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Na sednici Nastavno-nau¢nog veca Tehnolosko-metalur§kog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu, odrzanoj 9.07.2015. godine, odredeni smo za ¢lanove Komisije za ocenu i odbranu
doktorske disertacije Aleksandra Mladenovica, dipl. inz. tehnologije pod nazivom :
“Proucavanje stabilnosti donepezil-hidrohlorida razli¢itim analitickim metodama”.
Posle pregleda doktorske disertacije Komisija podnosi Nastavno-nau¢nom vecu sledeci

IZVESTAJ
A.PRIKAZ SADRZAJA DISERTACIJE

Doktorska disertacija Aleksandra Mladenovi¢a napisana je na srpskom jeziku na 176
strana 1 sadrzi Izvod (na srpskom i engleskom jeziku), Uvod u kome je definisan cilj doktorske
disertacije, Teorijski deo sa pregledom literature o oblastima koje su u vezi sa temom (68 strana),
Eksperimentalni deo (17 strana), Rezultate i diskusiju (50 strana), Zakljucak (3 strane), Literaturu
(9 strana), Prilog (22 strana), Biografiju kandidata, Izjavu o autorstvu, Izjavu o istovetnosti
Stampane i elektronske verzije i Izjavu o koriS¢enju. Tekst disertacije sadrzi 83 slika, 26 tabela i
121 literaturnih navoda.

U uvodu je prikazano objaSnjenje znacaja analitickog ispitivanja lekova koji se nazivaju
»inhibitori acetilholinesteraze” u cilju proSirenja saznanja o njithovom mehanizmu delovanja,
stabilnosti, kao i1 razvoju metoda za kvalitativno i1 kvantitativno odredivanje, pri ¢emu je odabran
donepezil-hidrohlorid.

Istaknuto je da je predmet rada ispitivanje stabilnosti donepezil-hidrohlorida kao aktivne
supstance 1 u komercijalnom obliku 1 da se ispitivanjem stabilnosti odgovaraju¢im
transformacijama donepezil-hidrohlorida razviju metode za kvalitativno 1 kvantitativno
odredivanje donepezil hidrohlorida u smeSama, a analizom dobijenih smesa nakon odredenih
reakcija forsirane razgradnje utvrdi priroda transformacija ispitivanog molekula. U tom cilju
koriS¢ene su razli¢ite tehnike za ispitivanje: tehnike za ispitivanje elektrohemijske aktivnosti
(cikli¢na voltametrija (CV) i voltametrija sa pravougaonim impulsima (SWYV)), tehnike koje su
koris¢ene za ispitivanje elektrolita posle elektrohemijskih reakcija, visokoefikasna tecna
hromatografija (HPLC) i masena spektrometrija (MS) i tehnike koje su koje koriS¢ene za
strukturnu karakterizaciju svih dobijenih proizvoda razgradnje koris¢enjem IR i UV-Vis

spektrofotometrija, LC-MS 1 1D i1 2D NMR spektroskopija.



Takode je objaSnjeno ispitivanje stabilnosti donepezil-hidrohlorida i proucavanje njegovih
proizvoda razgradnje koji su dobijeni u studiji forsirane razgradnje u uslovima kisele i alkalne
hidrolize, oksidacije, termicke 1 elektrohemijske razgradnje, kao 1 proucavanje njegove
elektrohemijske aktivnosti.

Teorijski deo obuhvata 5 celina. U prvom delu opisani su ,,inhibitori acetilholinesteraze*
njihova farmakologija i posebno donepezil-hidrohlorid. U drugom delu su kratko opisane
elektrohemijske metode (ciklicna voltametrija i SWV voltametrija) koje su koriS¢ene u
istrazivanju; opisane su elektrohemijske metode odredivanja donepezil-hidrohlorida iz
literaturnih navoda, zatim je dat pregled odabranih hromatografskih i spektrometrijskih tehnika i
njihovih principa, a posebno su predstavljene hromatografske i spektrometrijske metode
odredivanja donepezil-hidrohlorida iz literaturnih navoda. U tre¢em delu objasnjeni su osnovi
ispitivanja stabilnosti lekova, studija forsirane razgradnje aktivnih farmaceutskih supstanci i
gotovih proizvoda i objasnjeni su mehaninizmi razgradnje koji se najceSée pojavljuju kod
aktivnih suspstanci i razli¢itih farmaceutskih oblika. Na kraju je dat osvrt na tehnike izolovanja
nepoznatih necistoca i proizvoda razgradnje koriS¢enjem semipreparativnih HPLC metoda koje
su neophodne pre primene dalje spektroskopske analize za strukturnu karakterizaciju nepoznatih
jedinjenja. Dat je pregled osnovnih eksperimenata NMR spektroskopije koji se koriste za potpunu
strukturnu karakterizaciju nepoznatih jedinjenja. Pored toga dat je i osvrt na in-silico predvidanje
stabilnosti 1 mehanizma razgradnje aktivnih farmaceutskih suspstanci koriS¢enjem softvera za
predvidanje reaktivnosti organskih molekula.

