove
spektroskopije gde se signal detektuje u vremenskom domenu a iz njega
spektar rekonstruise Furijeovom trasformacijom. Tipi¢an jednodimenzionalni
(1D) eksperiment odvija se tako $to se prvo u periodu pripreme dopusti
longitudinalnoj nuklearnoj magnetizaciji da dostigne toplotnu ravnotezu (ili se
magnetizacija uvodi u Zeljeno stacionarno stanje) nakon cega se jednim, ili
serijom radiofrekventnih pulseva, ta magnetizacija prevodi u trasverzalnu koju
odgovaraju¢i detektor moze da registruje. U periodu detekcije transverzalna
magnetizacija je najceSée ostavljena da se slobodno relaksira zbog cega se
detektovani signal naziva FID (od engleskog free induction decay - raspad
slobodne indukcije). Registrovani FID zapravo predstavlja slobodnu precesiju i

relaksaciju makroskopske nuklearne magnetizacije u detekcionom periodu, t2,
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dakle signal u funkciji vremena, s(t2), ¢ijom se Furijeovom transformacijom (FT)
dobija spektar, S(F2). Dakle, 1D ekpseriment se sastoji od perioda pripreme i
perioda detekcije , Slika 1.5.

PRIPREMA DETFKCLIA

¢ FURIJEOVA I |
e e ———— —
: TRANSFORMACLIA v SPEKTAR

b o o

x,

Slika 1.5 Princip 1D NMR spektroskopije. Evolucija magnetizacije je prikazana

vektorskim opisom. Preuzeto iz [101].

Dvodimenzionalni eksperiment (2D) izveden je iz 1D umetajem perioda
razvoja (evolucije) i perioda mesanja, izmedju perioda pripreme i detekcije.
Dakle, kao u 1D eksperimentu u periodu pripreme, jednim ili serijom
radiofrekventnih pulseva stvara se stacionarno stanje, kojem je u 2D
eksperimentu dopusteno da se razvija tokom vremena evolucije, t1. To
stacionarno stanje obi¢no ima znacajnu transverzalnu komponentu $to znaci da
se tokom evolucije to stanje razvija po rezonantnim frekvencijama transverzalne
komponente. Evolucija se zaustavlja novim radiofrekventnim pulsem (ili
serijom pulseva) pri ¢emu dolazi do mesanja magnetizacija koje su postojale za
vreme evolucije. Na kraju, opet primenom jednog ili vise pulseva obrazuje se
transverzalna magnetizacija koja se registruje tokom perioda detekcije, t2, kao u
1D slucaju. Kao i pre, Furiejovom transformacijom registrovanog signala, s'(t2)
dobija se spektar, S'(F2). Ovaj spektar nije potpuno isti kao onaj dobijen u 1D

metodi (S' # S) jer su u ovom slucaju detektovane komponente transverzalne
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magnetizacije modulisane frekvencijama u evolucionom periodu. Dakle,
detektovani signal je funkcija i vremena evolucije, t1, i detekcije, t2, s'(t2) = s-
t1(t2). Kada se isti eksperiment ponovi uz sistematsko povecavanje evolucionog
perioda, i dobijeni st1(t2) vektori urede po t1 vremenima, dobija se matrica
s(t1,t2) iz koje 2D Furijeovom transformacijom nastaje 2D spektar, S(F1,F2). U
2D spektru spektralna linija na poloZaju (F1,F2) oznacava da izmedu frekvencija
F1 i F2 postoji korelacija ¢ija priroda zavisi od toga Sta se deSavalo sa tim
frekvencijama u toku perioda mesanja, Slika 1.6. U ovom radu nas zanimaju
korelacije uspostavljene kroz hemijske veze jer se iz njih najlakse utvrdjuje

struktura nepoznatih jedinjenja.

PRIPREMA « EVOLUCIJA MESANJE DETEKCLJA

2D NMR SPEKTAR

Slika 1.6 Princip 2D NMR spektroskopije, dat na primeru HETCOR (1H-13C
COSY). Dole u sredini je prikazana promena signala, koji potice od 13C jezgara

nakon prve Furijeove transformacije, S(t1,02), preinacena razvojem 1H

magnetizacije tokom t1. Preuzeto iz [101].
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1.4.4.1 Homonuklearna korelaciona spektroskopija COSY

COSY (COrrelation SpectroscopY) je homonuklearni 2D NMR
eksperiment u kojem su povezana (korelisana) hemijska pomeranja svih 1H
jezgara koji su medusobno skalarno spregnuti. Ovim NMR eksperimentm
mogu se dobiti korelacije izmedu jezgra (Ha) I jezgra (Hb) koji su sklarno
spregnuti preko dve veze (geminalno sprezanje), preko tri veze (vicinalno

sprezanje) ili u redim slucajevima preko cetri ili pet veza (daljinsko sprezanje).

Postoji nekoliko metoda da se dobije COSY spektar a ovde ¢e biti ukratko
opisana ona sa gradijentima pomocu kojih se bira Zeljena magnetna koherencija,
Slika 1.7 Osnovu svake COSY metode ¢ine je dva pulsa, najcescée od 90° koji u
ovom slucaju imaju istu konstantnu fazu. Medusobno su razdvojeni periodom
evolucije, t1, koji se tokom eksperimenta sistematski uvecava sa konstantnim
inkrementom d0. Dva gradijentna pulsa postavljena su neposredno ispred i iza
drugog 90° pulsa. Odmah zatim ukljucuje se prijemnik koji tokom vremena

detekcije, t2, registruje signal raspada slobodne magnetne indukcije.

cosygpdf

LK

Slika 1.7 COSY sa gradijentima (Bruker: , cosygpqf” [102])

Opisana metoda pruza mogucénost za brzo snimanje niskorezolutivnih
COSY spektara koji se mogu koristiti za pouzdano ustanovljavanje 1H-1H

korelacija medusobno spregnutih vodonika.
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1.4.4.2 Heteronuklearna jedno-kvantna korealciona spektroskopija HSQC

U HSQC eksperimentu dva razlicita jezgra (ovde 'H i 13C) se dovode u
medusobnu vezu putem razvoja i prenosa jednostruko-kvantne koherencije
(Slika 1.8). Za razliku od HETCOR (1H-13C COSY) eksperimenta, gde se 'H
magnetizacija indirektno detektuje (F1) i prevodi u 13C magnetizaciju koja se
direktno detektuje (F2), u ovakvim ,premetnutim” eksperimentima u F1
dimenziji su hemijska pomeranja 13C a u F2 hemijska pomeranja 1H. Ovo pruza
brojne prednosti u odnosu na HETCOR eksperiment, pre svega u povecanju

osetljivosti (0.5 mg uzorka moze biti dovoljno za snimanje kvalitetnog spektra).
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Slika 1.8 HSQC sa gradijentima uz poboljSanu osetljivost (Bruker: , hsqcetgpsi2”
[102])

Svaki od korelacionih signala na HSQC spektru ukazuje na postojanje
sprezanja preko jedne hemijske veze izmedu protona i ugljenika. Na ovaj nacin
moguce je saznati koji protoni su direkno vezani za koji ugljenik. Ovo je,
takode, brzi nacin da se snimi spektar ugljenika, kao je osetljivost znatno veca
no pri snimanju obi¢nog 1D 13C spektra. Medutim, treba naglasiti da se

kvarternarni ugljenici na ovaj nacin ne detektuju.
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1.4.4.3 Heteronukelarna korelaciona spektroskopija preko vise hemijskih

veza, HMBC

HMBC eksperiment je sustinski slican Heteronuklearnoj visestruko-
kvantnoj korealcionoj spektroskopiji, HMQC. Medutim, ovde se bira prenos
koherencije za skalarna sprezanja koja su mnogo manjih vrednosti JHC (10Hz
za HMBC, naspram 150Hz za HMQC) tako da se detektuju medusobna
povezanostjezgara koja su dve ili tri hemiske veze medusobno udaljena (2,3Jcu
~10 Hz) a odbaciju se koherencija koja poti¢e od direktno povezanih jezgara
(1Jcu~150 Hz). Na ovaj na¢in HMBC spektar sadrzi podatake i o 13C jezgrima
za koje nisu direktno vezani vodonici (karbonilna grupa ili kavarternarni
ugljenici) ili o medusobnoj vezanosti jezgara preko azota ili kiseonika. Prisustvo
signala u HMBC spektru koji poti¢u od korelacija na velika rastojanja zavisi od
mnogih faktora, koji su vezani za eksperimentalne uslove i samu strukturu
jedinjenja. Ovoga treba da budemo svesni pri koriS¢enju i interpretaciji ovog
eksperimenta. Intenziteti korelacionih pikova pored ostalog zavise i od odnosa
veli¢ine konstanti sprezanja na duga rastojanja i odabrane vrednosti za
vremenski period ALg, koji treba da je optimalno postavljenna 1/2nJcu (2nJcu
od 5-25Hz). Moze destiti da konstante sprezanja preko tri hemijske veze budu
vece nego preko dve veze, tako da postoji izvesna nemogucnost njihovog
razlikovanja. Uprkos ovom nedostatku, protoni mogu potencijalno biti
korelisani sa velikim brojem ugljenika koji su njegovi susedi udaljeni dve ili tri
veze, pruzajudi dosta strukturalnih podataka o nepoznatoj molekuli. Na Slici 1.9
prikazana je HMBC serija radiofrekventnih pulseva sa pogodno postavljenim

gradijentnim pulsevima i detekcijom na 1H kanalu bez 13C rasprezanja.
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Slika 1.9 HMBC sa gradijentima bez 13C rasprezanja (Bruker: ,hmbcgplpndqt”
[102])

1.4.5 Sprega te¢ne hromatografie i masene spektrometrije, LC-MS, LC-
MS/MS

Zahvaljujuéi njenim jedinstvenim analiti¢ckim karakteristikama, masena
spektrometrija postala je vazna alatka u elucidaciji struktura nepoznatih
necistoca i razgradnih supstanci farmaceutskih supstanci, koje su prisutne u
niskim koncentracionim nivoima [103-104]. Prvi korak u analiti¢koj strategiji za
analizu necistoa i razgradnih proizvoda je merenje njihove Sto tacnije
molekulske mase, koris¢enjem za to pogodnih jonizacionih metoda, najcesce
elektrosprej jonizacije (ESI) [105,106] ili hemijske jonizacije pod atmosferskim
pritiskom (APCI) [107]. Odredivanje elementalnog sastava molekulskog jona
nepoznatog jedinjenja vrsi se MS eksperimentom visoke rezolucije (HR/MS)
koriste¢i visoko rezulutivne masene nalizatore, pre svega one na bazi vremena
preleta (TOF) [108-109], maseni analizator jon ciklotronske rezonancije sa
furijeovom transformacijom (FT-ICR) [110,111] ili orbitrap sa furijeovom
transformacijom (FT-orbitrap) [112-115]. Tandem MS eksperimenti (MS/MS) se

izvode da bi se utvrdili fragmentacioni putevi same aktivne farmaceutske
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supstance i njenih nepoznatih, srodnih supstanci [116,117]. U slucaju
odredivanja kompleksnih smes$a jedinjenja, spregnute analiticke tehnike poput
te¢ne hromatografije visokih performansi (HPLC) / MS (LC/MS) i gasne
hromatografije / MS (GC/MS) mogu biti koriséene da bi se dobila informacija o
molekulskoj masi svake od pojedinacnih komponenti i njihov elementarni
sastav u HR/MS modu, kao i fragmentacione informacije iz LC/MS/MS
eksperimenata. Odgovaraju¢a HPLC metoda treba da pruzi dovoljno selektivno
odvajanje uz koriS¢enje mobilnih faza ¢iji je sastav kompatibilan sa MS
instrumentacijom [118]. LC-HR/MS and LC-HR/ MS/MS metode su klju¢ne u
dobijanju ta¢nih masenih podataka za sam molekulski jon ali i fragmentacione
jone koji su neophodni za pretpostavljanje strukture. ESI i APCI spektri su
jednostavniji od EI spektara tako da pruZaju manje strukturnih informacija.
Koriséenje ovih meksih jonizacionih tehnika za temeljnija strukturna ispitivanja
je moguce jedino putem tandem masena spektrometrije (MS/MS) kojom se
omogucava pracenje daljeg puta fragmentacije izabranog molekulskog jona ili
jonskog fragmenta. Na ovaj na¢in dobijamo masene spektre koji su senzitivni
na male izmene u strukturi. Prou¢avanje nacina fragmentacije malih molekula
koris¢enjem tandem masena spektrometrije u pozitivhom jonskom modu je
jedno od osnovnih alatki u strukturnoj elucidaciji. Strukturne informacije su
sadrzane u uocenim fragmentacionim obrazcima, koji se dobijaju objasnjenjem
mehanizmima u puteva fragmentacije. Cesto se javlja potreba da se u zavr§noj
fazi utvrdivanja predlozene strukture jedinjenja izvode i hemijske derivatizacije
koje ukljuc¢uju pre svega eksperimente sa vodonik/deuterijum izmenama [119-
128]. Pristup koji se sastoji u on-line H/D izmenama u LC/MS merenjima moze
pruziti dosta korisnih informacija u studijama elucidacije strukture. Ovom
metodom se mere razlike u molekulskim masama komponenti pre i posle
deuterijumske izmene da bi se odredio broj izmenjivih vodonikovih atoma u
molekuli $to daje dodatne strukturne podatke. Generalno, izmenjivi vodonikovi
atomi su vezani za N, O, ili S atome u funkcionalnim grupama kao $to su OH-,

NH-, NH2-, COOH-. Mobilne faze sa deutero hemikalijama lako mogu biti
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iskoris¢ene u ovom smislu za on-line LC/MS analizu sme$a. Kombinacija
HR/MS/MS i online H/D izmene pruZa jako korisni nacin za brzu strukturnu
karakterizaciju nepoznatih. Konac¢na struktura se potvrduje NMR

eksperimentima na izolovanom uzorku ili sintetickom standardu.
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2. CILJ RADA

Cilj predlozene doktorske disertacije je objasnjenje i mnaucno-
fundamentalno razumevanje puteva degradacije esomeprazol natrijuma u
¢vrstom stanju i u rastvorima. Ovo zahteva karakterizaciju svih od potencijalno
prisutnih degradacionih komponenti baziranu na HPLC metodama, UV-Vis
spektrometriji, HR LC-MS merenjima i 1D i 2D NMR metodama. Osnovu
istrazivanja doktorske disertacije c¢inila bi ciljno osmisljena ispitivanja
stabilnosti ispitivanog jedinjenja, esomeprazol natrijuma, odredivanje i
karakterizcija njegovih necistoca, potencijalnih i realnih degradacionih

proizvoda.

Izuzetna hemijska osetljivost esomeprazola, ¢ini neophodnim stvaranje
jasne slike o negovim necisto¢ama i putevima razgradnje. Ova problematika bi
bila obradena na sveobuhvatan nacin, uz doprinos narocito u metodoloskom
pristupu reSavanja ovakvih problematika. U vrlo ranoj fazi ispitivanja
esomeprazol natrijuma uoceno je da je on izrazito nestabilan, osetljiv na toplotu,
oksidaciju i jako podlozn kiseloj hidrolizi uz pojavu velikog broja
degradacionih proizvoda. Interesantno je da jedna ovakva mala molekula
pokazuje izrazitu mnogovrsnost u moguéim reakcionim putevima njene
razgradnje. Kako je bezbednost leka odredena neZzeljenim farmakoloskim-
toksikoloskim profilom kao i alergijskim efektima izazvanih upravo
necistoéama prisutnim u njemu [129-132], farmaceutski proizvod namenjen za
ljudsku upotrebu mora se po ovom pitanju okarakterisati sto kompletnije. Na
osnovu ICH vodica, svaki degradacioni proizvod leka prisutan u koli¢ini koja je
iznad tzv. identifikacione granice mora biti strukturno objasnjen [133]. U ovom
slucaju identifikaciona granica je bila u nivou prisutnosti od 0.20 % izrazeno na

glavnu komponentu.

Najpre, literaturno nedostupna, bila bi razvijena visokoselektivna,

osetljivai efikasna reverzno-fazna HPLC metoda koja je omogucdila kvalitativno
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i kvantitativno odredivanje vise od deset identifikovanih razgradnih supstanci
esomeprazola uz prisustvo velikog broja drugih razgradnih supstanci koje su
od manjeg znacaja. Primenjivost ove metode za tu namenu bila bi potvrdena

opseznim validacionim ispitivanjaima.

Uz potencijalnu mogucénost neZeljene recematizacije esomeprazola javila
se potreba i za razvojem pogodne hiralno selektivhe HPLC metode. Cilj je
razvoj i validaciona potvrda primenjivosti, hiralno selektivne HPLC metoda
koja bi bila u reverzno faznom modu razdvajanja Sto bi pretstavljalo retki
izuzetak u velikom broju ranije publikovanih normalno faznih HPLC metoda

koris¢enih u ovoj problematici.

U vedini slucajeva postupak identifikacije se svodi na slaganje HPLC
retencionih vremena degradacionog proizvoda i neke od necistoca ciji je
referentni standard dostupan. Medutim, kako je pojava i koncentracioni nivoi u
kojima se javljaju degradacionih proizvodi usko vezana i uslovljeni na¢inima
¢uvanja leka, za neke od njihne postoje komercijalno dostupani referentni
standardi. Jedini put za identifikaciju takvih degradacionih proizvoda, bila bi
njihova izolacija i potom odredivanje njihove strukture koriséenjem za to
pogodnih metoda. Ovo bi najpre zahtevalo trazenje pogodnih uslova forsirane
degradacije kojima bi se skupila dovoljna koli¢ina potrebnog materijala. Potom,
javila bi se potreba za razvojem semipreparativnih HPLC metoda kojim bi se
cilina komponenta izolovala. Kod razvoja semipreparativnih hromatografskih
metoda bi se izbegavala upotreba neisparljivih modifajera u mobilnoj fazi jer bi
predstavljali nepotrebnu smetnju pri NMR merenjima. Kako je referentna
HPLC metoda takva da se u njoj koriste neisparljivi pufer, kao takva nije bila
kompatibilna ni sa masenim detektorima. Takode, bilo bi potrebno razviti i
dovoljno selektivnu, LCMS kompatibilnu, metodu kojom se je vrsilo merenje

ta¢ne molekulske mase ispitivanih jedinjenja.
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Generalno, strukturna odredivanja bila bi radena na osnovu NMR
spektara snimljenih razli¢itim 1D i 2D NMR metodama. Mada u danasnje
vreme postoji veliki broj 1D i 2D NMR metoda od kojih svaki daje spektre sa
specificnim podacima, cilj je ustanoviti proceduru koja bi ukljucivala
standardizovani minimalni skup odabranih NMR eksperimenata. Kao sto se
ocekuje, ispitivane supstance bile bi dostupna u malim koli¢inama pa je
potrebno birati pogodne NMR eksperimente koji su dovoljno osetljivi a daju
kvalitetne i dovoljno uputne spektre u $to kracéem vremenu. U sluc¢aju ovakvih
malih molekula, za potrebe reSavanja njihovih struktura, u veéini slucajeva, bilo
bi dovoljno je imati 'H, 13C, i i dvodimenzione 'H-'H COSY, H-13C HSQC i 1H-
BBC  HMBC  spektre. UkrStanjem, medusobnim potvrdivanjem i
udopunjavanjima strukturnih podataka koji nosi svaki od ovih NMR spektara
dolazilo bi se do zadovoljavajuceg reSenja strukture nepoznatog jedinjenja.
Konac¢no, identifikacije nekih komponenti mogle bi biti potvrdene i putem

njihove sinteze.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1 RP-HPLC metoda za odredivanje srodnih supstanci esomeprazola

3.1.1 Reagensi i hemikalije

Sve koris¢ene hemikalije su bile p. a. ili HPLC ¢istoce. Acetonitril
(gradient grade for HPLC), metanol (gradient grade for HPLC), etil alkohol,
natrijum borat dekahidrat, dinatrijum edetat kupljeni su od Merck KgaA,
Darmstadt, Germany, glicin od Pharmacia Biotech AP, Uppsala, Sweden,
natrijum hidroksid od J.T. Baker, Deventer Holland. Voda koris¢ena za
pripremu mobilne faze bila je iz MilliQ sistema, Millipore (Miltford, Mass,
USA). Mobilna faza je filtrirana kroz Schleicher & Schuell RC 55 membranski

tilter (dijametar 47 mm, veli¢ina pora 0.45 um).

Uzorci esomeprazol natrijuma i referentni standardi esomeprazola i
njegovih srodnih supstanci dobijeni dobijeni su od Union Quimica

Farmaceutica (Spanija).

3.1.2 Aparatura i hromatografski uslovi

HPLC analize radene su na Agilent Technologies 1100 Series HPLC
Sistemu (Santa Clara, CA) koji je opremeljen sa odeljkom za kolonu sa
temperaturskom kontrolom, autosamplerom sa mogucnos¢u hladenja, DAD
UV-Vis detektorom i online degazerom mobilne faze. Hromatografsko
razdvajanje je omoguceno koris¢enjem Phenomenex Luna® C18 kolone (5.0 pm
particle size, 250 x 4,6 mm id) koriS¢enjem gradijentnog programa sa mobilnom
fazom A (glicinski pufer pH 9.0) i mobilnom fazol B (smeSa acetonitrila i
methanola u odnosu 85:15) uz radnu temperaturu od 35°C i protok mobilne

faze od 1,0 ml/min.
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Gradijentni program:

t (min) %A %B
0 88.0 12.0
35 32.0 68.0
36 88.0 12.0
40 88.0 12.0

Detekcija je vrSena spektrofotometrijski na 280nm uz koris¢enje diode
array detektora. Snimanje hromatogramskih podataka njihova i analiza vrSena
je koris¢enjem EZChrom Elite hromatografskog softvera u sklopu OpenLab

softverske platforme.

3.1.3 Priprema rastvora

Glicinski pufer pravljen je rastvaranjem 3,0 g glicina u 1000 ml vode i
podesavanjem pH vrednosti na 9,00 +0,05 koris¢enjem 50% natrijum
hidroksida. Rastvara¢ za uzorke pravljen je rastvaranjem 3,8 g natrijum borata
dekahirata i 1.0 g dinatrijum edetata u 800 ml vode, podesavanjem pH
vrednosti na 11,0 + 0,1 uz koris¢enje 50 % natrijum hidroksida i dodatkom 200

ml elil alkohola.

Referentni rastvor je pravljen u koncentracionom nivou od 3,2 pg/ml
esomeprazola, $to odgovara 0,2 % od koncentracije esomeprazola u test
rastvoru: Mereno je ta¢no oko 17,00 mg esomeprazol natrijuma, in-house
standarda, i prenoseno u 50 ml volumetrijski sud, rastvoreno u 30 ml rastvaraca
za uzorke i istim dopunjavano do crte. 1,0 ml ovog rastvora prenoseno je u 100
ml sud i razblazivano do crte rastvaracem. Test rastvor je pravljen u

koncentracionom nivou od 1,6 mg/ml esomeprazola. Mereno je tacno oko 42,5
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mg ispitivane supstnce i prenoseno u 25 ml volumetrijski sud. Nakon
rastvaranja u 15ml rastvaraca za uzorke sud je dopunjavan do crte. Svi rastvori
su pre injektovanja u HPLC sistem filtrirani kroz Sartorius, Minisart RC 25, 0,45

pm membranski filter.

3.1.4 Procedura

Nakon injektovanja 20 pl test i poredbenih rastvora snimani su
hromatogrami sa UV detekcijom na 280 nm. Pogodnost HPLC sistema
ispitivana je na osnovu ispunjavanja dva uslova: faktor simetrije (EP 2.2.46) pika
esomeprazola u hromatogramu referentnog rastvora je izmedu 0,8 i 1,5;
relativna standardna devijacija povrSina pikova esomeprazola dobijenih u tri
injektovanja referentnog rastvora nije veca 3,0%. Dalje analize su radene nakon
Sto je pokazana pogodnost HPLC sistema. Kalibracija instrumenta je izvrSena
koris¢enjem aktuelne koncentracije esomeprzola referentnog rastvora i
usrednjenih povrsina pikova esomeprazola dobijenih njegovim tri puta
ponovljenim injektovanjima. Sledeci pikovi na hromatogramu test rastvora su
iskljuceni iz dalje evalucije: pikovi koji poti¢u od ra stvaraca za uzorke i pik
esomeprazola. Nakon identifikacije pikova necistoa (na osnovu relativnih
retencionih vremena) svaki pik je kvantikovan koris¢enjem postojece kalibracije
na osnovu pika esomeprazola. Za poznate necistoc¢e koriséeni su u okviru
validacionih ispitivanja linearnosti metode ustanovljeni relativni faktori
odgovora (prikazani u Tabela 3.1), dok se za nepoznate necistoce i
identifikovane koje nisu mogle biti dobijene u ¢vrstom stanju koristio

pretpostavljeni faktor odgovora vrednosti 1,0.

3.1.5 Kvantifikacija

Kvantifikacija je bazirana na linearnoj kalibracionoj funkciji koja
ukljucuje kodinatni pocetak formiranoj na osnovu eksternog standarda. Za
prora¢un sadrzaja necistoca izrazeno na procenat sadrzaja glavne komponente,

esomeprazola koriséena je sledeéa formula:
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P, xW, xCcx1x25x100x0.937xCF P, xW, xcx0.937 xCF
P, xw,, x100 x50 x RRF 2x P, xw,, x RRF

% necistoce =

gde je Pa, povrSina pika necistoée u test rastvoru; Pst, povrSina pika
esomeprazola u poredbenom rastvoru; Wst , masa odmerenog in-house
standarda u poredbenom rastvoru (mg); c, jacina in-house standarda, as is
(mg/mg); wuz, masa odmerene ispitivane supstnce; 0,937, faktor konverzije
esomeprazol natrijum u esomeprazol;, RRF, relativni faktor odgovora date

necistoce.
3.1.6 Priprema rastvora potrebnih za validaciju metode

Pravljen je stok rastvor koji je sadrZavao sve relevantne analite u nivou
od 2.5 % (40 pg/ml) odnosu na koncentraciju esomeprazola u test rastvoru (1.6
mg/ml). Ovaj rastvor je pravljen odmeravanjem u odmerni sud od 100 ml ta¢no
oko 4,25 mg referentnog standarda esomeprazol natrijuma i po tacno oko 4.00
mg referentnih standarda sledecih necistoéa Ne¢. A, Ne¢. B, Ne¢. C, Nec. D,
Ne¢. E, Ne¢. F+G, Ne¢. H, Ne¢. I, N-Metil Omeprazola i 4-Hidroksi
omeprazol sulfida. Ova smeS$a je rastvorena u acetonitrilu i istim rastvaracem

dopunjena do crte.

RazblaZenjem razli¢itih zapremina gornjeg $tok rastvora u rastvaracu za
uzorke, pravljeni rastvori sa analitima u sedam razli¢itih koncentracionih nivoa
kao sto je dato u Tabela 3.2. Svaki od ovih rastvora je filtriran kroz RC
menbranski filter 0,45 pm pre injektovanja u hromatografski sistem. Pri daljim
statistickim analizama rezultata u preracune su ulazile stvarne koncentracije
analita na osnovu ta¢ne odmerene mase svakog od njih i ja¢ine koris¢enih

referentnih supstanci.
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Tabela 3.1 Skradeni naziv, hemijsko ime i relativna retenciona vremena (RRT) i relativni faktori odgovora (RRF) dobijeni

referentnom RP-HPLC metodom. Redosled po RRT vrednostima.

Komp: Hemijsko ime RRT RRF
) 7]
Cikli¢ni sulfenamid 2,4-dimetil-3,9- O-dimetoksi-5H-pirido[1',2":4,5[] 1 ,2,3]-tiadiazino[2,3-a] benzimidazol-13-ium i 0.27 1.00
Ome.
2,4-dimethil-3,1 O-dimethoksi-5H-pirido[1',2"4,5[] 1 ,2,3]-tiadiazino[2,3-] benzimidazol-13-ium
Necistoca F+G 8-Metoksi-1,3-dimetil-12-tioksopirido[1',2":3 4 ]imidazo[1,2-a]-benzimidazol-2(12H)-one i 033 0.54
9-Metoksi-1,3-dimethil-12-thioksopirido [1',2":3,4]imidazo[1,2-a]-benzimidazol-2(12H)-one
4-Hidroksi Ome. 2-[[(5-Metoksi-1H-benzimidazol-2-il)sulfonil|metil] -3,5-dimetil-4-piridinol; 042 1.00
Sulfon
4-Hydroxy Ome. 2-[[(5-Metoksi-1H-benzimidazol-2-il)sulfinilJmetil]-3,5- dimetil-4-piridinol 0.46 1.00
Necistoca I 4-Methoksi-2-[[ (5-metoksi-1H-benzimidazol-2-il) sulfonil] methil] -3,5- dimetilpiridin 1-oksid 0.56 1.54
Necistoca A 5-Metoksi-1H-benzimidazol-2-thiol 0.63 0.64
Necistoca E 4-Metoksi-2-[[(RS)-(5-metoksi-1H-benzimidazol-2-il)sulfinil|metil]-3,5-dimetilpiridin 1-oksid 072 1.45
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Tabela 3.1 nastavak

Komp: Hemijsko ime RRT RRF
0 ")

Necistoca D 5-Metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metil]sulfonil]-1H-benzimidazol 0.78 0.97
4-Hidroksi Ome. 2-[[(5-Metoksi-1H-benzimidazol-2-il)thio]methil]-3,5-dimethil-4-piridinol 0.81 1.86
sulfid

Necistoca B 2-[(RS)-[(3,5-dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-5-metoksi-1H-benzimidazol 096 1.55
Esomeprazol 6-Metoksi-2-[(S)-[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridinil)metil |sulfinil]-1H-benzimidazol 1.00 1.00
N-Metil Ome. 5-Metoksi-2-[[(4-metoksi-3,5-dimetil-2-piridinil)metil]sulfinil]-1-metil-1H-benzimidazol 1.16 0.96
Necistoca H 2-[(RS)-[(4-hloro-3,5-dimetilpiridin-2-il)metil]sulfinil]-5-metoksi-1H-benzimidazol 1.19 113
Necistoca C 5-Metoksi-2-[[ (4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)-metil|sulfanil]-1H benzimidazol 1.36 0.87
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Tabela 3.2 Priprema rastvora za validaciono ispitivanje linearnosti

Koncentracioni V (ml) Rastvor V suda Ocekivana

nivo koncentracija (ng/ml)
1,0 % 10,0  2,5% Stok rastvor 25 16,0

0,5 % 50  2,5% Stok rastvor 25 8,0

0,3 % 30  2,5% Stok rastvor 25 4,8

0,2 % 20  2,5% Stok rastvor 25 3,2

0,15% 1,5 2,5% Stok rastvor 25 2,4

0,1 % 1,0  2,5% Stok rastvor 25 1,6

0,05% 2,0 0,5 % rastvor 20 0,8

0,02% 2,0 0,2% rastvor 20 0,32

Radni rastvori za ispitivanje tacnosti su pripremani u devet odmernih

sudova od po 25 ml. U svaki od njih je odmeravano ta¢no oko 42,5 mg

esomeprazole natrijuma i prenoseno V ml (Tabela 3.3) $tok rastvora necistoca koji je

koriS¢en za ispitivanje linearnosti. Na ovaj nac¢in su dobijeni rastvori esomeprazola

koji su optereceni svakim od analita u tri razli¢ita poznata koncentraciona nivoa

( ta¢no oko 0,10, 0,15 i1 0,20 %) svaki u triplikatu. Nakon rastvaranja u rastvaracem

za uzorke sudovi su dopunjavani do crte i filtrirani kroz kroz 0,45 pm RC

membranski filter (koriS¢en je Sartorius, Minisart RC 25, 0,45 pm) uz

odbacivanje prvih 2 ml filtrata. U daljim kvantifikacionim preracunima su

ulazile stvarne koncentracije analita na osnovu ta¢ne odmerene mase svakog od

njih i ja¢ine koris¢enih referentnih supstanci.
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Tabela 3.3 Nacin pripreme rastvora za validaciono ispitivanje ta¢nosti

Oznaka V(ml) V suda C (ug/ml)
Al-1 1,0 25 1,6
Al-1 1,0 25 1,6
Al-1 1,0 25 1,6
A2-1 15 25 2,4
A 2-2 15 25 2,4
A 2-3 15 25 2,4
A3-1 2,0 25 3,2
A 3-2 2,0 25 3,2
A 3-3 2,0 25 3,2

Radni rastvori za ispitivanje preciznosti su pripremani u Sest odmerna
suda od po 25 ml. U svaki od njih je odmeravano ta¢no oko 42,5 mg
esomeprazole natrijuma i prenoSeno 1,5 ml Stok rastvora necisto¢a koji je koris¢en za
ispitivanje linearnosti. Na ovaj nacin su dobijeni rastvori esomeprazola koji su
optereceni svakim od analita u koncentracionim nivou 0,15 % od koncentracije

esomeprazola u test rastvoru ili 2,4 pg/ml.

Za namenu ispitivanja stabilnosti poredbenog i test rastvora svaki od
ovih rastvora su ¢uvani pod razli¢itim uslovima (sobna temeperatura izloZzeno
i zasticeno od svetlosti i u frizideru, izloZeno i zasti¢eno od svetlosti) i svaki od

rastvora kvantifikovan u odnosu na sveze napravljeni poredbeni rastvor.

Za namenu ispitivanja robustnosti metode pravljeni su glicinski puferi

(mobilna faza A) razlic¢itih jonskih jac¢ina i pH vrednosti:

- Glicinski pufer pH 9,0, pravljen je rastvaranjem 3,0 g glicina u 1000 ml
vode i podesavanjem pH vrednosti na 9,00 +0,05 koris¢enjem 50%

natrijum hidroksida.

- Glicinski pufer pH 9,2 sa visom koncetracijom glicina pravljen je
rastvaranjem 3,3 g glicina u 1000 ml vode i podesavanjem pH vrednosti

na 9,20 0,05 koris¢enjem 50% natrijum hidroksida.

49



- Glicinski pufer pH 9,2 sa niZzom koncetracijom glicina pravljen je
rastvaranjem 2,7 g glicina u 1000 ml vode i podeSavanjem pH vrednosti

na 9,20 +0,05 koris¢enjem 50 % natrijum hidroksida.

- Glicinski pufer pH 8,8 sa viSsom koncetracijom glicina pravljen je
rastvaranjem 3,3 g glicina u 1000 ml vode i podesavanjem pH vrednosti

na 8,80 +0,05 koris¢enjem 50 % natrijum hidroksida.

- Glicinski pufer pH 8,8 sa nizom koncetracijom glicina pravljen je
rastvaranjem 2,7 g glicina u 1000 ml vode i podesavanjem pH vrednosti

na 8,80 +£0,05 koris¢enjem 50% natrijum hidroksida.

Za ispitivanja robustnosti metode pravljen je test rastvor esomeprazola
optere¢en Necistoéam D, 4-hidoksi omeprazol sulfidom i N-metil
omeprazolom, svaki u nivou od oko 0,3% u odnosu na koncentraciju
esomeprazola u test rastvoru. Ovaj rastvor je pravljen odmeravanjem po ta¢no
oko 4,00 mg Ne¢. D, 4-Hidroksi omeprazol sulfida i N-Metil Omeprazola
referentnih standarda u odmerni sud od 25 ml i rastvoranjem u acetonitrilu
pravljen je stok rastvor ovih necistoca. 3,0 ml ovog Stok rastvora je preneseno u
odmerni sud od 20 ml sa ve¢ odmerenih 34 mg esomeprazol natrijuma i

rastvoreno u rastvaracu za uzorke.

Svi gore navedeni rastvori koji su bili namenjeni za iniciranje u
hromatografski sistem su pre injektovanja filtrirani kroz 0,45 pm RC
membranski filter (koriS¢en je Sartorius, Minisart RC 25, 045 pm) uz

odbacivanje prvih 2 ml filtrata.

3.1.7 Priprema rastvora za studiju forsirane degradacije

Ispitivanja fotodegradacije (>1,2 milion lux sati, UV>200 Wh/m?2) i
termodegradacije (110 °C) vrSena su na ¢vrstom esomeprazol natrijumu. Test

rastvori koji su sadrzavali netretirani, termalno tretiran i fotodegradiran
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esomeprazol natrijum pripremani su za hromatografsku analizu na ve¢ opisan
nacin za pripremu test rastvora ispitivane supstance do finalnih koncentracija
esomeprazola u koncentracionom nivou od 1,6 mg/ ml esomeprazola. Mereno je
ta¢no oko 42,5 mg ispitivane supstnce i prenoseno u 25 ml volumetrijski sud.

Nakon rastvaranja u 15ml rastvarac¢a za uzorke sud je dopunjavan do crte.

Rastvor za ispitivanje stabilnosti esomeprazola u uslovima kisele
hidrolize pravljen je u odmernom sudu od 25 ml gde je rastvarano oko 42,5 mg
esomeprazol natrijuma u 1 ml acetonitrila. Nakon dodavanja 2 ml 0.1 M
rastvora hlorovodoni¢ne kiseline je brzo (4 min) neutralozovan sa 2.5 ml 0.1M
rastvora natrijum hidroksida i sud je dopunjavan rastvaracem za uzorke do

crte.

Rastvor za ispitivanje stabilnosti esomeprazola u uslovima bazne
hidrolize pravljen je u odmernom sudu od 25 ml gde je rastvarano oko 42,5 mg
esomeprazol natrijuma u 1 ml acetonitrila. Nakon dodavanja 2 ml 5 M rastvora
natrijum hidroksida je grejan na 90°C u trajanju od 90 minuta. Nakon
neutralizacije sa sa 1,5 ml rastvora hlorovodonic¢ne kiseline i sud je dopunjavan

rastvaracem za uzorke do crte.

Rastvori u kome je esomeprazol natrijum podvrgnuti oksidativnoj stres
studiji je pravljen u odmernom sudu od 25 ml gde je rastvarano oko 42,5 mg
esomeprazol natrijuma u 1 ml acetonitrila. Nakon dodavanja 1 ml 0,5 %
vodonik peroksida reakcija je termalno pospesena grejanjem na 80°C u trajanju
od 30, odnosno i 60 minuta. Sud je nakon ovoga dopunjavan rastvaracem za

uzorke do crte.

Pre iniciranja svi rastvori su filtrirani kroz 0,45 pm RC membranski filter
(koris¢éen je Sartorius, Minisart RC 25, 0,45 pm) uz odbacivanje prvih 2 ml

filtrata.
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3.2 Hiralno selektivna RP-HPLC

3.2.1 Reagensiihemikalije

Sve koris¢ene hemikalije su bile p. a. ili HPLC ¢istoce. Metanol (isocratic
grade), Dinatrijum hidrogem fosfat dodekahidrat (Na;HPO. x 12H,O), Trinatrijum
fosfat dodekahidrat (Na;PO. x 12H,O) kupljeni su od Merck KgaA, Darmstadyt,
Germany, Natrijum dihidrogen fosfat dihidrat (NaH.POs x 2H,O) od Fluka,
Buchs, Switzerland, natrijum hidroksid od ].T. Baker, Deventer Holland. Voda
koris¢ena za pripremu mobilne faze bila je iz MilliQ sistema, Millipore

(Miltford, Mass, USA). Mobilna faza je filtrirana kroz Schleicher & Schuell RC

55 membranski filter (dijametar 47 mm, veli¢ina pora 0,45 pm).

Referenti standard (R)- omeprazola dobijen je od Union Quimica
Farmaceutica (Spanija), a recemat omeprazola kupljen je kao Omeprazol CRS

od European Pharmacopoeia.

3.2.2 Aparatura

HPLC analize radene su na Agilent Technologies 1100 Series HPLC
Sistemu (Santa Clara, CA) koji je opremeljen sa odeljkom za kolonu sa
temperaturskom kontrolom, autosamplerom sa moguc¢noséu hladenja, DAD
UV-Vis detektorom i online degazerom mobilne faze. Hiralno selektivno
hromatografsko razdvajanje je omoguceno koris¢enjem CHIRAL AGP C18
kolone (5 pm particle size, 150 x 4,0 mm id) korid¢enjem izokratskih uslova sa
mobilnom fazom koja se sastojala od smese fosfatnog pufera pH 6,0 Metanola u

odnosu 75:25, pri protoku od 0,4 ml/min, na temperaturi od 25°C.

3.2.3 Priprema rastvora

Fosfatni pufer pH 6,0 pravljen je rastvaranjem 2,730 g Natrijum
dihidrogen fosfata, dihidrata (NaH2POs4 x 2H20) u 1000 ml vode i
podesavanjem pH vrenosti na 6,00£0,05 koris¢enjem 1M vodenog rastvora
natrijum hidroksida.
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Kao rastvara¢ za uzorke koris¢ena je smesa fosfatnog pufera pH 11,0 i
metanola u odnosu 75:25. Fosfatni pufer pH 11,0 je pravljen rastvaranjem 1,045
g Trinatrijum fosfat dodekahidrata (NasPOs x 12H20) i 3.940 g dinatrijum
hidrogem fosfat dodekahidrat (Na2HPO4 x 12H>0).

Rastvor za ispitivanje pogodnosti sistema je pravljen odmeravanjem oko
3.40 mg omeprazole, CRS EP (recemat), i prenosenjem u 100 ml volumetrijski
sud. Nakon rastvaranja u 70 ml sud je dopunjavan do crte. Poredbeni rastvor
je pravljen u koncentracionom nivou od 1,28 pg/ml esomeprazola, sto
odgovara 0,2 % od koncentracije esomeprazola u test rastvoru: Mereno je ta¢no
oko 17,00 mg esomeprazol natrijuma, in-house standarda, i prenoseno u 100 ml
volumetrijski sud, rastvoreno u 70 ml rastvaraca za uzorke i istim dopunjavano
do crte. 4,0 ml ovog rastvora prenoseno je u 50 ml sud i razblaZivano do crte
rastvaracem. Potom, 5,0 ml ovog rastvora prenoSeno je u 50 ml sud i
razblazivano do crte rastvaracem. Test rastvor je pravljen u koncentracionom
nivou od 640 pg/ml esomeprazola. Mereno je ta¢no oko 34,00 mg ispitivane
supstnce i prenoseno u 50 ml volumetrijski sud. Nakon rastvaranja u 30 ml
rastvaraca za uzorke sud je dopunjavan do crte. Svi rastvori su pre injektovanja
u HPLC sistem filtrirani kroz Sartorius, Minisart RC 25, 0,45 pm membranski

filter.

3.24 Procedura

Nakon injektovanja 10 pl test i referentnih rastvora snimani su
hromatogrami UV detekcijom na 302 nm. Pogodnost HPLC sistema ispitivana
je na osnovu ispunjavanja dva uslova: relativna standardna devijacija povrsina
pikova esomeprazola dobijenih u tri injektovanja referentnog rastvora nije veéa
3,0 %; na hromatogramu rastvora za ispitivanje pogodnosti sistema rezolucija

izmedu pika (R)-omeprazola i esomeprazolanije manja od 2,0.

Dalje analize su radene nakon to je pokazana pogodnost HPLC sistema.

Kalibracija instrumenta je izvrSena koris¢enjem aktuelne koncentracije
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esomeprzola u referentnom rastvoru i wusrednjenih povrsina pikova
esomeprazola dobijenih njegovim tri puta ponovljenim injektovanjima. Nakon
identifikacije pika (R)-omeprazola (na osnovu hromatograma rastvora za
ispitivanje pogodnosti sistema) pik je kvantikovan koris¢enjem postojece
kalibracije na osnovu pika esomeprazola. Koris¢en je ustanovljeni relativni

faktori odgovora, vrednosti 1,0.

3.2.5 Kvantifikacija

Kvantifikacija je bazirana na linearnoj kalibracionoj funkciji koja
ukljucuje kodinatni pocetak formiranoj na osnovu eksternog standarda. Za
proracun sadrZaja (R)-omeprazola izraZeno na procenat sadrZaja glavne

komponente, esomeprazola koriséena je sledeca formula:

0 P, xW,, x€x0.937x4x5x50x100 P, xW,xCcx0.937x2
% (R)-omeprazola = 2——2 =28
P, xW,, x100 x50 x50 P, xwW,, x5

Gde je Pa, povrsina pika (R)-omeprazola u test rastvoru; Pst, povrsina pika
esomeprazola u poredbenom rastvoru; Wst , masa odmerenog in-house
standarda u poredbenom rastvoru (mg); c, ja¢ina in-house standarda, as is
(mg/mg); wuz, masa odmerene ispitivane supstnce; 0,937, faktor konverzije

esomeprazol natrijum u esomeprazol.

3.2.6 Priprema rastvora potrebnih za validaciju metode

Pravljen je Stok rastvor koji je sadrzavao analite u nivou od oko 10 % (64
png/ml) odnosu na koncentraciju esomeprazola koja je u test rastvoru (640
pg/ml). Ovaj rastvor je pravljen odmeravanjem u odmerni sud od 100 ml po
tacno oko 13,5 mg referentnog standarda esomeprazol natrijuma i referentnog
standarda (R)-omeprazol natrijuma. Ova smeS$a je rastvorena u rastvaracu za

uzorke i istim rastvarac¢em dopunjena do crte.

Za namenu ispitivanja linearnosti metode pravljeni su rastvori opisani u

daljem tekstu. Razblazenjem razli¢itih zapremina gornjeg Stok rastvora u
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rastvaracu za uzorke, pravljeni rastvori sa analitima u sedam razli¢itih
koncentracionih nivoa kao $to je dato u Tabeli 3.4. Svaki od ovih rastvora je
filtriran kroz RC menbranski filter 0,45 um pre injektovanja u hromatografski
sistem. Pri daljim statistickim analizama rezultata u preracune su ulazile
stvarne koncentracije analita na osnovu ta¢ne odmerene mase svakog od njih i

jac¢ine korisc¢enih referentnih supstanci.

Tabela 3.4 Priprema rastvora za validaciono ispitivanje linearnosti

Koncentracioni V (ml) Rastvor Vsuda Ocekivana

nivo koncentracija (ng/ml)
1.0 % 5.0 10% Stok rastvor 50 16.0

0.5 % 50  10% Stok rastvor 100 8.0

0.3 % 3.0  10% Stok rastvor 100 4.8

0.2 % 2.0  10% Stok rastvor 100 3.2

0.15% 3.0  10% Stok rastvor 200 2.4

0.1 % 5.0 1.0 % rastvor 50 1.6

0.05% 5.0 0.5 % rastvor 50 0.8

0.02% 5.0 0.2% rastvor 50 0.32

Za ispitivanje ta¢nosti metode najpre je pravljen Stok rastvor (R)-
omeprazol natrijuma. On je pripremljen odmeravanjem ta¢no oko 17,0 mg (R)-
omeprazol natrijuma u 50,0 ml, rastvaranjem u rastvracu za uzorke i potom
daljim razblaZivanjem 10.0 ml u odmerni sud od 50,0 ml (5%). Radni rastvori
za ispitivanje ta¢nosti su pripremani u petnaest odmernih sudova od po 50,0
ml. U svaki od njih je odmeravano oko 34,0 mg esomeprazole natrijuma i
prenoseno V ml (Tabela 3.5) stok rastvora (R)-omeprazol natrijuma. Na ovaj
nacin su dobijeni rastvori esomeprazola koji su optereceni svakim od analita u
tri razli¢ita poznata koncentraciona nivoa (oko 0,03, 0,10, 0,30, 0,50 i 0,70 %)

svaki u triplikatu. Nakon rastvaranja u rastvaracem za uzorke sudovi su dopunjavani
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do crte i filtrirani kroz kroz 0.45 pm RC membranski filter (koris¢en je Sartorius,
Minisart RC 25, 045 pm) uz odbacivanje prvih 2 ml filtrata. U daljim
kvantifikacionim prera¢unima su ulazile stvarne koncentracije analita na

osnovu ta¢ne odmerene mase i jacine koriséene referentne supstance.

Tabela 3.5 Nacin pripreme rastvora za validaciono ispitivanje ta¢nosti

Oznaka V(ml) V suda C (pg/mi)
A1l-1 0,30 50 0,192
Al-1 0,30 50 0,192
A1l-1 0,30 50 0,192
A2-1 1,0 50 0,64
A 2-2 1,0 50 0,64
A2-3 1,0 50 0,64
A 3-1 3,0 50 1,92
A 3-2 3,0 50 1,92
A 3-3 3,0 50 1,92
A 4-1 5,0 50 3,2
A 4-2 5,0 50 3,2
A 4-3 5,0 50 3,2
A5-1 7,0 50 4,48
A5-2 7,0 50 4,48
A 5-3 7,0 50 4,48

Test rastvori za ispitivanje preciznosti su pripremani u Sest odmerna
suda od po 50 ml. U svaki od njih je odmeravano ta¢no oko 34,0 mg
esomeprazole natrjjuma i prenoSeno 2,0 ml Stok rastvora necistoca koji je koris¢en za
ispitivanje tacnosti. Na ovaj nac¢in su dobijeni rastvori esomeprazola koji su

optereceni svakim od analita u koncentracionim nivou 0,20 % od koncentracije

esomeprazola u test rastvoru.

Za namenu ispitivanja stabilnosti poredbenog i test rastvora svaki od
ovih rastvora je ¢uvan pod razli¢itim uslovima (sobna temeperatura izlozeno i
zasti¢eno od svetlosti i u frizideru, izloZeno i zasti¢eno od svetlosti) i svaki od

rastvora kvantifikovan u odnosu na sveze pripremljeni poredbeni rastvor.
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Za namenu ispitivanja robustnosti metode pravljene su mobilne faze
razli¢itih jonskih jac¢ina, pH vrednosti i udela metanola kao organskog
modifajera. Sastav ovih mobilnih faza dat je u Tabeli 3.6. Fosfatni pufer
pravljen je rastvaranjem sugerisane koli¢ine natrijum dihidrogen fosfata,
dihidrata (NaH2PO4 x 2H>O) u 1000 ml vode i podesavanjem pH vrenosti na
Zeljenu vrednost koriséenjem 1 M vodenog rastvora natrijum hidroksida.
Nakon ovoga svaki od pufera je mesan u dva razli¢ita odnosa sa metanolom

kao sto je naznaceno u Tabela 3.6.

Tabela 3.6 Priprema mobilnih faza potrebnih za ispitivanje robusnosti metode.

NaH,PO4 x 2H,0 (¢/l) pH (/) MeOH (%)
1 2,63 5,9 24
2 2,63 5,9 26
3 2,63 6,1 24
4 2,63 6,1 26
5 283 5,9 24
6 2,83 5,9 26
7 283 6,1 24
8 283 6,1 26

3.3 Koris¢ene semipreparativne HPLC metode
3.3.1 Reagensi i hemikalije
Sve koris¢ene hemikalije su bile p. a. ili HPLC c¢istoce. Acetonitril
(gradient grade for HPLC), Metanol (gradient grade for HPLC) kupljeni su od

Merck KgaA, Darmstadt, Germany. Amonijum formijat, p.a. kupljen od Fluka,

Buchs, Switzerland.

Acetonitril-d3 99,8 % atoma D, Deuterium oksid 99.9 % atoma D,
Mravlja kiselina-d2 95wt. % u D20, 98 % atoma D, Amonijak-d4
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deuterooksidni rastvor, 25 wt. % u D20, 99 % atoma D kupljeni su od Sigma-

Aldrich,Steinheim, Germany.
3.3.2  Aparatura i hromatografski uslovi
3.3.2.1 Semipreparativna HPLC metoda za RRT 0.42, RRT 0.46, RRT 0.81

Hromatografsko razdvajanje je omoguceno koris¢enjem Zorbax Eclipse
XDB semipreparativne kolone (1,8 pm particle size, 250 x 9,4mm id)
koriséenjem gradijentnog programa sa mobilnom fazom A (0,64g/1 Amonijum
formijat pH= 8,5 sa NH4OH) i mobilnom fazol B (acetonitrila) uz radnu

temperaturu od 35°C i protok mobilne faze od 4,0 ml/min.

Gradijentni program:

t (min) %A %B

0 90,0 10,0
15 85,0 50,0
15,01 30,0 10,0
18 30,0 10,0

3.3.2.2 Semipreparativna HPLC metoda za nepoznatu necistoéu RRT 0.27

Hromatografsko razdvajanje je omoguceno koriséenjem Zorbax Eclipse
XDB semipreparativne kolone (1,8 pm particle size, 250 x 94mm id)
koriséenjem gradijentnog programa sa mobilnom fazom A (0,64g/1 Amonijum
formijat pH= 8,5 sa NH4OH) i mobilnom fazol B (acetonitrila) uz radnu

temperaturu od 35°C i protok mobilne faze od 4,0 ml/min.

U slucaju koris¢enja mobilne faze sa deuterijumskim rastvaracima
mobilna faza A pravljena je rastvaranjem 0,4875 g mravlje kiseline-d2 u 1000 ml

deuterium oksida i podeSavanjem pH vrednosti na 8,55 sa Amonijak-d4
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deuterooksidnim rastvorm, 25 wt. %. Kao mobilna faza B koriséen je

Acetonitril-d3.

Gradijentni program:

t (min) %A %B

0 90,0 10,0
7,5 85,0 15,0
7,6 30,0 70,0
12 30,0 70,0
12,1 90,0 10,0
15 90,0 10,0

3.4 Koris¢ene LC/MS i LC/MS/MS metode

3.4.1 Reagensiihemikalije

Sve koris¢ene hemikalije su bile p. a. ili HPLC Ccistoce. Acetonitril
(gradient grade for HPLC), Metanol (gradient grade for HPLC) kupljeni su od
Merck KgaA, Darmstadt, Germany. Amonijum formijat, p.a. kupljen od Fluka,

Buchs, Switzerland.
3.4.2 Aparatura i hromatografski uslovi

3421 LC-MS metoda za merenje ta¢nih molekulskih masai LC-MS/MS
metoda za ispitivanje puteva fragmentacije

Za obe metode (LC—MS i LC-MS/MS) hromatografsko razdvajanje je
omoguceno koris¢enjem Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HT kolone (1,8
pm particle size, 50 x 4,6 mm id) koriS¢enjem gradijentnog programa sa

mobilnom fazom A (0,64g/1 Amonijum formijat pH= 7,0 sa NH4OH) i
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mobilnom fazom B (smesa acetonitril:metanol 50:50) uz radnu temperaturu od

35°C i protok mobilne faze od 1,0 ml/min.

Koriséeni gradijentni program je bio:

t (min) %A %B

0 90,0 10,0
15 50,0 50,0
15,01 90,0 10,0
18 90,0 10,0

Hromatogram rastvora u kome se odvijala reakcija 4-OH-omeprazol
sulfida sa meta-hloroperoksibenzoevom kiselinom (mCPBA) prikazan je na Slici
3.1. U zasicen rastvor 4-OH-omeprazol sulfida u metanolu (oko 5 mg u 450 pl
rastvaraca) koji se nalazio u NMR kiveti dodata je ekvimolarna koli¢ina
mCPBA. Na ovaj na¢in su merene tacne molekulske mase 4-OH-omeprazol

sulfoksida i 4-OH-omeprazol sulfona potrebne za njihovu identifikaciju.

Hromatogrami koji se dobijaju ovom metodom kojom su merene tacne
molekulske mase poznatih necistioca esomeprazola dat je na Slici 3.2. Takode,
ova hromatografska metoda je koris¢ena u MS/MS eksperimentima u cilju
ispitivanja puteva fragmentacije esomeprazola i njegovih necisto¢a. Tec¢no-
hromatografsko odvajanje je izvedeno na Acquity H-Class® UPLC sistemu
(Waters Corporation, Milford, USA) opremljenim sa kvarternarnom pumpom.
LC-ESI/ APCI/QqQ snimanja radena su na masenom spektrometru Xevo TQD
(Waters, Milford, Massachusetts). ESI jonski izvor je bio na 150 °C sa
desolvatacionom temperaturom od of 450°C, desolvatacionim gasom (azot) pri
protoku od 500L/h i naponom kapilate postavljenim na 3.2kV. Napon

konusa je bio 50 V , za sve ispitivane analite. Argon je koris¢en kao kolizioni
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gas, i koliziona energija je varirana od 12-55 eV zavisno od analita. Skeniranje
fragmentnih jona je primenjen u pozitivnom modu (Q1 podeSen na
propustanje samo odabranog molekulskog jona, SIM, CID koliziona celija

ukljucena, Q3 - skeniranje),

Uzorak koji je sadrzavao smeSu esomeprazola i njegovih necistoéa u
koncentracionom nivou od oko 1 pg/ml za svaku komponentu je uvoden u
sistem nakon hromatografskog razdvajanja ispitivanih komponenti. ESI +ve
jonizacioni sprektar svake od komponente pokazivao je protonovane
molekulske jone (M+1). Fragmentacioni put molekulskih jona je pracen
skaniranjem produkt jona nakon CID izazvane fragmentacije sa argonom kao

nosedim gasom.
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Slika 3.1 ESI/ToF MS (gore) i UV-Vis 280 nm (dole) hromatogrami reakcione
smeSe uz hromatogramske uslove opisane LC/MS metode. Koris¢eno za
odredivanje ta¢nih molekulskih teZina nepoznatih razgradnih proizvoda RRT
0.42, RRT 0.46 kasnije identifikovanih kao 4-OH-omeprazol sulfoksid i 4-OH-

omeprazol sulfon.
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Slika 3.2 Hromatogram UV-Vis detekcijom na 280 nm uz hromatogramske

uslove opisane LC/MS/MS metode. Koriséeno za odredivanje ta¢nih

molekulskih tezina poznatih necistoca.

Slika 3.3 Hromatogram ukupne jonske struje uz hromatogramske uslove

opisane LC/MS/MS metode pri naponu konusa ESI izvora od 50V . Koris¢eno

za izdvajanje molekulskih jona i njihovu dalju fragmentaciju.
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3422 LC-MS metoda za merenje taCne molekulske mase nepoznatog
razgradnog proizvoda RRT 0.27

Hromatografsko razdvajanje je omogucéeno koris¢enjem Zorbax Extend
C18 Rapid Resolution HT kolone (1,8 pm particle size, 50 x 4,6 mm id)
koris¢enjem gradijentnog programa sa mobilnom fazom A (0,64g/1 Amonijum
formijat pH= 8,5 sa NH4OH) i mobilnom fazol B (acetonitrila) uz radnu

temperaturu od 35°C i protok mobilne faze od 1,0 ml/min.

Koriséeni gradijentni program je bio:

t (min) %A %B

0 90,0 10,0
7,5 85,0 15,0
7,6 30,0 70,0
12 30,0 70,0
12,1 90,0 10,0
15 90,0 10,0

Hromatogram rastvora u kome su proizvodi razgradnje esomeprazola
nastali u vodenom rastvoru koncentracijeesomeprazola u koncentraciji 8

mg/ ml podesena pH = 9,4 sa 0,5M HCl) tokom 12 sati na 50°C dat je na Slici 3.4.

LC-ESI/ToF snimanja su radene na masenom spektrometru 6210 Time-of-
Flight LC-MS system (Agilent Technologies) i u maseni spektrometar unoseni
nakon hromatografskog razdvajanja koris¢enjem Agilent Technologies 1200
Series HPLC instrumenta (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) sa
binarnom pumpom, autosamplerom, kolonskim kompartmentom (sa Zorbax
Eclipse XDB-C18 kolonom) i DAD detektorom (spektralni opseg 190-450 nm) na
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280nm. Za sakupljanje i obradu podataka koriséen je MassHunter Workstation

software.

Name

nu
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Esomeprazole

l RRT 0.27
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Slika 3.4 Hromatogram UV-Vis detekcijom na 280 nm uz hromatogramske
uslove opisane LC-MS metode. Nepoznata necisto¢a RRT 0.27 esomeprazola na

tr=1,65 min.

LC-ESI/ APCI/QqQ snimanja radena su na masenom spektrometru Xevo
TQD (Waters, Milford, Massachusetts) i u maseni spektrometar unoSeni
pomocéu ACQUITY H-Class UPLC instrumenta (Waters, Milford,
Massachusetts) sa kvaternarnom pumpom, autosamplerom, kolonskim
kompartmentom (sa Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonom) i DAD detektorom
(spektralni opseg 190 - 450 nm). Za sakupljanje i obradu podataka koriscen je

MassLynx Mass Spectrometry softver.

3.5 NMR spektroskopskopska merenja

NMR spektri (*H, COSY, NOESY, HSQC i HMBC) su snimani na Bruker
Avance III instrumentu sa 5mm BBO BB-1H probom na 500 MHz u u DMSO-ds
(sem necistoca F i G koje su rastvarane u CDCl; uz dodatak DMSO-ds). HMBC
eksperimenti su optimizovani za "Jcu = 8 Hz and Jcu = 145 Hz. 13C NMR

spektri su snimani na istom instrumentu na 125 MHz. Kori$¢eni rastvaraci za
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svaku od ispitivanih komponenti su navedeni u odgovaraju¢im tabelama u

delu 4.5.2.

3.6 UV-Vis spektrofotometrija

UV-Vis spektri esomeprazola i njegovih necisto¢a snimani su na Agilent
8453 UV-Visible PDA spektrofotometru, vodenim UV-Visible ChemStation

softverom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Ispitivane komponente su rastvarane u acetonitrilu (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany) u koncentraciji oko 7 pg/ml. Koriséena
spektrofotometrijska kvarcna kiveta omogucavala je opticki put od 10mm i
spektri snimani u opsegu 190-1100 nm. Kao blank rastvara¢ koriscen je ¢ist

acetonitril.

3.7 Statisticka obrada rezultata

U ovom radu statisticka obrada  rezultata radena je
koris¢enjem STATGRAPHICS 5, StatPoint Technologies Inc., Warrenton, USA i
Excel, Microsoft softvera. In silico simulacija fragmentacionih puteva
molekulskihjonaispitivanih jedinjenja radena je koris¢enjem softvera ACD/MS
Fragmenter Version 10.08 Advanced Chemistry Development, Inc.

Toronto, Ontario, Canada.
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4. REZULTATII DISKUSIJA

4.1 Razvoj i validacija RP-HPLC metode za odredivanje srodnih supstanci
esomeprazola

41.1 Razvoj metode

U preliminarnim eksperimentima sa kiselim mobilnim fazama
primecena je vrlo brza razgradnjam esomeprazola ve¢ u toku samog
hromatogrfisanja. To je razumljivo jer esomeprazol, biva podvrgnut kiseloj
razgradnji pri pH vrednostima manjim 8,5, a brzina razgradnje postaje znacajno

brza ispod pH 7,8 i sve je veca $to je pH vrednost rastvora niza [134].

Kako su esomeprazol i vecina njegovih srodnih supstanci slabo bazna
jedinjenja, odabirana je pH mobilne faze takva da omogucdi njihovo najefikasnije
razdvajanje. Na taj nacin, logic¢an izbor pH vrednosti mobilne faze bio je sto visi
pH, uz kona¢ni odabir pH vrednosti 9,0, sto odgovara gornjoj granici
preprucenog pH opsega odabrane hromatografske kolone. U cilju dugotrajnosti
hromatograske kolone odabran je najmanje agresivan glicinski pufer od svih
koji su preporuceni za efikasno puferovanje u okolini ove pH vrednosti. Nakon
preliminarnog Sirokog linearnog gradijentnog programa, uz koriscenje
acetonitrila kao mobilne faze B, optimizovan je gradijentni program koji je
omogucavao izvesno zadrzavanje najpolarnijh komponenti i efikasno eluiranje
najnepolarnijih necisto¢a uz prihvatljivu selektivnost na ostale komponente.
Finalna optimizacija gradijentnog programa je vrSena uz mobilnu fazu B koja je
bila smesa smesa acetonitrila i methanola u odnosu 85:15, kojom je omoguéeno
dodatno poboljSanje razdvajanja kriticnog para pikova, pika 4- hidroksi
omeprazol sulfida i pika omeprazol sulfona. Finalno optimizovana
gradijentna metoda je omogucdila potpuno razdvajanje svih komponenti od
interesa u 40 minuta ra¢inajudi tu i vreme potrebno za fazu ispiranja kolone i
njenog ponovnog uravnotezavanja na pocetne uslove (Slika 4.1). Rastvarac za

uzorke je odabran tako da omogudi potpuno rastvaranje esomeprazola i
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njegovih necistoca i Sto vecu stabilnost test rastvora (5to visa pH vrednost,

odabrana pH=11,0).
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Slika 4.1 Hromatogram test rastvora sa dodatim svim poznatim necisto¢ama (sa
izuzetkom cikli¢nog sulfenamida): Necistoca F+G 4-Hidroksi Ome Sulfon, , 4-
Hidroksi Ome, Necistoca I, Necistoca. A, Necisto¢a E, Ome Sulfon, 4-Hidroksi

Ome Sulfid, Necistoca B, N-Metil Ome, Necisto¢a H i Necistoca C u nivou oko

0.2%. Puna hemijska imena data su u Tabeli 3.1.
4.1.2 Validacija metode

Detaljna validacija metode je radena u skladu sa ICH preporukama [135-
137]. Validacijom je demonstrirana specifi¢nost, linearnost, tacnost, ponovljivost
i preciznost, limiti detekcija i kvantifikacija, stabilnost koris¢enih referentnih i
test rastvora i robusnost metode| za sve relevantne necisto¢e esomeprazola.

Detaljni validacioni rezultati su prezentirani tabelarno.

4.1.2.1 Linearnost

Linearnost metode je potvrdena injektovanjem standardnih rastvora koji
su bili u osam koncentraciona nivoa, u koncentracionom opsegu od 0,02 % - a
1,0 % za esomeprazola i deset njegovih necistoc¢a. Linearnost je uspostavljena
linearnom regresionom analizom, na osnovu metode najmanjih kvadrata. Za
povrsinu hromatografskih pikova u funkciji koncentracije svakog od analita na

osnovu ove linearne regresione analize su izracunati statisticki parametri
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nagiba pravih, njihovih preseka sa y osom, rezidualne standardne devijacije i

korelacioni koeficijenti. Dobijene vrednosti su prikazane u Tabeli 4.1

Tabela 4.1 Parametri linearne regresione analiuze: y = ax+b, gde je x
koncentracija analita (ug/ml), y je povrsina hromatografskog pika (mAU s), R2
je kvadrat korelacionog koeficijenta; RRSD je rezidualna standardna devijacija
(SAy/y, n-2). RRF vrednosti uspostavljene kao odnos nagiba prave posmatrane

necistoce i esomeprazola.

R2 Regresiona Nagip Odsecak RRS RRF
jednacina mAU s (mAU s) D, )
y=b+ax ml/ug (%)

Eso. 0,999935 y=1454+62487x 624871499 1454+3311 0,98 1,00+0,02
Nec¢ A 0,999815 y=-1260+40470x 40470+ 543 -1260+3727 1,65 0,65+0,01

Nec¢ B 0,999926 y=2858+97112x 97112+826 2858+5389 1,04  1,5540,03
Nec¢ C 0,999981 y=465+53892x 53892+234 465+ 1587 053  0.8610,01
Ne¢ D 0,999961 y=814+60420x 60420+£376 814+ 2609 0,76  0,97+0,01
Nec¢ E 0,999943 y=1529+90548x 90548 + 678 1529+4628 092  1,4540,02
Nec¢ F 0,999429 y=5007+34549x 34549+ 805 5007+£5289 290  0,5540,02
Ne¢ H 0,999965 y=1076+70722x 70722+414 1076+2410 0,72 1,1340,02
Nec I 0,999979 y=669+95812x 95812+ 433 669+ 2983 055 1,5340,02
I 0,999924 y=2398+116312x  116312+1000 2398+ 6757 1,06  1,86%0,03
1 igd 0,999967 y=1082+60120x 60120+344 1082+2255 0,70  0,96+0,01

*| = 4-Hidroksi omeprazol sulfid, **1I = N-Metil Omeprazol

Za ovu seriju standradnih smesa esomeprazola i njegovih necistoca u
razli¢itim koncentraciom nivoima je pokazana linearnost u celom ispitivanom
koncentracionom opsegu. Povrsine pikova se pokoravaju jedna¢inama oblika y
= ax + b, gdejeb presek sa y osom nije bio statisti¢ki znacajno razli¢it od nule u
limitima pouzdanosti od 95 %. Kvadrat korelacionog koeficijenta (R2) je bio u
svim slucajevima ne manje od 0,99994. Na osnovu odnosa nagiba dobijenih

pravih za ispitivane necistoe i esomeprazol utvrdeni su relativni faktori
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odgovora (prikazani u Tabeli 3.1) ¢ija upotreba omogucava ta¢nu kvantifikaciju

necistoéa bez dalje upotrebe njhovih referentnih standarda.

4.1.2.2 Limiti detekcije i kvantifikacije.

Za procenu koncentracionih nivoa limita detekcije (LOD) i limita
kvantifikacije (LOQ) svakog od analita pravljen je standardni rastvor sa svim
analitima u nivou od ta¢no oko 0,05 % od koncentracije esomeprazola u test
rastvoru (0, 8 pg/ml u odnosu na 1,6 mg/ml). Ovaj standadni rastvor je
injektovan u hromatografski sistem, i LOD i LOQ vrednosti su procenjene na
osnovu odnosa signala (visine hromatografskih pikova) i $uma bazne linije
hromatograma. LOD i LOQ vrednosti odgovaraju koncentraciji analita koji daje

signal 3, odnosno 10 puta visi od nivoa Suma, Tabela 4.2

Tabela 4.2 Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ)

Komponenta C (ug/ml) s/nratio6 LoQ LoD (ug/ml)
sigma (ug/ml)
Esomeprazol 0,7887 27,9 0,283 0,085
Nec¢ A 0,8147 37,9 0,215 0,064
Nec¢ B 0,7745 42,1 0,184 0,055
Nec¢ C 0,8068 39,1 0,206 0,062
Nec¢ D 0,8247 59,7 0,138 0,041
Nec¢ E 0,8112 97,8 0,083 0,025
Nec¢ F 0,7806 30,2 0,258 0,078
Nec¢ H 0,6925 67,6 0,102 0,031
Nec I 0,8195 118,9 0,069 0,021
4-Hidroksi omeprazol 0,8016 104,4 0,077 0,023
N-Metil Omeprazol 0,7801 42,7 0,183 0,055

4.1.2.3 Preciznost metode

Ponovljivost metode (preciznost metode) je ispitana analiziranjem Sest
test rastvora (esomeprazol u koncentracionom nivou 1600 ug/ml), koji su
optereceni necisto¢ama u nivou od 0,15 % (oko 2,4 ug/ml) na koncentraciju
esomeprazola u test rastvoru. Rezultati, srednje vrednosti i izracunate relativne

standardne devijacije date su Tabeli 4.3 .
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Tabela 4.3 Rezultati ispitivanja preciznosti metode

C (ug/ml)

NecA NecB NecC Ne¢cD NetE NetF NecH Nec¢l I II

259 244 250 2,70 253 273 216 254 246 3,84
256 245 245 2,80 2513 266 207 253 244 381
259 246 252 2,70 253 264 207 253 240 381
2,55 244 252 299 254 281 207 254 243 3,81
2,58 245 250 267 252 2,72 204 255 239 3,83
2,54 243 251 281 250 2,77 216 2,525 2,44 3,81
Av. 2,57 244 251 2,78 252 2,72 210 254 243 3,82

N O = W N =

RSD% 081 044 033 423 048 233 261 029 1,16 0,36

*I = 4-Hidroksi omeprazol sulfid, II = N-Metil Omeprazol

4.1.2.4 Ta¢nost metode

Ta¢nost metode je utvrdena rikaveri eksperimentom, dodavanjem i
potom odredivanjem ove poznate koli¢ine analita. Rikaveri vrednosti odredene
su na osnovu analize uzoraka koji su optereéeni svakim od analita u tri razlicita
poznata koncentraciona nivoa (ta¢no oko 0,10, 0,151 0,20 %) koji su pripremljeni
svaki u triplikatu. Dobijene rikaveri vrednosti, srednje vrednosti i odgovarajuce

relativne standardne devijacije za svaki od ova tri nivoa date su u Tabeli 4.4

4.1.2.5 Stabilnost rastvora

Poredbeni rastvor je ¢uvan pod razli¢itim uslovima (sobna temeperatura
i u frizideru, izloZeno i zasticeno od svetlosti) i svaki od rastvora kvantifikovan
u odnosu na sveze napravljeni poredbeni rastvor. Kao sto se vidi iz Tabele 4.5
koncentracija esomeprazola je u + 2 % od pocetne koncentracije pri svim
uslovima cuvanja pa je izveden zakljucak je da se poredbeni rastvor moze
koristiti na sobnoj temperaturi u toku dva dana. Test rastvor je ¢uvan pod
razli¢itim uslovima (sobna temeperatura i u frizideru, izloZeno i zasti¢eno od
svetlosti) i za svaki od test rastvora su kvantifikovane prisutne necistoce

esomeprazola.
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Tabela 4.4 Rezultati ispitivanja tacnosti metode

Ne¢c A Ne¢B Nec¢ C Nec¢ D Nec¢ E Nec¢ F Ne¢cH Nec¢l *T II

% recovery

Level 0,1% 1 102,8 105,0 103,6 101,9 104,0 100,3 107,7 103,4 11,08 103,4
2 103,7 106,0 104,3 106,7 103,1 99,7 110,2 103,5 107,9 101,8

3 105,7 103,9 1024 97,2 103,2 99,0 99,2 103,0 100,6 98,9

Average 104,1 105,0 103,4 101,9 103,4 99,7 105,7 103,3 106,8 1014

%RSD 1,43 1,00 0,93 4,66 0,48 0,65 6,05 0,28 5,33 2,25

Level 0,15 % 1 105,9 104,1 103,4 101,7 102,9 108,7 104,2 103,2 101,8 102,6
2 104,6 104,6 103,3 105,5 103,9 105,8 99,7 103,0 100,5 101,1

3 106,0 105,0 104,1 101,6 103,8 105,0 99,5 103,1 102,2 102,6

Average 105,5 104,6 103,6 102,9 103,5 106,5 101,1 103,1 101,5 102,1

%RSD 0,74 0,43 042 2,16 0,53 1,83 2,63 0,10 0,88 0,85

Level 0,2 % 1 103,7 102,6 102,4 99,1 102,7 95,3 101,7 101,8 98,9 102,4

2 102,8 104,0 102,2 100,2 102,5 107,3 103,7 102,2 101,7 108,1
3 103,0 102,9 102,4 100,2 102,5 101,2 98,3 102,1 100,3 102,3

Averige 103,2 103,2 102,3 99,8 102,6 101,3 101,2 102,0 100,3 104,3
%RSD 0,46 0,71 0,11 0,64 0,11 5,93 2,70 0,20 1,40 3,18
*| = 4-Hidroksi omeprazol sulfid, 11 = N-Metil Omeprazol
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Tabela 4.5 Stabilnost poredbenog rastvora pri razli¢itim uslovima ¢uvanja

Zastiéeno od

IzloZeno svetlosti

Vreme . . .
. ) Uslovi ¢uvanja svetlosti
cuvama +4°C  +22°C +4°C +22°C
Sveze Povrsina pika / / / 196 633
napravljen % / / / 100,0
6 sati Povrsina pika 197980 196 702 198 266 194 687
% 100,7 100,0 100,8 99,0
12 sati Povrsina pika 200147 195 544 196169 193 339
% 101,8 99,5 99,8 98,3
1 dan Povrsina pika 199982 198 106 198 329 192 673
% 101,7 100,7 100,9 98,0
2 dana Povrsina pika 200797 199190 197849 193377
% 102,1 101,3 100,6 98,3

Tabela 4.6 Stabilnost test rastvora pri razli¢itim uslovima ¢uvanja

Zasti¢eno od

IzloZeno svetlosti

Vreme . . .
. ) Uslovi ¢uvanja svetlosti
cuvatya +4°C  +22°C +4°C +22°C
(%)
4-Hidroksi / / / 0,06
Sveze ome. sulfon
napravljen 4-Hidroksi / / / 0,30
omeprazol
4-Hidroksi 0,06 0,10 0,07 0,10
1 sat ome. sulfon
4-Hidroksi 0,29 0,21 0,29 0,22
omeprazol
4-Hidroksi 0,07 0,13 0,08 0,13
7 sata ome. sulfon
4-Hidroksi 0,28 0,14 0,28 0,14
omeprazol
4-Hidroksi 0,08 0,15 0,09 0,14
3 sata ome. sulfon
4-Hidroksi 0,27 0,11 0,27 0,13
omeprazol
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Kao sto je prikazano u Tabeli 4.6 glavna razlika u profilu necistoca svezeg test
rastvora u odnosu na one koji su ¢uvani pod razli¢itim uslovima jeste prelazak
4-Hidroksi omeprazola, jednog od glavnih degradacionih proizvoda
esomeprazola u ¢vrstom stanju, u 4-Hidroksi omeprazol sulfon. Na osnovu
ovih merenja izveden je zakljuc¢ak da je najbolje hromatografski analizirati sveze
pripremljeni test rastvor. U slucaju nemogucnosti injektovanja sveze
pripremljenog test rastvora isti se moze injektovati najvise nakon jednog sata

pod uslovom daje ¢uvan u frizideru na +4°C.

4.1.3 Robusnost metode

Robusnost neke analiticke metode mera je njene sposobnosti da se
odupre malim i namernim promenama u parametrima metode, a ujedno je i
mera pouzdanosti metode koju mozemo da ocekujemo tokom njene rutinske
primene. U cilju ispitivanja robusnosti metode, da bi se ispitao njihov uticaj na
odgovore hromatografskog sistema, odabrani su odredeni parametara metode,
kao Sto su: talasna duZina detektora, temeprtarura hromatografske kolone,
protok mobilne faze, pH pufera mobilne faze, koli¢ina glicerina u puferu
mobilne faze i procenti organskog dela mobilne faze na pocetku i kraju
gradijenta. Uz kori$cenje statistickog softvera STATGRAPHICS®Plus Version 5.1
kreiran je Plackett-Burman eksperiment dizajn N=12, pruzajuéi neophodni broj
kombinacija odabranih eksperimentalnih faktora. Variranjem ovih faktora u
dva nivoa, niZzem i viSem u odnosu na propisane vrednosti, pri njihovim
razli¢itim kombinacijama ispitivan je njihov uticaj na odgovor
hromatografskog sistema, Tabela 4.7 . Za potrebe kasnije analize eksperiment
dizajna, uveden je i odredeni broj ,dummy”, imaginarnih faktora koji se

takode variraju u dva nivoa, ali nemaju nikakvo fizicko znacenje.

U hromatograski sistem, podeSen na hromatografske uslove koji su
pedvideni eksperiment dizajnom (dvanaest kombinacija plus dva eksperimenta
pri nominalnim uslovima) injektovani su test rastvor spajkovan omeprazol
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sulfonom, 4-hidoksi omeprazol sulfidom i N-metil omeprazolom, svaki u nivou
od 0.3% u odnosu na koncentraciju esomeprazola i poredbeni rastvor. Uz
variranje  ovih  hromatografskih  parametara, praceni su odgovori
hromatografskih  sistema kroz relevantne hromatografske parametre
(retenciona vremena hromatografskih pikova i rezolucije izmedu njih) i

kvanitifikovane necistoce esomeprazola. Rezultati su prezentirani u Tabeli 4.8

Tabela 4.7 Koriséeni Plackett-Burman eksperiment dizajn N=12 za ispitivanje

robustnosti metode.

N Temp Protok Glici p Gradijent Gradije Dummy Dummy

[nm] n H  pocetak  ntkraj 1 2

[C]  [ml/min] [g] [/] [%] [%] /] /]

Exp1 280 35,0 1,0 30 90 12,0 68,0 0,0 0,0
Exp 2 282 32,0 1,1 2,7 8,8 10,0 70,0 1,0 1,0
Exp3 282 38,0 0,9 33 88 10,0 66,0 1,0 1,0
Exp 4 278 38,0 1,1 2,7 92 10,0 66,0 -1,0 1,0
Exp 5 282 32,0 1,1 33 8,8 14,0 66,0 -1,0 -1,0
Exp 6 282 38,0 0,9 33 92 10,0 70,0 -1,0 -1,0
Exp7 282 38,0 1,1 2,7 9,2 14,0 66,0 1,0 -1,0
Exp 8 278 38,0 1,1 33 8,8 14,0 70,0 -1,0 1,0
Exp9 278 32,0 1,1 33 92 10,0 70,0 1,0 -1,0
Exp10 278 32,0 0,9 33 92 14,0 66,0 1,0 1,0
Exp11 282 32,0 0,9 2,7 9,2 14,0 70,0 -1,0 1,0
Exp12 278 38,0 0,9 2,7 88 14,0 70,0 1,0 -1,0
Exp13 278 32,0 0,9 2,7 88 10,0 66,0 -1,0 -1,0
Exp14 280 35,0 1,0 3,0 9,0 12,0 68,0 0,0 0,0

Prepoznavanje statisticki zanacajnih efekta za svaki od ispitivanih
hromatografskih parametara metode vrSeno je koris¢enjem graficke
prezentacije “Pareto Chart” i “Half-Normal Probability Plot” nakon obrade
rezultata u STATGRAPHICS®Plus softveru. U Tabela 4.9 su prezentirani
rezultati te statisticke analize kojom se izdvajaju statisticki znacajni uticaji
promene ispitivnih hromatografskih parametara na odgovore hromatografskog

sistema.
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Tabela 4.8 Odgovori hromatografskih sistema, vrednosti odredenih koncentracija ispitivanih supstaci, rezulucije izmedu

njihovih hromatografskih pikova i odgovarajuca retenciona vremena.

Rt 4-

ome M NMethil Rez  Rez  Rez NO™ o e NN
ome. sulfon Methil
su})fon sulfid orgle. 1-2 2-3 3-4 om?. Esome. ome.
o) ] U1 U Uy Sulfd i 2R
[min]
Exp 1 0,296 0,296 0,289 3,32 14,58 11,81 16,72 17,53 21,27 25,06
Exp 2 0,296 0,293 0,294 -1,82 14,38 9,68 17,95 17,51 21,53 24,46
Exp 3 0,291 0,299 0,293 -5,02 13,73 9,75 20,75 19,55 24,21 27,33
Exp 4 0,285 0,306 0,298 6,07 13,68 13,21 16,15 17,58 21,02 25,31
Exp 5 0,296 0,302 0,301 -3,80 15,54 10,59 17,17 16,28 20,90 24,20
Exp 6 0,291 0,302 0,258 4,01 14,39 9,95 17,82 18,72 22,11 26,11
Exp 7 0,290 0,288 0,296 7,00 13,50 14,10 14,33 15,97 19,37 23,97
Exp 8 0,287 0,312 0,301 -4,66 15,12 10,39 16,45 16,45 19,89 22,93
Exp 9 0,292 0,298 0,301 6,12 13,15 15,09 16,14 17,41 20,33 24,50
Exp 10 0,290 0,303 0,296 6,69 13,27 15,45 16,37 17,93 21,26 26,13
Exp 11 0,288 0,301 0,294 7,95 11,58 14,02 15,42 17,33 20,36 24,95
Exp 12 0,280 0,297 0,301 -2,80 13,79 9,29 17,87 17,13 21,63 24,75
Exp 13 0,281 0,299 0,302 -2,24 13,84 9,50 20,41 19,83 24,23 27,40
Exp 14 0,294 0,297 0,294 3,39 14,53 11,70 16,65 17,48 21,23 25,00

Res 1-2 je rezolucija izmedu hromatografskih pikova Omeprazol sulfona i 4-Hidroksi omeprazole sulfida; Res 2-3 je rezolucija izmedu
hromatografskih pikova 4-Hidroksi omeprazol sulfida i esomeprazola; Res 3-4 rezolucija izmedu hromatografskih pikova esomeprazola
and N-methil omeprazola; Rt OMP sulfon,. Rt 4-OH OMP sulfid, Rt Esomeprazole and Rt N-Methyl OMP su retenciona vremena
Omeprazol sulfona i 4-Hidroksi omeprazole sulfida, esomeprazola i N-methil omeprazola.
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Tabela 4.9 Izdvojeni statisticki znacajni efekti (pozitivni ili negativni) ispitivanih hromatografskih parametara na odgovore

hromatografskog sistema.

Ome. 4-OH N-Methil Rez Rez Rez RtOMP Rt 4-OH Rt Rt N._
ome. sulfon ome. Methil
sulfon sulfid ome. 1-2 2-3 3-4 sulfid Esomep. om
[%] (%] [%] [/] [/] [/] /] /] [/] /]
Talasna / / / / / / / / / /
duzina
Temp. / / / / / / / / / /
Protok / / / / / / N N N N
Konc. / / / / / / / / / /
glicina
pH / / / p* N* P N N N N
Gradijent / / / / / / N N N N
pocetak
Gradijent / / / / / / / / N N
kraj
Dummy 1 / / / / / / / / / /
Dummy 2 / / / / / / / / / /

Res 1-2 =rezolucija izmedu omeprazol sulfona i 4-hidroksi omeprazol sulfida; Res 2-3 = rezolucija izmedu 4-hidroksi omeprazol sulfida
and esomeprazola; Res 3-4 = rezolucija izmedu esomeprazola i N-methil omeprazola; Rt Ome. sulfon, Rt 4-OH ome. sulfid, Rt
Esomeprazol, Rt N-Methil ome su retenciona vremena omeprazol sulfona i 4-hidroksi omeprazol sulfida esomeprazola i N-methil
omeprazola.*,P” znaci da povecanje odredenog hromatografskog parametra uti¢e na povecanje vrednosti posmatranog odgovora
sistema.**,N” znaci da povecanje odredenog hromatografskog parametra uti¢e na smanjenje vrednosti posmatranog odgovora sistema
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Dodatno, budué¢i da je meSani parametar i kao takav nije mogao biti
ispitan kroz eksperiment dizajn, zasebno je ispitivan uticaj udela acetonitrila i
metanola u organskom delu mobilne faze (mobilna faza B). Rezultati su

prezentirani u Tabeli 4.10.

Tabela4.10 Uticaj sastava organskog dela mobilne faze na odabrane odgovore

hromatogramskog sistema

Rt Rt 4-
4-OH N- Rt N-
Ome. OMP  Methil Rez Rez Rez OMP OH Rt Moethil
sulfon . 1-2 2-3 3-4 sulfon OMP Esomeprazol
L It VI VAN sulfid  [min] o
? ’ [min] [min]
AcN:MeOH 0305 0302 0296 295 1455 11.64 16.63 17.35 21.06 24.75
/83:17
AcN:MeOH 0294 0297 0294 339 1453 1170 16.65 1748 21.23 25.00
/85:15

AcN:MeOH 0298 0302 0289 293 1364 1021 1711 17.83 2181 2545
/87:13

Na osnovu ovih ispitivanja moze se izvuéi generalni zaklju¢ak da pH
pufera mobilne faze ima glavni uticaj na hromatografsko ponasanje, tako da,
najviSe paznje treba posvetiti kontrolu ovog hromatografskog parametra.
Kritiéna rezolucija nije manja od 1,5 (granica za potpuno odvajanje pikova) u
nijednom od eksperimenata, garantujuci zadovoljavajuce odvajanje pikova u
variranoj oblasti parametara. Takode, nema statisti¢cki znacajnih efekata na
kvantifikaciju necistoéa esomeprazola, ukazujuéi na to da je ispitivana

hromatografska metoda zadovoljavajuée robusna.
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4.2 Razvoj i validacija RP-HPLC hiralno selektivne metode

421 Razvoj metode

Razvijena je hiralno selektivha HPLC metoda u reverzno-faznom modu
razdvajanja $to pretstavlja retki izuzetak u velikom broju ranije publikovanih
normalno faznih HPLC metoda koris¢enih u ovoj problematici. Koris¢ena
kolona pretstavlja najnoviju generaciju hiralno selektivnih kolona gde se al-
acid glikoprotein (AGP) vezan za 5,0 pm silika sverne cestice koristi kao hiralni
selektor. Kovalentno vezan glikoprotein za povrSinu hemijski stabilnih cestica
silike omogucuje njenu hemijsku kompatibilnost sa vodenim mobilnim fazama.
Dakle, njena glavna prednost u odnosu na kolone starije generacije jeste
mogucnost u razdvajanju enantiomera u reverzno faznom modu, uz Zeljenu
stabilnost kolone u vodenim mobilnim fazama. Hromatografsko razdvajanje je
optimizovano tako da sem zadovoljavajuéeg odvajanja pika (R)-omeprazola od
znatno veceg pika esomeprazola (koji je u 500 puta vecoj koncentraciji), postoji
zadovoljavaju¢e odvajanje i od drugih razgradnih proizvoda esomeprazola.
Karakteristi¢cni hromatogrami, rastvora za ispitivanje pogodnosti sistema,

netretiranog i tretiranog uzorka esomeprazol natrijjuma dati su na Slici 4.2.
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Slika 4.2 Hromatogrami dobijeni RP-HPLC hiralno selektivnom metodom:
rastvor za ispitivanje pogodnosti sistema (gore); test rastvora netetiranog

uzorka (sredina); test rastvora termalno tretiranog uzorka (dole).
4.2.2 Validacija metode

Validacija metode je radena u skladu sa preporukama iz ICH vodica
[135-137]. Validacijom je demonstrirana specificnost, linearnost, ta¢nost,
ponovljivost i preciznost, limiti detekcija i kvantifikacija, i robusnost metode za

(R)-omeprazol. Detaljni validacioni rezultati su prezentirani tabelarno.

4.2.2.1 Linearnost.

Linearnost metode je potvrdena injektovanjem rastvora koji su bili u
osam koncentraciona nivoa, u koncentracionom opsegu od 0,02 % -a 1,0 % za
R-omeprazol i S-omeprazol. Linearnost je uspostavljena linearnom
regresionom analizom, na osnovu metode najmanjih kvadrata. Za povrsinu

hromatografskih pikova u funkciji koncentracije svakog od analita na osnovu
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ove linearne regresione analize su izracunati statisticki parametri nagiba pravih,
njihovih preseka sa y osom, rezidualne standardne devijacije i korelacioni

koeficijenti. Dobijene vrednosti su prikazane u Tabela 4.11

Tabela 4.11 Parametri linearne regresione analiuze: y = ax+b, gde je x
koncentracija analita (ug/ml), y je povrsina hromatografskog pika (mAU s), R2
je kvadrat korelacionog koeficijenta; RRSD je rezidualna standardna devijacija
(SAy/y, n-2). RRF vrednosti uspostavljene kao odnos nagiba prave posmatrane

necistoce i esomeprazola.

Komponenta  Jednacina: R2
(R)-omeprazol y=-3223 + 122663x 0,99997
(S)-omeprazol y= 707 + 126349x  0,99997

Za seriju standradnih smes$a R-omeprazol i S-omeprazola u razli¢itim
koncentraciom nivoima je pokazana linearnost u celom ispitivanom
koncentracionom opsegu. Povrsine pikova se pokoravaju jedna¢inama oblika y
= ax + b, gdejeb presek sa y osom nije bio statisti¢ki znacajno razli¢it od nule u
limitima pouzdanosti od 95 %. Kvadrat korelacionog koeficijenta (R2) je bio u

svim slucajevima ne manji od 0,99997.

4.2.2.2 Limiti detekcije i kvantifikacije.

Za procenu koncentracionih nivoa limita detekcije (LOD) i limita
kvantifikacije (LOQ) za R-omeprazol pravljen je standardni rastvor R-
omeprazol u nivou od ta¢no oko 0,10 % od koncentracije esomeprazola u test
rastvoru (0.64 pg/ml u odnosu na 640 pg/ml). Ovaj standadni rastvor je
injektovan u hromatografski sistem, i LOD i LOQ vrednosti su procenjene na
osnovu odnosa signala (visine hromatografskih pikova) i suma bazne linije
hromatograma. LOD i LOQ vrednosti odgovaraju koncentraciji R-omeprazola
koji daje signal 3, odnosno 10 puta visi od nivoa Suma, Tabela 4.12
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Tabela 4.12 Limit detekcije (LOD) i limit kvantifikacije (LOQ) za R-omeprazol

Komponenta: ¢ (ug/ml) s/modnos LoQ (ug/ml) LoD (ug/ml)
R-omeprazol 0,64 70,0 0,091 0,027
4.2.2.3 Ta¢nost metode

Tacnost metode je utvrdena rikaveri eksperimentom dodavanjem i
odredivanjem poznate koli¢ine R-omeprazola. Rikaveri vrednosti odedene su
na osnovu analize uzoraka S-omeprazola koji su spajkovani R-omeprazolom u
pet razli¢itih koncentracionih nivoa ( ta¢no oko 0,03, 0,10, 0,30, 0,501 0,70 %) koji
su pripremljeni svaki u triplikatu. Optereéenje rastvora analitima, odredene
koncentracije analita, dobijene rikaveri vrednosti, srednje vrednosti i
odgovarajuce relativne standardne devijacije za svaki od ova tri nivoa date su u

Tabeli 4.13

4.2.2.4 Preciznost.

Preciznost metode je ispitivana kao ponovljivost metode (u toku dana) i
rigidnost (u toku razlic¢itih dana) analiziranjem Sest test rastvora (S-omeprazol u
koncentracionom nivou 640 ug/ml), koji su optereéeni R-omeprazolom u
nivou od oko 0,20% (oko 1,28 ug/ml) na koncentraciju S-omeprazola u test
rastvoru. Stepen ponovljivosti metode, poznat kao rigidnost je dobijena
analizom istog broja uzoraka (kao za ponovljivost) ali u toku drugog dana,
kori$éenjem hromatografske kolone druge serije od strane drugog analiticara.
Rezultati, srednje vrednosti i izracunate relativne standardne devijacije date su

u Tabeli 4.14 .
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Tabela 4.13 Rezultati ispitivanja ta¢nosti metode.

Odredivanje Nivo Odmereno Dodato R- Odredeno  Rikaveri
br. (aroksim, esome. ome. R-ome. (%)
%) (mg/50ml) (ug/50  (ug/50ml)
ml)
1 0,03 34,32 16,48 17,02 103,3
2 0,03 34,03 16,48 17,30 105,0
3 0,03 34,00 16,48 16,71 101,4
4 0,10 34,06 37,57 37,63 100,2
5 0,10 34,27 37,57 37,91 100,9
6 0,10 34,20 37,57 38,13 101,5
7 0,30 34,25 97,83 95,95 98,1
8 0,30 34,17 97,83 95,79 97,9
9 0,30 33,99 97,83 95,34 97,5
10 0,50 34,34 158,1 154,0 97,4
11 0,50 34,19 158,1 154,7 97,8
12 0,50 34,11 158,1 153,0 96,8
13 0,70 34,07 218,3 213,3 97,7
14 0,70 33,73 218,3 212,8 97,5
15 0,70 34,18 218,3 216,6 99,2
Srednja vrednost (%) 99,47
RSD (%) 2,47

Tabela 4.14 Rezultati ispitivanja preciznosti metode

Odredivanje br, 1,dan 2, dan

1 0,200 0,194

2 0,197 0,191

3 0,195 0,192

4 0,195 0,192

5 0,194 0,191

6 0,193 0,201 ukupno
Srednja vrednost (%) 0,196 0,194 0,195
RSD (%) 1,3 2,0 2,5

4.2.2.5 Stabilnost rastvora.

Test i poredbeni rastvori ¢uvani su pod razli¢itim uslovima (sobna

temeperatura i u frizideru, izlozeno i zasti¢eno od svetlosti) i u pogodnim
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vremenskim intervalima je kvantifikovan prisutni (R)-omeprazol. Rezultati
prikazani u tabelama 4.15 i 4.16. lako je primecena pojava sekundarnih pikova,
selektivnost metode nije njima ugroZena i moguce je hromatografski analizirati
test rastvor ¢uvan nakon dva dana na sobnoj temperaturi. Usled prisutne
razgradnje esomeprazola poredbeni rastvor moze ¢uvati zasticen od svetlosti

najduze jedan dan.

Tabela 4.15 Stabilnost test rastvora pri razli¢itim uslovima ¢uvanja. U tabeli su
date rezultati za kvantifikovani (R)-omeprazol u odnosu na sveze pripremljeni

poredbeni rastvor

Zastiéeno od IzloZeno svetlosti

Vreme . . .

y . Uslovi ¢uvanja svetlosti
cuvanja +4°C +22°C +4°C +22°C

(%)

Svezi / / / 0,200
1 dan 0,196 0,197 0,202 0,207
2 dan 0,194 0,195 0,197 0,208

Tabela 4.16 Stabilnost poredbenog rastvora pri razli¢itim uslovima ¢uvanja. U
tabeli su date rezultati za kvantifikovani esomeprazol u odnosu na sveze
pripremljeni poredbeni rastvor

Zastiéeno od IzloZeno svetlosti
Vreme . ) .
y . Uslovi ¢uvanja svetlosti
clvanja +4°C  +22°C +4°C +22°C
(%)
Svezi / / / 100,0
1 dan 99,8 99,9 100,3 97,1
2 dan 98,8 97,5 97,1 94,5

4.2.3 Robusnost metode

U cilju ispitivanja robusnosti metode, da bi se ispitao njihov uticaj na
odgovore hromatografskog sistema, odabrani su sledeé¢i hromatografski
parametri: talasna duzina detektora, temeprtarura hromatografske kolone,
protok mobilne faze, pH pufera mobilne faze, koli¢ina natrijum dihidrogen
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sulfata u puferu mobilne faze i procenat metanola u mobilnoj fazi. Uz koriséenje
statistickog softvera STATGRAPHICS®Plus Version 5.1 kreiran je Plackett-
Burman eksperiment dizajn N=12, pruzajué¢i neophodni broj kombinacija
odabranih eksperimentalnih faktora. Variranjem ovih faktora u dva nivoa,
nizem i viSem u odnosu na propisane vrednosti, pri njihovim razli¢itim
kombinacijama ispitivan je njihov uticaj na odgovor hromatografskog sistema,
Tabela 4.17 . Za potrebe kasnije analize eksperiment dizajna, uveden je i
odredeni broj ,laznih”, imaginarnih faktora (D1, D2 i D3) koji se takode

variraju u dva nivoa, ali nemaju nikakvo fizi¢ko znacenje.

Tabela4.17 Koris¢eni Plackett-Burman eksperiment dizajn N=12 za ispitivanje

robustnosti hiralno selektivhe RP-HPLC metode.

Talasna
. Temp, Protok Pufer D D D
dgﬁga (C)  (ml/miny MEOH PH oy 53
Exp1 302 25 0,40 25 6,00 2,730 0 0 0
Exp 2 300 24 0,44 26 6,10 2,630 1 1 -1
Exp3 300 26 0,44 26 590 2,830 1 -1 1
Exp 4 304 24 0,36 24 6,10 2,830 1 -1 1
Exp 5 300 26 0,36 24 590 2,830 1 1 -1
Exp 6 304 26 0,36 26 6,10 2,630 1 -1 -1
Exp7 300 26 0,44 24 6,10 2,630 10101
Exp 8 304 24 0,44 24 590 2,630 1 1 1
Exp9 304 26 0,44 24 6,10 2,830 101 -1
Exp 10 304 24 0,44 26 590 2,830 -1 01 -1
Exp 11 300 24 0,36 24 590 2,630 s Y B |
Exp 12 304 26 0,36 26 590 2,630 1001 1
Exp 13 300 24 0,36 26 6,01 2,830 1001 1
Exp 14 302 25 0,40 25 6,00 2,730 0 0 0

U hromatograski sistem, podeSen na hromatografske uslove koji su
pedvideni eksperiment dizajnom (N=12 plus dva eksperimenta pri nominalnim
uslovima) injektovani su test rastvor S-omeprazola spajkovan R-omeprazolom

u nivou od 0,15% u odnosu na koncentraciju esomeprazola i limit rastvor na
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osnovu koga je kvantifikovan R-omeprazol. Uz variranje ovih hromatografskih
parametara, praceni su odgovori hromatografskih sistema kroz relevantne
hromatografske parametre (retenciona vremena hromatografskih pikova i
rezolucije izmedu njih) i kvanitifikovan R-omeprazol. Rezultati su prezentirani

u Tabeli 4.18

Tabela 4.18 Odgovori hromatografskog sistema, vrednosti odredenih
koncentracija ispitivanih supstaci, rezulucije izmedu njihovih hromatografskih

pikova i odgovarajuca retenciona vremena.

Povrsina Povrsina

(R)- (R)-(S)-  Retenciono Retenciono pika pika

Omeprazol Omeprazol vreme (R)- vreme (S)- (R)- (S)-

[%] rezolucija Omeprazol Omeprazol Omeprazol Omeprazol
[/] [min] [min]

Exp1 0,160 3,555 9,547 11,980 1038607 1048595
Exp 2 0,161 3,190 8,360 10,320 940809 948769
Exp 3 0,159 3,032 7,867 9,527 941464 946612
Exp 4 0,160 4,249 12,300 16,000 1108741 1128180
Exp 5 0,163 3,959 11,280 12,773 1131314 1139674
Exp 6 0,159 3,284 9,707 11,800 1131799 1142230
Exp 7 0,159 3,749 9,533 12,207 933262 935099
Exp 8 0,161 3,827 9,920 12,833 916586 922203
Exp 9 0,155 3,788 9,560 12,287 908289 927760
Exp 10 0,157 3,179 8,293 10,220 927120 933376
Exp 11 0,165 4,103 12,067 15580 1131650 1141637
Exp 12 0,160 3,205 9,560 11,547 1132839 1139980
Exp 13 0,155 4,244 12,287 15,973 1130292 1145797
Exp 14 0,156 3,602 9,753 12,247 1023828 1041788

Prepoznavanje statisticki zanacajnih efekta za svaki od ispitivanih
hromatografskih parametara metode vrSeno je koriSéenjem graficke

prezentacije “Pareto Chart” i “Half-Normal Probability Plot” nakon obrade
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rezultata u STATGRAPHICS®Plus softveru. U Tabeli 4.19  su prezentirani
rezultati pokazujudi uticaj promene ispitivnih hromatografskih parametara na

odgovore hromatografskog sistema.

Tabela 4.19 Izdvojeni statisticki znacajni efekti (pozitivni ili negativni)

ispitivanih hromatografskih parametara na odgovore hromatografskog sistema.

Retencion  Retencion  Povr$ina Povrsina
(R)- o vreme o vreme pika pika
Omeprazo  (R)S)-  (R)- (S)- (R)- (S)-
1 Omeprazo Omeprazo Omeprazo Omeprazo Omeprazo
[%] 1 rezolucija 1 1 1 1
[/] [min] [min]
Talasna N N
duzina / / / /
Temp. / N N N / /
Protok / N N N N N
MeOH / N N N P P
pH / / / / / /
Konc.
utor, / / / / / /
D
ey / / / / /
Dumm
> / / / / /
D
oy / / / / /

»,P” znacida povecanje odredenog hromatografskog parametra utice na povecanje
vrednosti posmatranog odgovora sistema.

»N” znaci da povecanje odredenog hromatografskog parametra uti¢e na smanjenje
vrednosti posmatranog odgovora sistema

Generalni zakljuc¢ak je da procenat metanola u mobilnoj fazi (jedini
ispitivani, statisti¢ki znacajni parametara koji zavisi od operatera) ima glavni
uticaj na hromatografsko ponasanje. Kriti¢na rezolucija nije manja od 3,0 u
nijednom od eksperimenata, garantujuci zadovoljavajuce odvajanje pikova u
ispitivanoj oblasti hromatografskih parametara. Takode, nema statisticki
znacajnih efekata na kvantifikaciju R-omeprazola, ukazuju¢i na to da je

ispitivana hromatografska metoda zadovoljavajuce robusna za ovu namenu.
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4.3 Degradacioni proizvodi esomeprazola pri razli¢itim uslovima forsirane

degradacije

Studija forsirane degradacije izvedena je u cilju ispitivanja sustinske
stabilnosti esomeprazola tj. prepoznavanja mogucih puteva degradacije leka i
identifikacije potencijalnih degradacionih proizvoda ,kao i u cilju potvrdivanja
specifi¢nosti  koris¢ene hromatografske metode. Koriste¢éi mogucénost
hromatografskog softvera za proveru spektrohemijske ¢isto¢e hromatografskih
pikova, ¢istoéa pika esomeprazola je proveravana za svaki od primenjenih
nacina razgradnje. Zadovoljavajuée vrednosti za ¢isto¢u pika esomeprazola
ukazuju na postojanje homogenog pika, bez koeluirajuéih pikova, ¢ime je
uspostavljen dokaz za potpunu selektivnost metode (rezultati prikazani u
Tabeli 4.20). Stepen medusobnog odvajanja ostalih pikova, koji su poredivih
visina, a koji poti¢u od necistoca i razgradnih proizvoda, moguce je bilo utvrditi
vizuelnim pregledom hromatograma. Za rezultate pogledati priloZene
hromatograme Slike 4.3 - 4.9. Pikovi koji nisu integraljeni su poreklom iz

koriséenih reagenasa.

4Hydoy VP

Slika 4.3 Netretirani uzorak esomeprazol natrijuma i inicijalno prisutne
razgradne supstance 4-Hidroksi omeprazol , Ome. sulfon (Ne¢. D) i N-metil

omeprazol su u nivoima nizim od 0.1% u odnosu na esomeprazol.
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Tabela 4.20

Nacini forsirane razgardnje, stepen postignute degradacije

esomeprazola i ¢istoca glavnog pika na hromatogramu.

Nacin
degradacije

Kontrolni

uzorak

Kisela
razgradnja

Bazna

razgradnja

Oksidacija

Termalna

degradacija

Fotoliza

Uslovi Udeo u

razgradnje povrsinama
za pik
esomeprazola
[%]

Bez tretiranja 99,7

2ml 0,1M 80,8
H(l, 22°C,

4dmin

2ml 5M 89,6
NaOH, 80°C,

90min

1% H202,5ml, 98,7
80°C, 5 min

1200°C, 24 sata 87,5

Uv-Vis 200 95,5
Wh /m2
(ICH)

esomeprazol pik

Lpurity
threshold”

0,990000

0,990000

0,990000

0,990000

0,990000

0,990000

~peak
Purity”

1,000000

1,000000

1,000000

1,000000

1,000000

1,000000

Test supstanaca:

Esomeprazol Natrijum
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Slika 4.5 Degradacioni prizvodi dobijeni razgradnjom esomeprazole izlozenom

uslovima bazne hidrolize navedenim u poglavlju 3.1.3
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Slika 4.6 Hromatogram rastvora esomeprazola u kome je on podvrgnut

uslovima oksidativne degradacije navedenim u poglavlju 3.1.3.
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Slika 4.7 Hromatogram rastvora esomeprazola u kome je on podvrgnut
uslovima fotodegradacije (Uv-Vis 200 Wh /m2 14 dana).
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Slika 4.8 Hromatogram rastvora esomeprazola u kome je on podvrgnut

uslovima fotodegradacije (Uv-Vis 200 Wh /m?2 42 dana).
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Slika 4.9 Hromatogram esomeprazole natrijuma koji je u ¢vrstom stanju
podvrgnut uslovima termalne razgradnje ( 24h na 110°C).
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4.4 Studije stabilnosti i glavni razgradni proizvodi

4.4.1 Glavni degradacioni proizvodi ¢vrstog esomeprazol natrijuma

Esomeprazol natrijum u ¢vrstom stanju je izlagan 24 sata termalnom
tretiranju na 110 °C, (izloZen vazduhu, grejna ploca) i kondicionirana na 25 °C,
30 oC i 40 °C tokom 24 meseci drzanjem u komore za ispitivanje stabilnosti.
Analize uzoraka iz komora su radene u pogodnim vremenskim intervalima (u
nultom trenutku, nakon 1.,3., 6., 12., 24. 36. meseca). Rezultati su prikazani u

Tabelama 4.21, 4.22 i 4.23.

Hromatografski profil necisto¢a dobijen opisanom RP-HPLC metodom
ukazivao je na pojavu i porast tri glavna razgradna proizvoda sa relativnim
retencionim vremenima RRT 0.46, RRT 0.81 i RRT 1.16, i, (Slika 4.10 i4.11). Ovi
degradacioni proizvodi kasnije su identifikovani kao 4-hidroksi omeprazol,

omeprazol sulfon i N-metil omeprazol.

Iz studije ispitivanja stabilnosti bilo je o¢igledno da 4-hidroksi omeprazol
i N-metil omeprazol nastaju istom brzinom. Brzina njihovog nastajanja je
jedino zavisna od temperature na kojoj je tretiran uzorak. Izvesno je da su 4-
hidroksi omeprazol i N-metil omeprazol proizvodi intermolekulske reakcije
izmedu dva molekula esomeprazola, u kojoj se sa metoksi grupe iz pozicije 4
vrsi metilacija jednog od dva imidazolskih N atoma. Oba N-metil omeprazol
izomera nastaju podjednakom verovatnocom ¢ime se objasnjava karaktristican
izgled hromatografskog pika na RRT 1.16 kao dva pika koja su medusobno

jednaka i nedovoljno razdvojena, Slika 4.12.

Izmedu drugih degradacionih proizvoda moze se izdvojiti kao znacajan
u studijama stabilnosti pri normalnim uslovima ¢uvanja (do 30°C) jeste
Omeprazol sulfon (Ne¢. D) koji se javlja i kao glavni razgradni proizvod koji

nastaje oksidacijom esomeprazola (Slika 4.13).
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Slika 4.10 Termalna degradacija esomeprazol natrijuma (120°C, 24 h). Glavni
degradacioni proizvodi na RRT 0.46, RRT 0.81 i RRT 1.16 (na tr= 9,720, 16,647 i
25,073 min) kasnije identifikovani kao kao 4-Hidroksi Omeprazol, Omeprazol

sulfoni N-Metil Omeprazol.
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Slika 4.11 Esomeprazol Natrijum u ¢vrstom stanju nakon termalnog tretiranja
24 meseca na 30°C. Glavni degradacioni proizvodi na RRT 0.46, RRT 0.81 i
RRT 1.16 identifikovani kao 4-Hidroksi Omeprazol , Omeprazol sulfoni N-

Metil Omeprazol.
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Slika 4.12 Hromatografski pik koji poti¢e od medusobno nedovoljno odvojenih

izomera 1-N-Metil i 3-N-Metil omeprazola
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Slika 4.13 Oksidativna degradacija esomeprazol natrijuma (42,5 mg
esomeprazol natrijuma+ 5ml 1% H202, 80°C, 5 min). Glavni degradacioni
proizvod na RRT 0.78 (na tr= 16,647 min) kasnije identifikovan kao Omeprazol

sulfon.

Tabela 4.21 Porast necistoca esomeprazol natrijuma u raznim vremenskim
intervalima u toku 36 meseci kondicioniranja na T=25 °C, zasti¢eno od svetlosti

T=25oC Vreme kondicioniranja (meseci)

0 3 6 9 12 18 24 36
(%)

4-Hidroksi 006 016 020 022 026 028 031 040
esomeprazol
N-metil omeprazol 008 018 021 025 026 028 035 044
4-Hidroksi nd. nd nd nd 001 001 001 0,01
omeprazol sulfid
4-Hidroksi 0,01 002 002 003 002 001 003 0,02
omeprazol sulfon
Nec. D 0,01 002 006 004 005 006 007 0,08
Ne¢. F 001 001 001 001 001 001 001 0,02
Najve¢a nepoznata 0,01 0,01 001 0,01 001 002 0,01 0,01
necistoca
Ukupne necistoce 018 040 051 056 062 076 0,79 0,98
(R)-omeprazol 020 020 018 019 019 020 020 0,19
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Tabela 4.22 Porast necisto¢a esomeprazol natrijuma u raznim vremenskim
intervalima u toku 36 meseci kondicioniranja na T=30 °C, zasti¢eno od svetlosti

T=30 °C Vreme kondicioniranja (meseci)

0 3 6 9 12 18 24 36

(%)

4-Hidroksi 006 023 025 028 033 037 043 061
esomeprazol
N-metil omeprazol ~ 0,08 022 025 032 035 037 047 0,64
4-Hidroksi nd. nd. nd 001 001 001 001 001
4-Hidroksi 001 002 002 004 006 006 006 0,05
omeprazol sulfon
Ne¢. D 001 004 003 004 005 007 010 0,14
Ne¢. F 001 001 001 001 001 002 002 002

Najveéa nepoznata 0,01 001 001 001 001 001 001 0,01
necistoca

Ukupne necistoce 018 053 057 071 08 091 1,10 1,48

(R)-omeprazol 020 020 019 019 020 021 020 0,20

Tabela 4.23 Porast necistoa esomeprazol natrijuma u raznim vremenskim
intervalima u toku 36 meseci kondicioniranja na T=40 °C, zasti¢eno od svetlosti

T=40°C Vreme kondicioniranja (meseci)
0 1 2 3 6
(%)

4-Hidroksi esomeprazol 0,06 0,22 0,33 0,40 0,48
N-metil omeprazol 0,08 0,23 0,30 0,37 0,47
4-Hidroksi omeprazol sulfid n.d. n.d. 0,01 0,01 0,02
4-Hidroksi omeprazol sulfon 0,01 0,02 0,02 0,02 0,03
Nec¢. D 0,01 0,04 0,05 0,06 0,08
Ne¢. F 0,01 0,01 0,01 0,02 0,02
Najveca nepoznata nec¢istoca 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Ukupne necistoce 0,18 0,53 0,73 0,89 1,11
(R)-omeprazol 0,20 0,19 0,20 0,21 0,20
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4.4.2 Glavni degradacioni proizvodi esomeprazol natrijuma u vodenom

rastvoru ,visih” koncentracija

Na netretiranim i termalno tretiranim uzorcima esomeprazol natrijuma
radena je njegova kompatibilnost sa fizioloSkim rastvorom (8 mg/ml, Sto
odgovara dozi pri administraciji injekcija) pra¢enjem promene hromatografskog
profila njegovih necisto¢a. Uoceno je da eventualno prisutni 4-hidroksi
omeprazol, koji je degradacioni proizvod koji nastaje iz c¢vrstog stanja
esomeprazol natrijuma, nestaje i prelazi u druga dva degradaciona proizvoda,
kojima odgovaraju hromatografski pikovi na relativnim retencionim
vremenima RRT 0.42 i RRT 0.81 (Tabela 4.24). Ovi degrdacioni proizvodi su u
NMR/LC-MS studijama identifikacije identifikovani su kao 4-hidroksi

omeprazol sulid, 4-hidroksi omeprazol sulfon (Slika 4.14).
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Slika 4.14 Esomeprazol u koncentraciji 8 mg/ml injegovi razgradni proizvodi iz
vodenog rastvora pH=10.4 nakon 12h. U odnosu na profil necisto¢a esomeprazole u
¢vrstom stanju (na Slika 4.11) , koji je korisen za pravljenje rastvora uocljiva je
transformacija komponente RRT 0.46 (4-Hidroksi Ome.) u RRT 0.42 (4-Hidroksi Ome.
Sulfid) i RRT 0.81 (4-Hidroksi Ome. Sulfon). Takode, uoc¢ena pojava nepoznate RRT
0.27.
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Tabela 4.24 Promena profila necistoéa esomeprazol natrijuma tretiranog 6

meseci T=40 ©C 12 sati po rastvaranju u vodenom rastvoru konc. 8mg/ml

Ispitivana supstanca/ Cvrsti esomepr. Na Rastvor te supstance

rastvor 8mg/ml

Vreme kondicioniranja 6 meseci na T=40 °C 12 sati na T=30 °C
(%)

4-Hidroksi esomeprazol 0,43 n.d

N-metil omeprazol 0,51 0,51

4-Hidroksi omeprazol sulfid 0,02 0,21

4-Hidroksi omeprazol sulfon 0,01 0,32

RRT 0.27 n.d 0,12

RRT 0.51 n.d 0,05

RRT 0.54 n.d 0,06

RRT 0.61 n.d 0,04

RRT 0.64 n.d 0,07

Ukupne necistoce 1,13 1,63

(R)-omeprazol 0,20 0,19

4.4.3 Glavni degradacioni proizvodi esomeprazol natrijuma u vodenom

rastvoru ,nizih” koncentracija

Na netretiranim uzorcima esomeprazol natrijjuma pracena je promena
hromatografskog profila njegovih necistoéa pravljenjem vodenih rastvora
razli¢itih koncentracija (0,2, 0,4, 0,8 i 1,6 mg/ml, pH vrednosti ovih rastvora
bile su 9,3, 9,6, 9,7 i 9,9) koja se deSava u toku 12h (Tabela 4.25). pH vrednost
ispitivanih rastvora, koja je posledica bazne reakcije esomeprazola, uslovljavala
je stepen razlaganja esomeprazola. Sto je niza koncentracij esomeprazola, i pH
rastvora je niza, a na nizim pH vrednostima dolazi do brze razgradnje
esomprazola (rezultati u Tabeli 4.25 . Bitna promena u odnosu na
hromatografski profil ¢istoce inicijalnog uzorka (¢vrstog esomeprzol natrijuma)

konverzija eventulno prisutnog 4-hidroksi omeprazola (njegovo nestajnje i
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formirnje 4-hidroksi omeprazola sulid i 4-hidroksi omeprazol sulfona), ali i
pojava razgradnog proizvoda n RRT 0.27, koji je u ovom slucaju i glavni
razgradni proizvod, Slika 4.15. Sa nizom koncentracijom esomeprazola u
rastvoru tj. pri nizim pH vrednostima koncentracija degradacionog proizvoda
RRT 0.27 bila je veca. Bilo je oc¢igledno da je u pitanju razgradnja katalizovana
raspolozivim H* jonovima i njihovim koncentracionim nivoom. Ranije, u studiji
forsirane degradacije ovaj razgradni proizvod je bio uocen kao jedan od
proizvoda kisele hidrolize. Na osnovu NMR/LCMS studije njegove
identifikacije pokazalo se da je to cikli¢ni sulfenamid omeprazola, koji se cesto
pominje u literaturi koja obraduje mehnizam farmakoloskog dejstva
omeprazola u organizmu. Kako je ova hemijska vrsta permanentni katjon, ovo
je u skladu sa uocenom brzom eluacijom sa hromatografske kolone pri
reverzno-faznim uslovima. Takode, u rastvoru se javljaju i kasno eluirajucdi
degradacioni proizvodi (na RRT 1.61, 1.62) , takode uoceni u studiji forsirane
degrdacije kao prozvodi kisele hidrolize. Na osnovu literaturnih podataka,
pretpostavka je da su u pitanju neki od viSe izomera dimera omeprazola
(oznacen kao ,JJ” u [23] ) wu ¢ijem formiranju se sulfenamidna kiselina
omeprazola i cikli¢ni sulfenamid omeprazola javljaju kao bitni intermedijeri.
Kao je koncentracioni nivo ovih dimera bio ispod ICH propisanih nivoa za
neophodnu identifikaciju, nije bilo daljih akcija u ovom smislu. Jedno je
medutim bio odigledno, da uocena pojava vidljivih i nevidljivih cestica u
rastvoru u izvesnoj korelaciji sa koncentracionim nivoom dimera ukazuju¢i na
njihovu sklonost da formiraju koloidne rastvore u vodenom okruzenju. U ovom
radu pri koriSéenim wuslovima forsirane degradacije u cilju dobijanja
komponente RRT 0.27 primeceno je da ovi koloidi prave tamno crveni talog

ranije pomenut u [138].
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Slika 4.15 Razgradnja esomeprazola u vodenom rastvoru pH=9,58 u
koncentraciji 0.2 mg/ml nakon 12h na 25 oC. Pojava komponenteRRT 0.27
iznad koncentracionog nivoa za koji je po ICH [133] neophodna identifikacija

komponente.

Tabela 4.25 Porast necisto¢a esomeprazol natrijuma 12 sati po rastvaranju pri
razli¢itim koncentracijama u vodenim rastvorima.

Koncentracija esomeprazola u

rastvoru
ot ST 02 o 0n 1
(12 sati na T=30 °C) mg/ml - mg/ml  mg/ml  mg/ml
pH vrednost rastvora (/) / 9,30 9,58 9,74 9,88
(%)
4-Hidroksi esomeprazol 0,17 n.d n.d n.d n.d
N-metil omeprazol 0,21 0,20 0,21 0,21 0,22
4-Hidroksi ome. sulfid 0,01 0,11 0,11 0,12 0,10
4-Hidroksi ome. sulfon 0,01 0,43 0,25 0,19 0,18
Nec¢ E n.d 0,12 0,05 0,03 0,01
Ne¢ D 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
Nec¢ F 0,02 0,05 0,05 0,05 0,06
RRT 0.27 n.d 0,93 0,61 0,43 0,32
RRT 0.51 n.d 0,04 0,02 0,02 0,01
RRT 0.54 n.d 0,04 0,03 0,04 0,03
RRT 0.61 n.d 0,19 0,09 0,09 0,08
RRT 0.62 n.d 0,25 0,13 0,12 0,09
Ukupne necistoce 0,43 2,38 1,58 1,31 1,11
(R)-omeprazol 0,19 0,20 0,18 0,19 0,19
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4.4.4 Recematizacija

Zasti¢en od svetlosti, esomeprazol natrijum u ¢vrstom stanju (u oba
oblika, kristalnom i amorfnom) termalno tretiran na 25 °C, 30 °C i 40 °C tokom
Sest meseci, kao i onaj u rastvorima, (u koncentracionim nivoima jednakim
onima pri administraciji injekcija i infuzija) nije pokazivao recematizaciju.
Medutim, studije ispitivanja foto stabilnosti ukazuju na recematizaciju
pokrenutu uticajem svetlosti u znacajnom nivou (Slika 4.16 ). Iz ovoga je
izvucen prakti¢ni zakljucak da se sama farmaceutska aktivna supstanca, svi
farmaceutski proizvodi koji se prave od nje, kao i rastvori koji se koriste tokom

administracije proizvoda drze zastiéenim od svetlosti.
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Slika 416  Hromatogram uzorka esomeprazol natrijuma koji je izlagan UV-
Vis zrac¢enju: 200 W hours/m2, 14 dana. (R)-izomer omeprazola u nivou od oko

1%.
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4.5 Spektrometrijska karakterizacija necistoéa esomeprazola

451 UV-Vis spektri esomeprazola i njegovih necistoca

Uv-Vis spektri esomeprazola i njegovih necistoca dati su na Slici 4.17 a
talasne duZine na kojima se javljaju apsorpcioni maksimumi u Tabeli 4.26. Iako
su u pitanju veoma strukturno sli¢na jedinjenja, o¢igledan je uticaj prisustva ili
odsustva supstituenata na prisutne hromofore koji rezultuje razli¢itim UV -Vis
spektrima. Ova ¢injenica ohrabruje koriS¢enje hromatografskih alatki za
proveru spektralne cistoée hromatografskih pikova, odnosno formiranje
spektralne biblioteke kojom bi se i potvrdivao identitet pikova u toku
hromatografske analize. Prisustvo izrazite, izdvojene apsorpcione trake pri
vis$im talasnim duZinama (321 nm) kod Necistoce A (5-Methoksi-1H-
benzimidazol-2-tiol) koja se strukturno razlikuje od ostalih necistoca
izostankom piridinskog prstena, ukazuje na poreklo ovih apsorpcionih traka

koje se javljaju na vi$im talasnim duZinama kod ostalih ispitivanih jedinjenja.

Tabela 4.26  Apsorpcioni maksimumi esomeprazola i njegovih necistoca

Oznaka Komponenta Amax1 (nm) Amax2 (nm) Amax3 (nm)
1 Esomeprazol 198 / 307

2 Necisto¢a A 196/213 259 321

3 Necisto¢a B <195 / 298

4 Necistoca C 198 255 299

5 Necisto¢a D 197 264 298/305
6 Necistoca E 201 / 298

7 Necistoca F <195 294 391/485
8 Necistoca H 199 / 297

9 Necistoca I 200/225 / 285/295
10 N-Metil-Ome. 200 269 307
11 4-OH Omp. 206 / 296
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Slika 4.17. UV-Vis spektri esomeprazola i njegovih necistoca. 1 - Esomeprazol, 2
- Nec¢. A,3-Ne¢.B,,4-Ne¢.C,5-Ne¢.D,6-Nec¢. E,7-Nec¢.F,8-Ne¢. H9 -

Ne¢. I, 10 -N-metil omeprazol i 11- 4-hidroksi omeprazol sulfid.
4.5.2 NMR spektri esomeprazola i njegovih necistoca

4.5.2.1 Zajednicke NMR spektralne karakteristike esomeprazola i njegovih

necistoca

Struktura esomeprazola i 11 ispitivanih uzoraka necisto¢a esomeprazola
je odredena pomocu 1D i 2D NMR spektroskopije. Asignacija 'H i 1C NMR
signala je uradena uz pomo¢ snimljenih HSQC, HMBC i NOESY 2D NMR
spektara. Rezultati asignacija su prikazani na Slikama 4.18, 4.24-4.32 dok su
hemijska pomeranja asigniranih 1H i 13C NMR signala prikazana u tabelama
4.27 i 4.28. Nlustrativni 1TH , 13C HSQCi HMBC NMR spektri esomeprazola
prikazani su na slikama 4.19-4.22. Signali protonovanih ugljenika su
asignirani na osnovu korelacija u HSQC spektru, dok su signali neprotonovanih
ugljenika asignirani na osnovu odgovarajucih korelacija u HMBC spektru.
Metoksi grupa vezana za benzenovo jezgro (H-15) je identifikovana na osnovu

HMBC korelacije sa C-6, a metoksi grupa vezana za piridinsko jezgro (H-17) na
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osnovu HMBC korelacije sa C-13. U HMBC spektrima se takode mogu uociti
korelacije metil grupe H-16 sa C-12, C-11 i C-13 i metil grupe H-18 sa C-9, C-13 i
C-14. Na osnovu HMBC korelacije H-8 sa C-2, asigniran je ugljenik
imidazolskog prstena. Cvorni ugljenici su identifikovani na osnovu HMBC

korelacija preko 3 hemijske veze: C-3a sa H-51i H-7, a C-7a sa H-4.

U slucaju esomeprazola u aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava
jedan singlet na 6 8,24 koji potice od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj
oblati se jo$ nalaze dva dubleta i jedan dvostruki dublet (] = 8,6 1 2,4 Hz). Ovaj
AMX spinski sistem i vrednosti konstanti sprezanja odgovaraju 1,2,4-
supstituciji na benzenovom prstenu. AB kvartet na 6 ~ 4,5 potice od metilenske
grupe (H-8) u susedstvu sulfoksidne funkcionalne grupe. Protoni ove
metilenske grupe su dijastereotopni i nalaze se u neposrednoj blizini
stereocentra, pa nisu hemijski ekvivalentni i dolazi do geminalnog sprezanja
izmedu njih (J = 13 Hz). Signali N-H protona se javljaju zajedno sa vlagom iz

uzorkana 0 ~ 3,8.

Slika 4.18 Strukturna formula esomeprazola sa asignacijama 'H i 13C NMR

signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.

4.5.2.2 Esomeprazol Necistoca A

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava AMX spinski sistem
sacinjen od dva dubleta i jednim dvostrukim dubletom (J = 8,6 i 2,2 Hz), to
odgovara 1,2,4-supstituciji na benzenovom prstenu. Uocena su dva prosirena
singleta na 6 12,40 i 12,36 sa jednakim integralima koja poti¢u od N-H, sto

odgovara tautomeru A. Asignacija ovih signala je ustanovljena na osnovu
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HMBC korelacija: H-1 sa C-7a i C-2, odnosno H-3 sa C-3a i C-2. U prilog ove
tvrdnje je i hemijsko pomeranje C-2 sa 6 167,8, sto odgovara tiokarbonilnoj
grupi. Nema dodatnih signala koji bi poticali od tautomera B i C, tako da se

moZe tvrditi da je tautomer A dominantan.

5 4
/O : < ;E ~NH 3 —_ /O < 2 ~NH ES—— /O < 2 =N
15 7 Ta /K )\ J\
S N SH N SH

3a
N1
A B C
Slika 4.19 Strukturna formula esomeprazol Necistoce A i mogudi tautomeri sa

asignacijama 'H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u

tabelama 4.27 i 4.28.
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Tabela 4.27

TH NMR podaci ispitivanih jedinjenja, rastvara¢ DMSO-de, osim za Nec¢ F i Ne¢. G, gde je rastvara¢ CDCls uz
dodatak DMSO-ds. Hemijska pomeranja su data u ppm u odnosu na signal koji poti¢e od TMS.

TH Esomeprazol Nec. A Ne¢. B Ne¢c. C Nec. D Nec. E Ne¢. F
NH 3,8brs 12,40 br s (A), 13,44 br s 12,46 br s 13,59 br s 13,54 br s -
12,36 br s (B)
4 7,37 d 7,02d 7,55 br s 7,35 br s 7,7brs 7,6-7,0 br 7,97 d
(8,6 Hz) (8,6 Hz) (8,7 Hz)
5 6,60 dd 6,71 dd 6,92 br d 6,75 dd 7,0 brd 6,92 br s 6,83 dd
8,6;2,4 Hz) (8,6; 2,2 Hz) (8,3 Hz) 8,6; 2,4 Hz) (~7,0 Hz) 8,7;2,1 Hz)
7 7,02 d 6,67 d 7,09 br s 6,98 br s 700brs 7,6-7,0 br 7,09 d
(24 Hz) (2,2 Hz) (21 Hz)
8 4,61-4,44 AB - 4,77-4,66 AB 4,65 s 5,01s 4,81s -
(13,0 Hz) (13,4 Hz)
11 8,24 s - 8,18 d 8,17 s 8,04 s 8,23 s 7,90 s
(1,5 Hz)
13 - - 743 d - - - -
(1,5 Hz)
15 3,73 s 3,73 s 3,80s 3,77 s 381s 3,80s 3,87 s
16 2,21s - 2,24 s 2,27 s 2,20 s 2,18 s 211s
17 3,69 s - - 3,72 s 3,68 s 3,63 s -
18 2,16 s - 2,27 s 2,19 s 2,17 s 2,01s 2,59 s
19 - - - - . - -
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Tabela 4.27

-nastavak . TH NMR podaci ispitivanih jedinjenja, rastvara¢ DMSO-ds, 0sim za Nec¢ F i Ne¢. G, gde je rastvarac
CDCl3 uz dodatak DMSO-ds. Hemijska pomeranja su data u ppm u odnosu na signal koji potice od TMS.

TH Nec. G Nec. H Nec. I 1-N-metil omeprazol  3-N-metil omeprazol 4-OH-
omeprazol sulfid
NH - nd 3,4brs - - 11,42 brs;
12,56 br s
4 747 d 7,53 d 7,59 d 7,61d 7,56 d 7,5-7,2 br
(8,8 Hz) (8,8 Hz) (8,8 Hz) (8,8 Hz) (8,8 Hz)
5 6,93 dd 6,92 dd 6,99 dd 6,93 dd 7,02 dd 6,77 dd
8,8; 2,4 Hz) 8,8, 2,1 Hz) 8,8; 2,4 Hz) 8,8; 2,4 Hz) 8,8, 2,4 Hz) 8,8; 2,4 Hz)
7 7,72 d 7,09 d 7,06 br d 7,20 d 7,25d 7,2-6,8 br
(2,4 Hz) (21 Hz) (2,4 Hz) (24 Hz) (24 Hz)
8 - 4,86-4,80 AB 533 s 4,96-4,81 AB 4,96-4,81 AB 4,45 s
(13,7 Hz) (13,8 Hz) (13,8 Hz)
11 7,98 s 8,26 s 8,06 s 812s 811s 7,53 s
13 - - - - - -
15 3,88 s 3,80s 3,825 3,855 3,79 s 3,77 s
16 2,12 s 2,35 s 2,16 s 2,16 s 2,16 s 1,83 s
17 - - 3,70 s 3,65 s 3,65 s -
18 2,60 s 2,87 s 2,19 s 2,18 s 2,18 s 1,91 s
19 - - - 3,93 s 391s -
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Tabela 4.28

BBCNMR podaci ispitivanih jedinjenja, rastvara¢ DMSO-ds, osim za Ne¢. F i Nec¢. G, gdeje rastvara¢ CDCls uz
dodatak DMSO-ds. Hemijska pomeranja su data u ppm u odnosu na signal koji poti¢e od TMS.

13C Esomeprazol Neé. A Nec. B Nec. C Nec. D Nec. E Nec¢. F
2 160,9 167,8 153,4(HMBC) 148,0(HMBC) nd 153,4 150,6
3a 141,2 126,4 nd 138,0(HMBC) nd nd 123,0
4 117,4 110,0 nd 117,6(HSQC) 121,5(HSQC) nd 113,2
5 109,1 109,7 113,3(HSQC) 110,4 114,6(HSQC) 113,3(HSQC) 111,3
6 153,7 155,7 156,8(HMBC) 155,3 157,8(HMBC) 156,7(HMBC) 158,7
7 99,4 94,5 nd 94,1(HSQC) 94,3(HSQC) nd 105,2
7a 146,5 133,1 nd nd nd nd 148,1
8 60,6 - 59,7 36,5 60,6 54,5 177,0
9 151,5 - 146,9 154,0 146,7 139,4 138,9
11 149,0 - 147,1 148,7 149,2 137,6 1254
12 125,0 - 132,3 125,1 126,1 129,3 124,7
13 163,4 - 138,6 163,4 163,6 154,0 180,7
14 126,4 - 132,8 124,5 127,6 130,5 131,1
15 55,2 55,5 55,5 55,4 55,5 55,5 55,5
16 12,9 - 17,4 10,9 11,3 12,9 93
17 59,7 - - 59,8 59,7 60,3 -
18 11,2 - 18,1 12,9 12,9 11,9 13,8
19 - - - - - - -
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Tabela 4.28 nastavak

. BCNMR podaci ispitivanih jedinjenja, rastvara¢ DMSO-ds, osim za Nec¢ F i Ne¢. G, gde je rastvarac
CDCls uz dodatak DMSO-ds. Hemijska pomeranja su data u ppm u odnosu na signal koji poti¢e od TMS.

13C Nec. G Nec¢. H Nec. I 1-N-metil 3-N-metil 4-OH-
omeprazol omeprazol omeprazol sulfid

2 148,9 152,8 147,7 151,3 152,5 147,1; 148,7

3a 140,0 - 134,3(HMBC) 135,8 130,8 137.9;129,9
4 120,1 113,5 118,8(HSQC) 120,8 111,4 118,1;111,2
5 112,9 113,5 1151 113,4 114,7 110,8; 110,5
6 157,5 156,6 157,6 157,3 156,3 155,7;153,3
7 98,2 97,1(HSQC) 96,8(HSQC) 93,4 101,7 100,7; 94,2

7a 129,3 - nd 137,0 142,3 nd
8 178,0 60,1 54,2 58,4 58,4 31,6
9 138,8 148,8 137,5 150,1 150,1 141,2

11 125,2 147,7 137,6 148,9 148,9 1334

12 124,5 131,0 129,7 1254 1254 121,3

13 180,2 144,0 153,9 163,5 163,5 177,5

14 130,6 1314 130,9 126,1 126,1 121,6

15 55,4 55,5 55,5 55,7 55,5 55,5

16 91 15,6 12,9 12,8 12,8 13,7

17 - - 60,3 59,7 59,7 -

18 13,6 17,0 12,2 11,0 11,0 10,4

19 - - - 304 30,4 -
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4.5.2.3 Esomeprazol necistoca B

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocavaju dva dubleta sa malim
konstantama sprezanja (] ~ 1,5 Hz) na 6 8,18 i & 7,43 koji poticu od H-11,
odnosno H-13 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jo$ nalaze jedan proSireni
dublet koji poti¢e od H-5 (6 6,92, ] = 8,3 Hz) i dva jako proSirena singleta (H-4
na 6 7,55 i H-7 na 6 7,09). Ovakav sistem koji se sastoji od Sirokih, nerazloZzenih
linija se javlja usled pojave tautomera A i B koji nalaze u rezimu izmene srednje
brzine. Pri tom su ovim uticajem najvise zahvaceni protoni i ugljenici koji se
nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerija deSava. Tako se za
protone H-3 (izomer A) i H-1 (izomer B) javlja jedan prosireni singlet na 6 13,44
u 'H NMR spektru, dok signali C-2, C-3a, C-4, C-5, C-6, C-7, C7a izostaju iz 13C
NMR spektra. Hemijska pomeranja za C-2 i C-6 su indirektno odredena na
osnovu HMBC korelacija, a C-5 na osnovu odgovaraju¢e HSQC korelacije.
Protoni metilenske grupe su dijastereotopni i nalaze se u neposrednoj blizini
stereocentra, pa nisu hemijski ekvivalentni (AB kvartet na 6 ~ 4,7) i dolazi do

geminalnog sprezanja izmedu njih (J = 13,4 Hz).

Slika 4.24 Strukturna formula tautomera A i B, Necistoce B, sa asignacijama 'H

i I3C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.
4.5.2.4 Esomeprazol necistoéa C

U aromati¢noj oblasti 'H NMR spektra se uoc¢ava jedan singlet na 6 8,17
koji potic¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jos nalaze jedan

dvostruki dublet koji potice od H-5 (6 6,75, ] = 2,41 8,6 Hz) i dva jako prosirena
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signala (H-4 na 6 7,34 i H-7 na 8 6,98). Ovakav sistem koji se sastoji od 8irokih,
nerazlozenih linija se javlja usled pojave tautomera A i B koji nalaze u reZimu
izmene srednje brzine. Pri tom su ovim uticajem najvise zahvaceni protoni i
ugljenici koji se nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerija desava.
Za protone H-3 (izomer A) i H-1 (izomer B) se javlja jedan pro$ireni singlet na 6
12,46 u '"H NMR spektru, dok signali C-2, C-3a, C-4, C-5, C-7, C7a izostaju iz 13C
NMR spektra. Hemijska pomeranja za C-2 i C-3a su indirektno odredena na
osnovu HMBC korelacija, a C-4 i C-7 na osnovu odgovaraju¢ih HSQC
korelacija. Posto protoni metilenske grupe nisu dijastereotopni, njihov signal u

TH NMR spektru se javlja kao singlet na 6 4,64.

Slika 4.25 Strukturna formula tautomera A i B, Necistoce C, sa asignacijama 'H i

13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.

4.5.2.5 Esomeprazol necistoéa D

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 8,04
koji poti¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jo$ nalaze jedan
prosireni signal koji potice od H-4 na 6 ~ 7,7, i dva prosirena, preklopljena
signala od H-5 i H-7 na 6 ~ 7,0. Ovakav sistem koji se sastoji od Sirokih,
nerazloZenih linija se javlja usled pojave tautomera A i B koji nalaze u reZimu
izmene srednje brzine. Pri tom su ovim uticajem najvise zahvaceni protoni i
ugljenici koji se nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerija desava.
Za protone H-3 (izomer A) i H-1 (izomer B) se javlja jedan proSireni singlet na &
13,59 u 'H NMR spektru, dok signali C-2, C-3a, C-4, C-5, C-6, C-7, C7a izostaju
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iz 13C NMR spektra. Hemijsko pomeranje za C-6 je indirektno odredeno na
osnovu HMBC korelacije, a C-4, C-5 i C-7 na osnovu odgovarajué¢ih HSQC
korelacija. Posto protoni metilenske grupe nisu dijastereotopni, njihov signal u

TH NMR spektru se javlja kao singlet na 6 5,01.

Slika 4.26 Strukturna formula tautomera A i B, Necistoce D, sa asignacijama 'H

i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.

4.5.2.6 Esomeprazol necisto¢a E

U aromati¢noj oblasti 1H NMR spektra se uoc¢ava jedan singlet na 6 8,23
koji poti¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jo$ nalaze jedan
prosireni signal koji poti¢e od H-5 na & 6,92, i dva prosirena i preklopljena
signala od H-4 i H-7 na 6 ~ 7,6-7,0. Ovakav sistem koji se sastoji od Sirokih,
nerazloZenih linija se javlja usled pojave tautomera A i B koji nalaze u rezimu
izmene srednje brzine. Pri tom su ovim uticajem najviSe zahvaceni protoni i
ugljenici koji se nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerija desava.
Za protone H-3 (izomer A) i H-1 (izomer B) se javlja jedan prosireni singlet na 6
13,54 u 1H NMR spektru, dok signali C-2, C-3a, C4, C-5, C-6, C-7, C7a izostaju
iz 13C NMR spektra. Hemijsko pomeranje za C-6 je indirektno odredeno na
osnovu HMBC korelacije, a C-5 1 C-7 na osnovu odgovaraju¢e HSQC korelacije.
Posto protoni metilenske grupe nisu dijastereotopni, njihov signal u 1TH NMR

spektru se javlja kao singlet na 6 4,81.
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Slika 4.27 Strukturna formula tautomera A i B, Necistoce E, sa asignacijama 'H

i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.

4.5.2.7 Esomeprazol necistoca F

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uoc¢ava jedan singlet na 6 7,90
koji potic¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jos nalaze dva
dubleta i jedan dvostruki dublet (] = 8,7 i 2,1 Hz). Ovaj AMX spinski sistem i
vrednosti konstante sprezanja odgovaraju 1,2,4-supstituciji na benzenovom
prstenu. Signali karbonilnog ugljenika C-13 (6 180,7) i C-2 (6 150,6) ugljenika
imidazolskog prstena su asignirani na osnovu HMBC korelacija sa H-11. Signal
tiokarbonilnog ugljenika C-8 (8 177,0) zbog udaljenosti protona nije pokazao
nijednu HMBC korelaciju.

Slika 4.28 Strukturna formula Necistoce F, sa asignacijama Hi 13C NMR signala

sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.
4.5.2.8 Esomeprazol necistoéa G

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 7,98
koji potic¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jos nalaze dva

dubleta i jedan dvostruki dublet (] = 8,8 i 2,4 Hz). Ovaj AMX spinski sistem i
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vrednosti konstante sprezanja odgovaraju 1,2,4-supstituciji na benzenovom
prstenu. Signal karbonilnog ugljenika C-13 (6 180,2) je asigniran na osnovu
HMBC korelacije sa H-11. Signali tiokarbonilnog ugljenika C-8 (6 178,0) i
imidazolskog C-2 (& 148,9) nisu pokazali nijednu HMBC korelaciju. Njihova
asignacija je uradena poredenjem hemijskih pomeranja sa onim iz uzorka

Necdistoce F.

Slika 4.29 Strukturna formula Necdistoe G, sa asignacijama 'H i 13C NMR

signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.

4.5.2.9 Esomeprazol necistoca H

U aromati¢noj oblasti 'TH NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 8,26
koji poti¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jos nalaze dva
dubleta i jedan dvostruki dublet (] = 8,8 i 2,1 Hz). Ovaj AMX spinski sistem i
vrednosti konstante sprezanja odgovaraju 1,2,4-supstituciji na benzenovom
prstenu. AB kvartet na 6 ~ 4,8 potice od metilenske grupe u susedstvu
sulfoksidne funkcionalne grupe. Protoni metilenske grupe su dijastereotopni i
nalaze se u neposrednoj blizini stereocentra, pa nisu hemijski ekvivalentni i
dolazi do geminalnog sprezanja izmedu njih (J = 13,7 Hz). Tautomerija srednje
brzine izmedu oblika A i B je uticala na izostanak 13C NMR signala ugljenika
koji se nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerija deSava. Tako je
hemijsko pomeranje za C-7 odredeno na osnovu HSQC korelacije, dok
odgovaraju¢e HMBC korelacije koje bi poticale od C-3a i C-7a nisu uocene.
Pored navedenih signala u TH NMR spektru je uocen set signala od vrste
Necostoca H-1. Signali Necisto¢e H-1, osim za H-8, imaju identic¢an oblik, ali
razli¢ita hemijska pomeranja u poredenju sa Necisto¢u H. Posto ne postoje
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medusobne NOESY korelacija izmedu signala Necosto¢e H i Necostoce H-1,
zakljuceno je da ne postoji hemijska ravnoteze izmedu ove dve vrste. Sudeci
prema vrednostima integrala, Necosto¢a H-1je prisutan u koli¢ini ~ 9%. Na
osnovu vrednosti hemijskog pomeranja i oblika signala H-8 (6 5,13, s) koji ima
HSQC korelaciju sa C-8 (6 61,0) zakljuc¢eno je da je Necosto¢a H-1 oksidacioni

proizvod (sulfoksid) od Necostoce H.

Imp. H

Imp. H-1

Slika 4.30 Strukturna formula tautomera A i B, Necistoe H i prisutnih
tautomera Necistoce H-1 njenog oksidacionoh proizvoda, sa asignacijama 'H i

I3C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.
4.5.2.10 Esomeprazol necistoca I

U aromati¢noj oblasti 1H NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 8,06
koji poti¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jos nalaze jedan

prosireni signal koji poti¢e od H-7 na 6 7,06, dublet na 6 7,59 i dvostruki dublet
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na & 6,99, koji poticu od H-4, odnosno H-7. Sirok signal koji poti¢e od H-7 se
javlja usled pojave tautomera A i B koji nalaze u reZimu izmene srednje brzine.
Signali N-H protona se javljaju zajedno sa vlagom iz uzorka na 6 ~ 3,4. Signali
C-3a, C4, i C-7, C7a izostaju iz 13C NMR spektra. Hemijsko pomeranje za C-3a
je indirektno odredeno na osnovu HMBC korelacije, a C-4 i C-7 na osnovu
odgovaraju¢ih HSQC korelacija. Posto protoni metilenske grupe nisu

dijastereotopni, njihov signal u TH NMR spektru se javlja kao singlet na 6 5,33.

Slika 4.31 Strukturna formula tautomera A i B, Necistoce I, sa asignacijama 1H i

13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tabelama 4.27 i 4.28.

4.5.2.11 4-Hidroksi-omeprazol sulfid

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 7,53
koji poti¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jo$ nalaze jedan
dvostruki dublet koji potice od H-5 (6 6,77, | = 2,41 8,8 Hz) i dva jako prosirena
signala (H-4 na 6 ~ 7,31 H-7na 6 ~ 6,9). Ovakav sistem koji se sastoji od 8irokih,
nerazloZenih linija se javlja usled pojave tautomerije imidazolovog prstena, u
rezimu izmene srednje brzine. Pri tom su ovim uticajem najvise zahvaceni
protoni i ugljenici koji se nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerija
desava. Za signal C-13 je detektovano visoko hemijsko pomeranje (6 177,5), na
osnovu ¢ega je utvtdeno prisustvo piridonskih tautomera (C i D). Kako ne
postoji dodatni signal C-13, prisustvo 4-hidroksipiridinskih tautomera (A i B) je

isklju¢eno. Za aminske protone imidazolovog i piridonskog prstena su
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detektovana dva prosSirena singleta na 6 12,56 i 11,42 u 'H NMR spektru. Posto

protoni metilenske grupe H-8 nisu dijastereotopni, njihov signal u TH NMR

spektru se javlja kao singlet na 0 4,64.
/ / e
/O [e]

Slika 4.32 Strukturna formula tautomera 4-Hidroksi-omeprazol sulfid, sa
asignacijama 1H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u
Tabelama 4.27 1 4.28.

453 MS/MS spektri i fragmentacioni putevi esomeprazola i njegovih

necistoca

Premda je poznavanje tacnih masa molekulskih jonova od znacaja za
identifikaciju, ovaj podatak pruza siroma$nu informaciju o strukturi
nepoznatih jedinjenja. 1z tog razloga snimani su MS? spektari esomeprazola i
njegovih necistoca. MS/MS spektri snimani su modu , skeniranje fragmentnih
jona” (Q1 podeSen na propustanje samo odabranog molekulskog jona, SIM,
CID koliziona ¢elija ukljucena, Q3 - skeniranje), uz kolizionu energiju variranu
u opsegu 12-55eV. Da bi se izbegla greska u izboru molekulskog jona koliziona
energija je birana tako da na MS? spektru molekulski jon daje jednu od

intenzivnijih linija.
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Generealno zapazanje je da koliziono-indukovana disicijacija (CID)
esomeprazola i njemu sli¢nih jedinjenja (njegovih necistocéa) rezultira relativno
bogatim MS/MS spektrima. Mase uocenih fragmentnih jona i relativni
identeziteti pripadajucih linija prezentirani su u Tabeli 4.24. lako, cilj studije nije
bio da se u potpunosti objasni CID fragmentaciona hemija svih ovih jedinjenja,
ve¢ da se uoci karakteristi¢ni nacini fragmentacije za ova medusobno sli¢na
jedinjenja i proceniti iskoristivost ovih saznanja u objaSnjenju njihovih
medusobnih strukturnih razlika, postulirani su fragmentacioni putevi nekih od
ispitivanih jedinjenja. Na osnovu poznavanja strukture ishodnih jedinjenja i in-
silico simuliranih fragmentacija koris¢enjem softvera ACD/MS Fragmenter su
izvedeni teorijski ocekivani fragmenti koji su prikazani na Slikama 4.33-4.40.

koji su u saglasju sa merenim MS/MS spektrima.

Prisustvo supstituenata na benzoimidazolskom i piridinskom delu
osnovnog skeleta molekula i oksidaciono stanje prisutnog sumporovog atoma
ima dramati¢nog uticaja na gasno-faznu disocionu hemiju. On, generalno, nije
posledica gubitaka ovih bo¢nih, supstituisanih grupa, veé¢ njihovih uticaja na
CID hemiju. Ovo se moZe uociti iz postuliranih fragmentacionih obrazaca
prikazanih na Slikama 4.33-4.40. Iz razmatranja se ne sme iskljuciti i uticaj

razlicite primenjene kolizione energije.

MS/MS instrumet na bazi trostrukog kvadrupola sa izuzetnom
selektivnos¢u i osetljivosti za namene kvatifikacije komponenti moZda nije
najadekvatniji za namenu ispitivanja fragmentacionih ponasanja i strukturne
elucidacije. Pre svega on je nisko rezolutivni MS instrument, i bez mogu¢nosti
visih MS stupnjeva Sto ne daje mogucnost provere strukture postuliranog
fragmentacionog jona i time limitira njegove mogucnosti za ovu namenu.
Medutim, i na ovaj nadin se mogu izvuéi izvesni zakljucci o strukturnim
slicnostima kod roditeljskih jona na osnovu prisusustva karakteristi¢nih ili
zajednickih fragmentnih jona. U ovome bi od znacajne pomodi bili i drugi
modovi rada instrumenta poput ,skeniranje prekursorskih jona” (Q1 -
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skeniranje, CID koliziona c¢elija uklju¢ena, Q3 - SIM) koji bi omogucavao

skrining molekula i lako otkrivanje zajednickih strukturnih elemenata.
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0
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I
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Slika 4.33 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*

esomeprazola (m/z 346) pri CID 55eV
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Tabela 4.29 Glavni fragmentnijoni dobijjeni od roditeljskih molekulskog jona ispitivanih jedinjenja putem CID

Jedinjenje:  Prekurzor jon Glavni fragmentni joni dobijeni od roditeljskog molekulskog jona
tr CID(eV))
Esomeprazol 11,56 55 m/z 346 198 190 180 168 165 150 136 122 108
I 100 65 45 41 57 10 47 100 44 7
N-Metil 12,37 23 my/z 360 342 310 281 215 207 198 180 164 150 136 134
Ome. I 11 10 5 11 10 6 67 63 69 30 15 8
Necistoca A 4,28 20 m/z 181 180 168 165 139 137 124 110 96 80 68 57
I 32 95 47 100 39 57 7 8 4 8 3 2
NecistocaB 11,10 18 m/z 316 206 178 136 130 126 103
I 95 24 6 100 73 27 92
NecistocaC 14,73 20 m/z 330 319 310 296 213 203 156
I 41 40 43 100 8 98 36
NecistocaD 11,77 20 m/z 362 257 280 256 222 216 206 200 150
I 53 10 5 100 25 5 50 o4 35
NecistocaE 8,60 12 m/z 362 361 334 297 287 282 246 236 213 186 153 126 106
I 100 37 7 10 47 5 91 65 9 43 14 4 17
Necistoca F 18,44 18 m/z 312 270 231 189 179 161 140 134
I 100 74 90 99 16 35 3 91
NecistocaG 18,91 18 m/z 312 261 227 220 210 138 89 79 57
I 17 24 20 17 100 25 39 87 98
NecistocaH 14,19 23 m/z 350 321 290 212 201 166 95
I 53 99 58 53 7 56 74
Necistoca | 9,00 18 m/z 378 342 256 200 115 83
I 40 11 7 93 100 6
4-Hidroksi 7,92 20 m/z 316 341 114 103 57
Ome. Sulfid I 100 18 60 4 50
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Slika 4.34 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)* N-Metil-
Omeprazola (m/z 360) pri CID 23eV.
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Slika 4.35 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*

Nedistoée A (m/z 181 ) pri CID 20eV
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Slika 4.36 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*

Necistoc¢e C (m/z 330 ) pri CID 20eV
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Slika 4.37 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*

Necistoce D (m/z 362 ) pri CID 20eV
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Slika 4.38 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*
Necistoce E (m/z 362 ) pri CID 12 eV
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Slika 4.39 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*
Necistoce H (m/z 350) pri CID 23eV
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Slika 4.40 Postulirani fragmentacioni obrazac molekulskog jona (M+H)*

Necistoce I (m/z 330 ) pri CID 18eV



4.6 Studije izolacije i objasnjenja strukture glavnih degradacionih proizvoda
esomeprazola

4.6.1 Objasnjenje strukture nepoznatog razgradnog proizvoda RRT 1.16

Bilo je vise neuspes$nih pokusaja u traZenju uslova forsirane degradacije
koji bi dali razgradne proizvode RRT 0.46 i RRT 1.16 u znacajnijoj kolic¢ini (bar
u nivou od 5%) potrebne za dalje preciS¢avanje i karakterizaciju. Izvodena je,
najpre, termalna degradacacija ¢vrstog esomeprazol natrijuma na T=130 °C u
trajanju od dva dana. Nakon prvih 12 h tretiranja razgradni proizvodi RRT 0.46
i RRT 1.16 su bili gotovo jedini degradacioni proizvodi koji se javljali, medutim
daljim termalnim tretiranjem pocele su da se favorizuju sporedne reakcije koje
su vodile kompleksnijoj smesi razgradnih supstanci. Prisustvo velikog broja
komponenti u razgradenoj supstanci je c¢inilo gotovo nemogudim razvoj
pogodne semipreparativne HPLC metode za izolaciju razgradnih proizvoda
RRT 0.46 i RRT 1.16. Bilo je nagovestaja dobrog prinosa RRT 0.46 razgradnjom
esomeprazola u jako koncentrovanom metanolskom rastvoru NaOH ali se i od
ovoga odustalo. Zato se u reSavanju ovog problema pristupilo na drugaciji
nac¢in, putem ciljane sinteze. Postavljena je pretpostavka (na osnovu
ekvikoli¢inskog stvaranja obe necistoce) da se sa neke od dve metoksi grupe
jednog molekula esomeprazola vrsi metilacija jednog od dva imidazolskih N
atoma druge molekule esomeprazola i stvara literaturno pominjani N-metil
omeprazol [31]. Kako nam je standard 5-desmetil omeprazola bio na
raspolaganju (jedan od glavnih metabolita omeprazola), i njegovo retenciono
vreme nije odgovaralo ni jednom od ove dve nepoznate necistoce, ostala je
jedina mogucénost da se metilacija deSava sa metoksi grupe koja je na poziciji 4

uz stvaranje literaturno nepoznatog jedinjenja 4-hidroksi omeprazola.

Ljubaznos¢u Toronto Research Chemicals (TRC, Canada) i njihove
specijalizovane laboratorije za usluzne sinteze, radena je sinteza N-metil
omeprazola. Za materijal koji nam je poslat hromatografski, referentnom HPLC

metodom, dobijeno je isto retenciono vreme kao za nepoznati razgradni
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proizvod RRT 1.16. Dalje, materijal je nedvosmisleno okarakterisan kao N-metil
omeprazolu na osnovu LC-HR/MS merenjem tacne molekulske mase i u vise
NMR eksperimenata. Ta¢nije, NMR studija je pokazala da je sintetisan materijal
smesa izomera 1-N-metil omeprazolai 3-N-metil omeprazola, ¢ije su strukturne
formule prikazane na Slici 4.41. U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra ove
smese se uocavaju dva preklopljena singleta na & 8,12 i 8,11 koji potic¢u od
protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jos nalaze signali dva AMX
sistema (po dva dubleta i po jedan dvostruki dublet). Ovi AMX spinski sistemi i
vrednosti konstanti sprezanja odgovaraju 1,2,4-supstituciji na benzenovom
prstenu. Dva preklopljena AB kvarteta na 6 ~ 4,9 poticu od H-8 metilenskih
grupa oba jedinjenja. Protoni metilenske grupe su dijastereotopni i nalaze se u
neposrednoj blizini stereocentra, pa nisu hemijski ekvivalentni i dolazi do
geminalnog sprezanja izmedu njih. Signali H-19 su pokazali NOESY korelacije
sa H-4 (3-N-metil omeprazol), odnosno H-7 (1-N-metil Omeprazol), na osnovu
¢ega su asignirani svi ostali signali ova dva jedinjenja. Takode su uocene

NOESY korelacije H-4/H-5, H15/H-7 i H-15/H-5 kod oba jedinjenja.

3-N-metil Omeprazol 1-N-metil Omeprazol

Slika 4.41 Strukturna formula 1-N-metil omeprazola, 3-N-metil omeprazola, sa

asignacijama 1H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u

Tabelama 4.27 i1 4.28.
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4.6.2 Objasnjenje strukture nepoznatih razgradnih proizvoda RRT 0.46,
RRT 0.42, RRT 0.81

U laboratoriji Toronto Research Chemicals su umesto 4-hidroksi
omeprazola sintetisali 4-hidroksi omeprazol sulfid uz sugestiju da dalju
oksidaciju = u  4-hidroksi omeprazol vrSimo  koris¢enjem = meta-
hloroperoksibenzoeve kiseline (mCPBA). Za 4-hidroksi omeprazol su nam
potvrdili neSto $to smo i sami zapazili, da se ova komponenta moze generisati
za kratki period vremena u rastvorima (njen ranije zapaZzen prelaz u necisto¢u
RRT 0.42 i RRT 0.81) uz napomenu o njenoj nestabilnosti i u ¢vrstom stanju, sto
je 1 bio razlog ponudenog nacina sinteze. Ovakavo ponudeno reSenje pokazalo
se viSestruko korisnim, jer se pokazalo da je 4-hidroksi omeprazol sulfid treci
neidentifikovani razgradni proizvod koji se javlja na RRT 0.81. Sem toga,
njegovom selektivnom oksidacijom sa mCPBA, kao prvi i glavni proizvod koji
sejavlja bilaje upravo opazeni RRT 0.46, dok je daljom oksidacijom dolazilo do
porasta ¢etvrtog znacajnog degradacionog proizvoda koja se detektuje na RRT
0.42 referentnom RP-HPLC metodom. Tok same reakcije 4-hidroksi omeprazola
sulfid sa mCPBA pracen je referentnom RP-HPLC metodom kojom je utvrden brzi
prelaz komponente RRT 0.81 u komponentu RRT 0.46, i dalja konverzija u
nepoznatu necisto¢u RRT 0.42 (Slika 4.42). Sama reakcija je izvodena meSanjem
1,0 ml metanolnog rastvora 4-OH-omeprazol sulfida koncentracije 5 mg/ml sa
0,25 ml metanolng rastvora MCPBA koncentracije 14 mg /ml. Reakciona smesa
je nakon 2 minuta na sobnoj temperaturi injektovana u hromatografski sistem

koristeci referentnu HPLC metodu (Slika 4.42)
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Slika 4.42 Oksidacija atoma sumpora 4-hidroksi omeprazola sulfida (RRT 0.81)
sa mCPBA.

Ova reakcija 4-OH-omeprazol sulfida sa meta-hloroperoksibenzoevom
kiselinom (mCPBA) ispitivana je dalje NMR, HPLC/DAD-ESI/ToF MS
metodama. U zasi¢en rastvor 4-OH-omeprazol sulfida u CD30OD (oko 5 mg u
450 pl rastvaraca) koji se nalazio u NMR kiveti dodata je ekvimolarna koli¢ina
mCPBA. Temperatura je odrzavana na 10 °C. Reakcioni tok je pracen
snimanjem 1H, HSQC i HMBC NMR spektara u razli¢itim vremenskim
intervalima. U prva 2 min reakcije se pored signala H-8 4-OH-omeprazol
sulfida na & 4,41 s, javlja i signal H-8 4-OH-omeprazol sulfoksida (4,68-4,56 AB
kvartet, ] = 13,9 Hz). U narednih 40 min reakcije, sudeci po intenzitetu signala u
1H NMR spektru, opada koli¢ina 4-OH-omeprazol sulfoksida. Nakon 60 min
signali 4-OH-omeprazol sulfoksida potpuno is¢ezavaju, i postepeno se javljaju

novi signali koji poti¢u od sme$e daljih degradacionih proizvoda Slika 4.43 .

Za reakcionu sme$u snimljeni su HPLC/DAD-ESI/ToF MS
hromatogrami i maseni i UV spektri komponenti smesSe. Na taj nacin izmerene
su tacne mase i odredene bruto formule komponenti: 4-hidroksi-omeprazol

sulfida, 4- hidroksi -omeprazol sulfoksida i 4- hidroksi -omeprazol sulfona.
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Slika 4.43 1H-NMR spektri smese 4-OH-omeprazol sulfidai mCPBA (oblast 4,3
- 4,8 ppm), uporedni prikaz nakon 0, 2, 18, 42 i 62 min reakcije (u CD30OD)

Dominantni proizvod dalje oksidacije 4-OH-omeprazol sulfida je 4-OH-
omeprazol sulfon (RRT 0.42), koji je izolovan semipreparativnom HPLC
tehnikom (Slika 4.36). Odredena mu je tacna molekulska masa ([M+H]* ,
izmereno 348,09991 (izracunato 348,10125) i bruto formula (Ci16H17N304S)
dobijenog proizvoda su odredene pomocu ESI/ToF masene spektrometrije
(Slika 4.37 i 4.38 ), a struktura je utvrdena na osnovu 1D i 2D NMR (HSQC,
HMBC) eksperimenata (Slike 4.38- 4.41 i Tabele 4.27 i 4.28.).

mAU

P 3078

Slika 4.44 HPLC/DAD hromatogram reakcione smese pri izolovanju 4-
OH-omeprazol sulfona (RRT 0,42) na semi-preparativnoj koloni (pik na tr =
7,924 min)
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C16H17N304S
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348.10125

348.09990

-1.35738

-3.90

Slika 4.45 : ESI/ ToF maseni spektar 4-OH-omeprazol sulfona (RRT 0.42), bruto

formula i mase detektovanih jona
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Slika 4.46 : HPLC UV DAD spektar 4-OH-omeprazol sulfona
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Slika 4.47 1H-NMR spektar (u DMSO-d6) frakcije RRT 0,42 posle

razdvajanja reakcione smese 4-OH-omeprazol sulfida i mCPBA na semi-

preparativnoj HPLC koloni.
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Slika 4.48 : HSQC spektar (u DMSO-d6) frakcije RRT 0.42 posle razdvajanja
reakcione smese 4-OH-omeprazol sulfida i mCPBA na semi-preparativnoj
HPLC koloni.

137



p_———

F1 [ppm]

T T T T T T T
3 2 F2[ppm]

Slika 4.49 HMBC spektar (u DMSO-d6) frakcije RRT 0.42 posle razdvajanja

reakcione smeSe 4-OH-omeprazol sulfida i mCPBA na semi-preparativnoj

HPLC koloni.

Tabela 4.30. TH NMR podaci ispitivanih jedinjenja

4-OH-ome. sulfid, 4-OH-ome. sulfoksid,

4-OH-ome.sulfon,

1
& (u CDsOD) (u CDsOD) (u DMSO-de)
4 7390 7,51 br d (8,8 Hz) 7,49 d (8,3 Hz)
5 6,85 dd 6,97 br dd 6,89 dd
7 6,98 br 7,06 br 7,08 d
8 4,41 s 4,68-4,56 AB (13,9 Hz) 4,73 s
11 761s 7,625 7,85 d (1,0 Hz)
15 381s 3,835 381s
16 2,00s 2,00 s 1,90 s
18 195 1,76 s 2,06 s
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Tabela 4.31. 3C NMR podaci ispitivanih jedinjenja.

4-OH-omeprazol 4-OH-omeprazol 4-OH-omeprazol
C sulfid, sulfoksid, sulfon,

(u CDsOD) (u CDsOD) (u DMSO-ds)
2 n.d. 152,0 n.d.
3a n.d. n.d. 132,4
4 n.d. n.d. 116,7
5 113,5 115,8 112,3
6 158,5 159,5 156,0
7 95,0 97,4 97,7
7a n.d. n.d. 137,4
8 34,0 56,7 61,1
9 144,6 137,4 141,3
11 136,1 137,0 137,3
12 1249 125,5 122,0
13 180,6 180,0 1774
14 124,4 126,9 124,6
15 56,2 56,2 55,5
16 14,1 14,0 13,4
18 10,9 11,4 10,6

n.d. - nije detektovan
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4.6.2.1 NMR spektri 4-hidroksid-omeprazol sulfida

U cilju pracenja ispitivane reakcije u NMR kiveti, najpre su snimljeni

NMR spektri 4-OH-omeprazol sulfida, u CD3OD kao rastvaracu.

Signali protonovanih ugljenika su asignirani na osnovu korelacija u
HSQC spektru, dok su signali neprotonovanih ugljenika asignirani na osnovu

odgovarajucih korelacija u HMBC spektru.

5 4
6 3a
/ v
. I\,
— 4L
H S
1

16

Slika 4.50 Strukturna formula tautomera 4-Hidroksi-omeprazol sulfid, sa

asignacijama 1H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u

Tabelama 4.301 4.31.

U aromatic¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 7,61

koji potice od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblasti se nalaze i jedan

dvostruki dublet koji potice od H-5 (6 6,85, | = 2,4 i 8,8 Hz) i dva veoma
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prosirena signala (H-4 na 6 7,39 i H-7 na 6 6,98). Ovakav sistem koji se sastoji od
sirokih, nerazloZenih linija se javlja usled pojave tautomerije imidazolovog
prstena, u reZimu izmene srednje brzine. Pri tome su ovim uticajem najvise
zahvaceni protoni i ugljenici koji se nalaze u neposrednoj blizini mesta
tautomerije, pa nisu detektovani signali C-2, C-3a, C-4 i C-7a u HSQC, odnosno
HMBC spektrima. Signal ugljenika C-13 je na visokom hemijskom pomeranju
(6 180,6), na osnovu ¢ega je utvrdeno prisustvo piridonskih tautomera (C i D).
Kako ne postoji dodatni signal C-13, prisustvo 4-hidroksipiridinskih tautomera
(A i B) je iskljuc¢eno. Posto protoni metilenske grupe H-8 nisu dijastereotopni,

njihov signal u TH NMR spektru se javlja kao singlet na & 4,41.

Metoksi grupa vezana za benzenovo jezgro (H-15) je identifikovana na
osnovu HMBC korelacije sa C-6. U HMBC spektrima se takode mogu uociti
korelacije metil-grupe H-16 sa C-12, C-11 i C-13 i metil-grupe H-18 sa C-9, C-13
i C-14.

4.6.2.2 NMR spektri 4- hidroksid -omeprazol sulfoksida

Signali protonovanih ugljenika su asignirani na osnovu korelacija u
HSQC spektru (snimljen nakon 12 min od pocetka reakcije), dok su signali
neprotonovanih ugljenika asignirani na osnovu odgovarajuc¢ih korelacija u
HMBC spektru (snimljen nakon 18 min od pocetka reakcije). Kako se 4-OH-
omeprazol sulfoksid nalazi u reakcionoj smesi, bilo je neophodno razgraniciti
njegove signale od signala ostalih jedinjenja prisutnih u reakcionoj smesi. Signal
H»-8 (AB kvartet na 6 ~ 4,6) je nedvosmisleno asigniran. Protoni ove metilenske
grupe su dijastereotopni i nalaze se u neposrednoj blizini stereocentra (za
razliku od ovih protona drugih sastojaka reakcione smese), pa nisu hemijski
ekvivalentni i dolazi do geminalnog sprezanja izmedu njih (J = 13,9 Hz). U
HMBC spektru je uocena korelacija signala H>-8 sa C-14, C-9 i C-2. Metoksi
grupa vezana za benzenovo jezgro (H-15) je takode mnedvosmisleno

identifikovana na osnovu HMBC korelacije sa C-6.
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Slika 4.51 Strukturna formula tautomera 4-Hidroksi-omeprazol sulfoksida, sa
asignacijama 1H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u

Tabelama 4.30 1 4.31.

U aromati¢noj oblasti 'TH NMR spektra se uocava singlet na 6 7,62 koji
potice od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblasti se jos nalaze jedan
prosireni dvostruki dublet koji potice od H-5 (6 6,97, ] = 2,01 8,8 Hz), prosireni
dublet na 6 7,51 | = 8,8 Hz (H-4, HMBC korelacija sa C-6) i pro$ireni signal na 6
7,06 (H-7). Ovakav sistem koji se sastoji od Sirokih, nerazloZenih linija se javlja
usled pojave tautomerije imidazolovog prstena, u rezimu izmene srednje
brzine. Pri tome su ovim uticajem najviSe zahvaceni protoni i ugljenici koji se
nalaze u neposrednoj blizini mesta gde se tautomerizacija deSava, pa nisu
detektovani signali C-3a, C-4 i C-7a u HSQC, odnosno HMBC spektrima. Signal
C-13 je na visokom hemijskom pomeranju (6 180,0), na osnovu ¢ega je utvrdeno
prisustvo piridonskih tautomera (C i D). Kako ne postoji dodatni signal C-13,

prisustvo 4-hidroksipiridinskih tautomera (A i B) je isklju¢eno. U HMBC
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spektrima se takode mogu uociti korelacije metil-grupe H-16 sa C-12, C-111i C-
13 i metil-grupe H-18 sa C-9, C-13 i C-14.

4.6.2.3 NMR spektri 4- hidroksid -omeprazol sulfona (RRT 0.42)

Signali protonovanih ugljenika su asignirani na osnovu korelacija u
HSQC spektru, dok su signali neprotonovanih ugljenika asignirani na osnovu

odgovarajucih korelacija u HMBC spektru.

U aromati¢noj oblasti 1H NMR spektra se uocava jedan uski dublet na 6
7,61 koji potice od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblasti se jos nalaze
jedan dvostruki dublet koji poti¢e od H-5 (6 6,89, ] =2,41 8,8 Hz) i dva dubleta
(H4nad749,]=88iH-7na d7,08,]=24).

a
v}

Slika 4.52 Strukturna formula tautomera 4-Hidroksi-omeprazol
sulfoksida, sa asignacijama 1H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima

datim u Tabelama 4.301 4.31.
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Signal ugljenika C-13 se nalazi na visokom hemijskom pomeranju (6
177,4), na osnovu cega je utvrdeno prisustvo piridonskih tautomera (C i D).
Kako ne postoji dodatni signal C-13, prisustvo 4-hidroksipiridinskih tautomera
(A i B) je iskljuc¢eno. Posto protoni metilenske grupe H2-8 nisu dijastereotopni,
njihov signal u TH NMR spektru se javlja kao singlet na 6 4,73. Metoksi grupa
vezana za benzenovo jezgro (H-15) je identifikovana na osnovu HMBC
korelacije sa C-6. U HMBC spektrima se takode mogu uociti korelacije metil-
grupe H-16 sa C-12, C-11 i C-13 i metil-grupe H-18 sa C-9, C-13 i C-14. Signal
angularnog ugljenika C-3a je identifikovan na osnovu HMBC korelacije sa H-7 i

H-5, a C-7a sa H4.

4.6.3 Izolacija i objasSnjenje strukture nepoznatog razgradnog proizvoda

RRT 0.27

Ispitivan je proizvod razgradnje esomeprazola nastao u vodenom
rastvoru koncentracije 8 mg/ml (pH = 9,4 sa 0,5M HCI) tokom 12 sati na 50°C.
Dobijeni rastvor podvrgnut je hromatografskom razdvajanju tehnikom
semipreparativne HPLC (Slika 4.44 ). Skupljana je frakcija ,RRT 0,27” u kojoj se
javlja proizvod razgradnje, sa relativnim retencionom vremenom 0,27
referentnom HPLC metodom (Slika 4.45) . Ta¢na masa (M+ izmereno 328,1423;
izra¢unato 328,1120) i bruto formula (Ci7H1sN3O2S) dobijenog proizvoda su
odredene pomoc¢u ESI/ToF masene spektrometrije (Slika 4.46). Na istom
retencionom vremenu nije bilo moguée detektovati ovu hemijsku vrstu u
negativnom ESI jonskom modu Nakon uparavanja frakcije RRT 0,27 dobijeni
proizvod je rastvoren u CD3OD, nakon ¢ega su snimljeni 1D i 2D NMR (HSQC,
HMBC) spektri. Snimanjem masenog spektra uparene frakcije RRT 0,27 pomocu
ESI/ToF masene spektrometrije je utvrdeno da se proizvod razgradnje

esomeprazola dalje razgraduje tokom procesa uparavanja.
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Slika 4.53

na semi-preparativnoj koloni

HPLC/DAD hromatogram reakcione smeSe pri izolovanju

komponente RRT 0. 27 (na tr = 7,412 min)
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Slika 4.54

referentnom metodom radi potvrde identiteta.
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Slika 4.55 ESI+/ToF maseni spektar (gore) i HPLC/UV spektar (dole) frakcije

RRT 0,27, neposredno po izolovanju

mal

t.245
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2852
3882

R
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4306
6548
B84
7048
£.099

’

Slika 4.56 HPLC/DAD hromatogram reakcione smeSe pri izolovanju

komponente RRT 0.27 (na tr = 9,461 min) na semi-preparativnoj koloni uz

korisc¢enje deuterisanih rastvaraca

U cilju karakterizacije frakcije RRT 0.27 pomo¢u NMR spektroskopije,
esomeprazol je razgraden u D20 (koncentracije 8 mg/ml, pH = 9,4 tokom 12 h
na 50°C), a proizvod razgradnje izolovan tehnikom semipreparativne HPLC,
koriste¢i deuterisane rastvarace (CD3CN, D20) i aditive (mravlja kiselina-d2 i

amonijak-d4) za eluiranje (Slika 4.47)

U ovom sludaju, proizvod razgradnje je samo delimi¢no uparen, nakon
¢ega su snimljeni ESI/ APCI/QqQ maseni spektri (Slika 4.48), kao i TH-NMR i
2D NMR (COSY, NOESY, HSQC, HMBC) spektri (Slika 4.49-4.53). Nakon
snimanja NMR spektara (preko noci) uoceno je da se proizvod razgradnje

esomeprazola dalje delimi¢no razgraduje.
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Slika 4.57 APCI/QqQ (gore) i ESI/QqQ (dole) maseni spektri proizvoda
razgradnje esomeprazola u D20, nakon semipreparativne hromatografije i pre
snimanja NMR spektara. Molekulski jon na 328,19.
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Slika 4.58 1H-NMR spektar proizvoda razgradnje esomeprazola u D20, nakon
semipreparativne hromatografije
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Slika 4.59 COSY spektar proizvoda razgradnje esomeprazola u D20, nakon

semipreparativne hromatografije
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Slika 4.60 NOESY spektar proizvoda razgradnje esomeprazola u D20, nakon

semipreparativne hromatografije
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Slika 4.61 HSQC spektar proizvoda razgradnje esomeprazola u D20, nakon

semipreparativne hromatografije
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Slika 4.62 HMBC spektar proizvoda razgradnje esomeprazola u D20, nakon

semipreparativne hromatografije
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Slika 4.63 Strukturna formula cikli¢ni sulfenamid esomeprazola, sa
asignacijama 1H i 13C NMR signala sa hemijskim pomeranjima datim u Tab.

4.3214.33

Na osnovu analize dobijenih spektralnih podataka, zakljuceno je da je kao
proizvod razgradnje esomeprazola nastao cikli¢ni sulfenamid esomeprazola
bruto molekulske formule C17H18N3O2S sa strukturom prikazanom na Slici 4.63.
Cinjenica da je permanentni katjon objagnjava nemogucnost njegove detekcije u
negativnom ESI-/ ToF modu i nemogucénost njegove izolacije putem potpunog

uparavanja rastvora.

Koncentracija frakcije RRT 0.27 nakon delimi¢nog uparavanja nije bila
dovoljna da bi se snimio 13C NMR spektar zadovoljavajuceg kvaliteta, pa su 13C
hemijska pomeranja odredena indirektno. Signali protonovanih ugljenika su
asignirani na osnovu korelacija u HSQC spektru, dok su signali neprotonovanih

ugljenika asignirani na osnovu odgovarajucih korelacija u HMBC spektru.

U aromati¢noj oblasti TH NMR spektra se uocava jedan singlet na 6 8,68
koji poti¢e od protona 11 iz piridinskog prstena. U istoj oblati se jo$ nalaze dva
dubleta koji poticu od H-4 (6 7,58, ] = 9,0 Hz) i od H-7 (6 7,29, | = 2,5 Hz), kao i
dvostruki dublet koji potice od H-5 (6 7,13, ] = 2,5 1 9,0 Hz). Polozaji metil i
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metoksi grupa su odredeni na osnovu HMBC korelacija odgovarajucih protona
sa susednim ugljenicima koji se nalaze u aromati¢nim jezgrima, kao i na osnovu
NOESY korelacija koja upucuju na prostornu bliskost odgovarajucih protona

(Tabela 4.32 1 4.33).

Tabela 4.32 TH NMR podaci, COSY i NOESY korelacije cikli¢cnog sulfenamida

esomeprazola izolovanog tehnikom semipreparativnhe HPLC (RRT 0.27)

H H COSY NOESY

4 7,584 (9,0 Hz) H-5 H-5, H-15
5 713dd(9,0;25Hz)  H-4, H7 H-4

7 7,294 (2,5 Hz) H-4 H-15

8 nije detektovan - -

11 8,685 - H-16

15 3,935 - H-7, H-5
16 2555 - H-11, H-17
17 4,385 - H-16, H-18
18 2,425 - H-17

Kako u 'H NMR, kao i u HSQC, HMBC, COSY, NOESY spektrima
izostaje signal H-8 pretpostavljeno je da tokom razgradnje esomeprazola u D20
dolazi do izmene vodonika sa deuterijumom prema semi prikazanoj na Slici
4.64. Medutim, snimanjem ESI/APCI/QqQ masenog spektra dobijena je
molekulska tezina 328, $to odgovara nedeuterisanom proizvodu. Kako je
maseni spektar snimljen u vodenim uslovima, doslo je do zamene deuterijuma
vodonikom (Slika 4.55). Da bi se ovo dokazalo, snimanje masenih spektara (LC-
ESI/ APCI/QqQ) je izvrseno koriste¢i deuterisane rastvarace kao mobilne faze

(CD3CN, D20), nakon ¢ega je dobijena molekulska tezina 330 (Slici 4.65).

151



Tabela 4.33 13C NMR podaci i HMBC korelacije cikli¢cnog sulfenamida

esomeprazola izolovanog tehnikom semipreparativne HPLC (RRT 0.27).

cC ~C HMBC C “C HMBC

2 1432 H-11 11 1432 H-16

3a n.d. - 12 127,6 H-11, H-16

4 1176 - 13 174,0 H-11, H-16, H-17,H-18
5 1144 H-7 14 1250 H-18

6  156,8 H-4, H-15 15 559 -

7 97,9 H-5 16 14,7 H-11

7a  136,7 H-4 17 621 -

8 n.d. -

9 1516 H-11, H-18 18 126 -

n.d. — nije detektovan

. ~

o

X
D @/ D
D N D
s —_— )\ 3
Nz

N

/ Vi

Molekulska tezina: 330

Slika 4.64 Poreklo cikli¢nog sulfenamida esomeprazola-d2 u D20 rastvorima
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Slici 4.65 APCI/QqQ (gore) i ESI/QqQ (dole) maseni spektri proizvoda

razgradnje esomeprazola u D20, snimano u deuterisanim mobilnim fazama.
Molekulski jon na 330.21.

Radi dalje potvrde strukture i potpune Kkarakterizacije, cikli¢ni
sulfenamid esomeprazola je sintetisan iz hidrohlorid - metanolnog rastvora
esomeprazola, u stabilnijoj formi kao bortetrafluoridna so [139]. I u ovom
slucaju, proizvod razgradnje je okarakterisan pomoc¢u 1D i 2D NMR (COSY,
NOESY, HSQC, HMBC) spektroskopije i ESI/APCI/QqQ masene
spektrometrije. Kako ova sinteza nije radena u deuterijumskim uslovima, sada
se signal H-8 moze uociti u NMR spektrima (Tabela 4.34). Koli¢ina supstance je
u ovom slucaju bila dovoljna za snimanje 13C i DEPT spektara. U DEPT spektru

se moze uociti prisustvo jedne metilenske grupe (C-8).
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Tabela 4.34 TH NMR podaci, COSY i NOESY korelacije cikli¢nog sulfenamida

esomeprazola sintetisanog u obliku bortetrafluoridne soli

H *H COSY NOESY

4 7,46 d (9,0 Hz) H-5 H-5, H-15
5 7,08 dd(9,0; 2,5 Hz) H-4, H-7 H-4

7 7,07d(25Hz) H-4 H-15

8 402s - -

11 859s - H-16

15 392s - H-7, H-5
16 251s - H-11, H-17
17 431s - H-16, H-18
18 237s - H-17

Tabela 4.35 13C NMR podaci i HMBC korelacije cikli¢nog sulfenamida

esomeprazola sintetisanog u obliku bortetrafluoridne soli

cC ~C HMBC cC ~C HMBC

2 1417 H-11 11 1454 H-16

3a 1317 H-7 12 1276 H-11, H-16

4 1177 - 13 1734 H-11, H-16, H-17,H-18
5 1148 H-7 14 1308 H-8, H-18

6 1572 H-4, H-7, H-15 15 559 -

7 97,5 H-5 16 14,7 H-11

7a  136,0 H-4 17 622 -

8 36,5 - 18 12,4 -

9 1509 H-8, H-11, H-18
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Razlike u hemijskim pomeranjima izmedu cikli¢cnog sulfenamida
esomeprazola se mogu objasniti razli¢itim pH vrednostima uzoraka i razli¢itim
anjonima (pH = 6 za jedinjenje izolovano tehnikom semipreparativhe HPLC u
obliku kao formijatna i/ili hloridna so, odnosno pH = 2 za sintetisano jedinjenje

kao bortetrafluoridna so).

4.7 Putevi degradacije esomeprazola i njegovi glavni degradacioni proizvodi

Poreklo Necistoce A, 5-Methoxy-1H-benzimidazole-2-thiola (oznacena
sa ,I” na Slici4.66 ) u finalnom proizvodu sinteze esomeprazola lezi u ¢injenici
dajeona jedan od polaznih materijala u njegovoj sintezi. Izvesna koli¢ina ovog
polaznog materijala moZe ostati neizreagovana i na taj nacin prisutna u
finalnom proizvodu. Rezultati izvedene foto degradacije iz ovog rada ukazuju da
je ova komponenta, takode, jedan od glavnih foto degradacionih proizvoda
esomeprazola, uz izvesnu mogucénost nastajanja i u baznim uslovima razgradnje

esomeprazola.

Necistoca C je procesna necistoéa, 5-Methoxy-2-[[(4-methoxy-3,5-
dimethylpyridin-2-yl) methyl] sulphanyl]-1H-benzimidazol (oznacena sa ,III"
Slici 4.57). Javlja se kao glavni intermedijer u procesu sinteze esomeprazole,
tako da izvesna koli¢ina ovog intermedijera moZe ostati neizreagovana sa
oksidiraju¢im reagensom javljaju¢i se kao necistoéa u finalnom prizvodu
sinteze. Medutim, ona je i jedan od glavnih razgradnih proizvoda pri kiselim i
baznim uslovima razgradnje esomeprazole Sto smo pokazali u studijama

forsirane degradacije u ovom radu.

Necistoca D je, zajedno sa Necistocom E i Necisto¢om I, procesna
necistoéa, (oznacene sa ,IV“, ,V” i ,VI” Slici 4.66) proizvod prejakih uslova
oksidacije intermedijera 5-Methoxy-2-[[(4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2-yl)
methyl] sulphanyl]-1H-benzimidazola. Medutim, uoc¢eno je da se Necistoca D

javlja kao jedan od glavnih proizvoda razgradnje esomeprazola pri termalnim i

155



oksidativnim uslovima razgradnje, uz zapazenu mogucnost nastajanja u toku
fotodegradacije i pod baznim uslovima razgradnje esomeprazola. Izvesno
nastajanje Necistoce E i Necistoce I uoceno je samo pri uslovima bazne

razgradnje esomeprazola.

Necistoce F i G su ¢isto degradacioni proizvodi. Pojava ovih necistoca
zapaZena je u najvecem stepenu pod uslovima kisele razgradnje esomeprazole,
u znacajnom nivou pod uslovima termalne razgradnje esomeprazole, ali i pri
forodegradaciji esomeprazola. Pretpostavljeno je da one nastaju uklanjanjam
metil grupe sa metoksi grupe piridninskog dela molekule i formiranjem tiokso
ciklicnog prstena. Detaljni pretpostavljeni mehanizam dat je na Slici 4.67.
Pretpostavljeni mehanizam njihovog nastanka, ilustruje na najbolji nacin
sklonost esomeprazola ka specifi¢nim hemijskim transformacijama, a na jednoj
od njih se i bazira mehanizam njegovog dejstva u organizmu. Upravo proizvod
jedne takve hemijske transformacije omeprazola, cikli¢cni sulfenamid
omeprazola, koji nastaje u kiseloj sredini parijetalnih celija je odgovoran za

biolosku aktivnost leka.

N-metil omeprazol i 4-hidroksi omeprazol su glavni degradacioni
proizvodi termalne razgradnje esomeprazol natrijuma (¢vrste supstance).
Ocigledno je da nastaju putem intra molekulske metilacije jednog od dva
azotovih atoma imidazolovog prstena jedne molekule esomeprazola. Metilacija
se vr§i prenosom metil grupe sa metoksi grupe na poziciji 4 piridinskog
prstena druge molekule esomeprazola, Slika 4.69. Dalje, 4-Hidroksi
esomeprazol u baznim vodenim rastvorima (pH 10,5) se brzo transformise u 4-
Hidroksi omeprazol sulfon i 4-Hidroksi omeprazol sulfid sto je prikazano na

Slici 4.69.
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Slika 4.66 Poreklo procesnih necistoca esomeprazola. ,I

-Necistoca A (5-

Methoxy-1H-benzimidazole-2-thiola); ,II” - 2-hlorometil-4-(metoksi)-3,5-dimethil

piridin ,III” - Necistoéa C; ,IV”- NecistocaD ; ,V“ - Necistoca E; , VI” - Necistoca

[ ,VII”- 2-hlorometil-3,5-dimethil piridin ,IX”- Necistoc¢a B;
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Slika 4.67 Pretpostavljeni put nastanka Necistoce F (8-Methoxy-1,3-dimethyl-12-
thioxopyrido[1',2":3,4]imidazo[1,2-a]-benzimidazol-2(12H)-one) i Necistoce G

(9-Methoxy-1,3-dimethyl-12-thioxopyrido [1',2"3,4]imidazo[1,2-a]-benzimidazol-
2(12H)-one).

Pri kiselim i baznim uslovima razgradnje esomeprazola zapaZena je
pojava analoga sulfenamida omeprazole, koji je uocen i kao glavni razgradni

proizvod u vodenim rastvorima esomeprazola pri koncentracijama 0,2, 0,4, 0,8 i
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1,6 mg/ml, i pH vrednostma ovih rastvora od 9,3, 9,6,9,719,9. Nikada do sad
u literaturi nije navedena pojava ove hemijske vrste u slabo baznim vodenim
rastvorima. Mehanizam nastajanja ove hemijske vrste u neutralnim i slabo

kiselim uslovima je detaljno prouc¢avani dat je na Slici 4.68.

Od svih identifikovanih necisto¢a koje su pomenute u ovom radu jedino su
Necistoca Bi Necisto¢a H cisto procesne necistoce i ne javljaju se ni pod jednim
uslovima kao razgradni proizvodi esomeprazola. Poreklo Necistoce B
prikazano na Slici 4.57 (oznacena sa ,IX”). Kao procesna necistoca 2-hlorometil-
4-(metoksi)-3,5-dimethil piridina (,II” na Slici 4.57 ) javlja se 2-hlorometil-3,5-
dimethil piridin (, VII” na Slici 4.57) koji kondenzacijom sa 2-[[[4-(methoksi)-3,5-
dimetil-2- piridinil]metil]thio]-1H-benzimidazolom daje proizvod (,VIII” na
Slici 4.57 ), koji se dalje oksiduje u Necisto¢u B. Na sli¢an nac¢in Necisto¢a H
vodi svoje poreklo od 2-hlorometil-4-hloro-3,5-dimethil piridina, procesne

necistoce 2-hlorometil-4-(metoksi)-3,5-dimethil piridina.

1 7 8 9

Slika 4.68 Mehanizam formiranja ciklicnog sulfenamida omeprazola (9),

farmakoloski aktivnog oblika esomeprazola. Ova hemijska transformacija se
desava brzo u kiselim rastvorima [143]. Nasi rezultati su pokazali da je ona

moguca i slabo baznim vodenim rastvorima pH od 9,3-9,9.
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Slika 4.69 U ¢vrstom satanju esomeprazol natrijuma (1) termalnim pospeSenjem
stvaraju se N-metil omeprazol izomeri (2) i 4-hidroksi esomeprazol (3).
Oksidacijom iz vazduha stvara se omeprazol sulfon (4). Dalje, 4-Hidroksi
esomeprazol (3) u baznim vodenim rastvorima (pH 10,5) se brzo transformise u

4-Hidroksi omeprazol sulfon (5) i 4-Hidroksi omeprazol sulfid (6).
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Od znacajnijih degradacionih proizvoda, za koje nije izvrSena tacna
identifikacija, koje treba pomenuti je Necisto¢a RRT 1.13 koji se javlja kao glavni
razgradni proizvod fotodegradacije esomeprazola. Takode, kiselom
razgradnjom nastaju, hromatografski kasno eluirajuci, dakle, izrazito nepolarni
degradacioni proizvodi na RRT 1.60, RRT 1.63, RRT 1.67 i RRT 1.68. Njihov
identitet, izvesno, treba traziti u nekim od izomera disulfidnog dimera
pomenutog od strane Brandstrom i sar koji su oznacili sa JJ [23,28]. Oni nastaju
dimerizacijom analoga sulfenske kiseline omeprazola koja je u ravnoteZi sa

dominantno prisutnim analogom sulfenamida omeprazola (8 i 9 na Slici 4.68).

Na osnovu rezultata ispitivanja razgradnje esomeprazola u c¢vrstom
stanju i dalje u baznim vodenim rastvorima moZe se ustanoviti put degradacije
esomeprazola kojim se generiSu najznacaniji degradacioni proizvodi pod
normalnim uslovima ¢uvanja (temeperatura 25 - 40°C, 55-75 % RH) (Slika 4.59).
Neke od ovih komponenti nisu do sad bile nigde pomenute u literaturi (3,51 6),
a neke jesu, ali ne kao degradacioni proizvodi (2 i 4). Za cikli¢ni sulfenamid
omeprazola, ¢iji je mehanizam nastajanja detaljno proucavan i uspostavljen

(Slika 4.60), nikada ranije nije izveSteno o njegovom nastajanju i u baznim

vodenim rastvorima, $to smo ovde nedvosmisleno pokazali.

U znacajne degradacione proizvode mozemo uvrstiti i (R)- omeprazol
koji nastaje recematizacijom koja je posledica fotohemijske interkonverzije sto je
pokazano u ovoj tezi. Kako (R)- omeprazol ima dokazano nizu bioraspoloZzivost
u ljudskom organizmu [2,3] moZe se dati preporuka zastite od izlaganja

svetlosti farmaceutskih preparata u kojima je aktivni princip esomeprazol.
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5. ZAKLJUCAK

Uspesnim razvojem i medusobnim kombinovanjem viSe razlicitih
hromatografskih i spektrometrijskih metoda, i teorije, prouceni su putevi
degradacije esomeprazola natrijuma u ¢vrstom stanju, i rastvorima razli¢itih
koncentracija i pH vrednosti. Svaki od znacajnih degradacionih proizvoda koji
se javljaju pod ovim uslovima je hromatografski i spektrometrijski
okarakterisan i objasnjen je mehanizam njegovog nastanka. Neki od
okarakterisanih degradacionih proizvoda su prvi put pomenuti. Dosta
publikovanih studuja bavi se proizvodima transformacije omeprazola u kiseloj i
neutralnoj sredini i uglavnom razlikuju od onih koje se proucavaju u ovoj
disertaciji (prisutne procesne necistoce injihovo poreklo, oksidativni proizvodi,
razgradni proizvodi supstance u c¢vrstom stanju i njihove dalje hemijske
transformacije u baznim vodenim rastvorima). Sve poznate necistoce

esomeprazola su spektrometrijski okarakterisane.

U slucaju reSavanja identifikacije nepoznate necistoce RRT 0.27
prevaziden je problem njene izrazite nestabilnosti koja je onemogucavala
izvodenje  potrebnih merenja za njenu identifikaciju. Koris¢enjem
semipreparativne hromatografije uz upotrebu deutero rastvaraca i modifajera
mobilne faze, uz ranije uocenu potrebnu stabilnost u samoj mobilnoj fazi,
omogucilo je izvodljivost postupka njene izolacije i koncentrovanja u nivoima
potrebnim za NMR merenja. Nakon njene identifikacije, kao cikli¢nog
sulfenamida omeprazola, a na osnovu literaturnih podataka, ovaj postupak
izolacije se pokazao kao najbolje reSenje za izolovanje ove kmponente u
dovoljno ¢istom obliku i u uslovima njene dovoljne stabilnosti za dalju
strukturnu karakterizaciju. Cikli¢ni sulfeamid omeprazola je klju¢no jedinjenje
za in vivo ponaSanja omeprazola i razumevanje dejstva leka u samom
organizmu [140]. Na osnovu literaturno dostupnih podataka njena identifikacija
je potpuno potvrdena i ranijim opisanim na¢inima njene sinteze [139].

162



Zahvaljujuéi ovim ispitivanjima i formiranju pogodnih hromatografskih
metoda, dalje je bilo moguce ispitivati ponasanje i stabilnost esomeprazola u
raznim razvojnim farmaceutskim formulacijama, na osnovu ¢ega se je i vrsio
konacan izbor formulacije. Ispitivanjima stabilnosti esomeprazola pod
razli¢itim kontrolisanim uslovima (ICH), samog ili u rastvorima (u ovom obliku
se lek primenjuje) u razli¢itim aplikacionim koncentracijama, dalo je
mogucnost ustanovljavanja uslova ¢uvanja, roka trajanja i nacina primene leka

koje je garantovalo njegovo bezbedno koriscéenje.

Vise studija koje su sadrzane u ovom radu su omogudile uspesnu
registraciju farmaceutskih preparata sa aktivnim principom esomeprazol
natrijuma. Deo rezultata ove teze je sadrzan analitickom delu registracione
dokumentacije. Kako je prisustvo razgradnih supstanci nepoZeljno i dozvoljeno
u strogo definisanim granicama, uloZeni su napori u cilju osiguranja njihovog
prisustva u $to nizim koncentracijama. Razvojem pogodne farmaceutske
formulacije, u preporucenim uslovima ¢uvanja i na¢inom njene dalje upotrebe
(aplikacija putem injekcija i infuzija) osigurali smo proizvodnju efikasanog,

kvalitetanog i bezbedanog leka za humanu upotrebu.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

[MoTnucaHun-a AnekcaHgap [dparomup Nasnosuh
6poj ynuca 2010/0308
UsjaBmbyjem

[a je AOoKTopCcka AucepTaumja noji HacnosoM

TeyHo-xpomaTorpadcka U cnekTpoMeTpjcka kapakTepusauuja n ogpefvsame
ecomenpasona, kerosux Heunctoha n gerpagauoHnx
npou3soaa

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXuBaYKor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LenvHu H1 y AenoBuma Huje buna npeanoxexa
3a pobujake Guno koje Aunnome npema CTyAMjCKUM Mporpamuma apyrux
BMCOKOLLKOSCKUX yCTaHOBA,

e Jacy pesyntaTti KOpeKTHO HaBeAeHU 1

e [la HUCAM KpliMO/nia ayTopcka npaea W KOPUCTUO WHTENeKTyanHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, __0F05[(4

4 libol




Mpunor 2.

N3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LITaMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOpPCKOr paaa

Wme n npesume aytopa _Anekcanaap [paromup Nasnosuh

Bpoj ynuca 2010/0308

Cryaujckv nporpam _®dusnyka xemuja

Hacnos paga TeuHo-xpomatorpadcka W _CnekTpomeTpjcka Kapakrepusauuvja v
oapehuBame ecomenpasona, herosux Heuynctoha v gerpagauvoHnx npoussoaa

MeHTopK

[p Ibybuwwa Urisatosuh,BaHpearn npodecop dakynteta 3a uanyky xemujy,
YHusepauteTa y beorpaay

[p Bnartka Bajc, PegoBHu npodecop Xemujckor dakynteTa, YHuBepsnTerta y
bBeorpaay

[MoTnucanu AnekcaHgap [ [Masnosuh

nu3jaBrbyjeM fa je wramnasa Bepanja Mor [OKTOPCKOr paja MUCTOBETHA eNEKTPOHCKO]
BEp3Uju Kojy cam npejao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany AurutanHor
penosutopujyma YHusep3suterta y Georpaay.

[losBorbaBam fAa ce objaBe MOjU NUYHM nojaun BesaHu 3a Aobujare akapemckor
3Batba AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UME U npesnme, roanHa u Mecto pohera 1 aaTym
onbpaHe paga. OBM NUYHW nogaun mory ce 06jaBuTU Ha MpexHUM cTpaHuuama
auruTanHe 6ubnuoTteke, y eNekKTPOHCKOM katanory u y nybnukauujama YHusepsuteta
y Beorpapay.

Mornuc poktopaHaa

Y Beorpaay, OF/05 /14 ' ',,4 ///é  aoloee ya




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnauwhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y [Aurutantu
penosutopujyM YHusepauteTa y Beorpaay yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy noA
HacnoBoM:

TeuHo-xpoMaTorpachcka U cnekTpoMeTpjcka kapakTepusauumja n oapehusame
ecomenpasofa, herosmx Heuynctoha n gerpagauoHnx
npoussoaa

Koja je moje ayTopCcKo Aeno.

[JucepTauujy ca cCBUM NpunosumMa npeaao/na cam y enekTpoHCKoM ghopmaty norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy [OKTOPCKY AucepTauujy noxpaweHy y [IurutanHiu penosutopujym YHusepsuteta
y Beorpagy Mory aa KopucTe CBU Koju nowuTyjy oapeabe cagpxaHe y ogadbpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oasnyyuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AYyTOpCTBO - HEKOMepLnjanHo
@ AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjanNHO — A4eNnTN NOA UCTUM yCnoBuma
5. AytopcTBo — 6€e3 npepane
6. AyTOpCcTBO — AEnuTK nNoa UCTuM ycrnosuma

(Monumo [fa 3aoKpyXuTe camo jeaHy Of LeCT MOHyhHeHWX nuueHumn, kpartak onuc
NULEHUN AaT je Ha nonefuHu nucTa).

MoTtnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, ___O0HObH ({4

1 o orslid-




1. AyTopcTBO - [lo3BorbaBarte yMHOXaBawe, AUCTpUbyuujy u jaBHO caonuwiTaBare
Aena, u npepaje, ako ce HaBeae UMe aytopa Ha HauuH oapefjeH oA cTpaHe ayTopa
WNK AaBaoua NuueHUe, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuja of CBUX
nUUEHLN.

2. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBatbe, AUCTPUbyLMjy W jaBHo
caonwiTaBare Aena, u npepage, ako Ce HaBeAe WMe aytopa Ha HauuH oapeheH oa
cTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOrbasa KomepuujanHy
ynoTtpeby agena.

3. AyTopcTBO - HekomepuuwjanHo — 6es npepage. [losBorbaBaTe yMHOXaBsare,
aucTpubyunjy M jaBHo caonwTasake [fena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara WU
ynotpebe aena y CBOM Aeny, ako Ce HaBeje ume ayTopa Ha HauuH oapefeH oA
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOrbaBa KoMepuujanHy
ynoTpeby gena. Y ofHOCYy Ha cBe ocTane fMuUeHue, OBOM NULEHLIOM Ce orpaHnyasa
Hajsehn o6um npasa Kopvwheta gena.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEepuuWjanHo — AenuTW NoA WcTum ycnosuma. [lossorbasate
yMHOXaBate, AuCTpubyumjy v jaBHO caoniTaBate Aena, u Nnpepajae, ako ce Haseje
“Mme ayTopa Ha HauuH ofpeheH o cTpaHe ayTopa unu jasaoua fuueHUe U ako ce
npepaga AvcTpubyupa MOA WCTOM WAW CMUYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaaa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapge. [lo3BorbaBate yMHOXasatse, ancTpubyumnjy n jaBHo
caonwTasare aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpede genay cBom aeny,
aKko ce HaBeae UMe aytopa Ha HaunH oapefleH o4 cTpaHe ayTopa wnu aasaoua
nuuerue. OBa NuueHLa Ao3Borbasa komepuujanHy ynotpedy aena.

6. AyTopcTBO - [fenuT noj ucTuMm ycriosuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBae,
AVCTpUBYLMjy W jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepaje, ako ce Haseae ume aytopa Ha
HaumH oapefleH o4 CTpaHe ayTopa WNM [asaoua nuueHue W ako ce npepasa
AvcTpubympa nog WCTOM WKW CNvdHoM nuueHuoMm. OBa nuueHua A03BOSbasa
komepuvjanHy ynotpeby aena u npepaga. CnudHa je coTBEpPCKUM nuuUeHuama,
OJHOCHO NuLeHLama OTBOpeHor Koaa.
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