Eksperimentalni deo obuhvata: opis materijala, pripremu uzoraka, detaljni opis uradenih
eksperimenata u studiji forsirane razgradnje, opis aparata i uredaja koji su koris¢eni, kao i opis
upotrebljenih metoda: CV, SWV, HPLC, semipreparativna HPLC, LC-MS i NMR. U delu
rezultati i diskusije prikazana su ostvarenja grupisana u 7 celina. Prvi deo se odnosi na razvoj i
validaciju HPLC analiticke metode za odredivanje donepezil-hidrohlorida kao aktivne supstance i
u gotovom proizvodu. U drugom delu prikazani su rezultati studije forisirane razgradnje
donepezil-hidrohlorida i komercijalnog proizvoda donepezil tableta pri razli¢itim uslovima
forsirane razgradnje (kisele, alkalne, oksidacione, termicke i elektrohemijske) primenom tec¢ne
hromatografije. U tre¢em delu prikazani su rezultati elektrohemijskog ispitivanja donepezil-

hidrohlorida primenom ciklicne voltametrije i SWV voltametrije i strukturne identifikacije



glavnog proizvoda elektrohemijske oksidacije donepezila na elektrodi od zlata. U etvrtom delu
su prikazani rezultati dobijeni ispitivanjem forsirane razgradnje donepezil-hidrohlorida (alkalne,
oksidacione i termic¢ke) primenom LC-MS tehnike, kao i rezultati karakterizacije proizvoda
razgradnje na osnovu izvedenih molekulskih masa iz preciznih masa dobijenih merenjem
primenom tehnike LC-MS visoke rezolucije. U petom delu su prokazani rezultati koji su dobijeni
strukturnom analizom semi-preparativno izolovanih odabranih nepoznatih jedinjenja koji su
dobijeni kao proizvodi oksidativne razgradnje donepezil-hidrohlorida primenom ESI-LC-TOF
analize i NMR spektroskopije. U Sestom delu su prikazani rezultati in-silico predvidanja hemijske
reaktivnosti donepezil-hidrohlorida prema oksidaciji u prisustvu vodonik-peroksida kori§¢enjem
softvera za predvidanje hemijskih reakcija organskih molekula.

Zakljucak sadrzi sumirane rezultate dobijene u ovoj disertaciji (podeljene u 13 tacaka) uz
naglaSavanje pojedinih opisanih rezultata koji predstavljaju odredeni nau¢ni doprinos. U prilogu
su dati snimljeni NMR spektri donepezil-hidrohlorida i njegovih proizvoda razgradnje. Na kraju

je data biografija kandidata i spisak objavljenih i saopStenih rezultata koji ¢ine deo disertacije.

B. OPIS REZULTATA TEZE

U cilju proucavanja stabilnosti donepezil-hidrohlorida, koji na osnovu literaturnih
podataka i njegove hemijske strukture, predstavlja relativno stabilan molekul, posebno su
proucavani proizvodi razgradnje donepezil-hidrohlorida u uslovima forsirane razgradnje
primenom izokratske RP-HPLC metode. U skladu sa ICH Q2B regulativom validirana je
“stability indicating” RP-HPLC metoda za odredivanje srodnih supstanci donepezil-hidrohlorida
u aktivnoj supstanci i gotovom proizvodu. Predlozena RP-HPLC metoda je selektivna, tacna i
reproduktivna u opsegu metode i moze se primeniti za kvantifikaciju srodnih supstanci
donepezil-hidrohlorida u rutinskoj kontroli i za pracenje stabilnosti gotovog proizvoda. Osnovni
rastvori donepezil-hidrohlorida u studiji forsirane razgradnje su podvrgnuti kiseloj i alkalnoj
hidrolizi, oksidaciji, termickoj i elektrohemijskoj razgradnji u fosfatnom puferu pH = 3 na
elektrodi od zlata, pri ¢emu su odredeni razliciti procenti razgradnje. Donepezil-hidrohlorid je
pokazao stabilnost prema uslovima hidroliticke razgradnje, oksidacije i termicke razgradnje, koje
predlaze ICH. Znacajna razgradnja donepezil-hidrohlorida i donepezil-hidrohlorida u

.....

oksidacije u prisustvu vodonik-peroksida. Ispitivanje forsirane razgradnje farmakoloski aktivne



supstance donepezil-hidrohlorida i gotovog proizvoda omoguéilo je uspostavljanje efikasne,
selektivne i1 osetljive HPLC analiticke metode koja ¢e omoguditi kvalitativno i kvantitativno
odredivanje necisto¢a i1 razgradnih proizvoda u rutinskoj kontroli kvaliteta komercijalnog
proizvoda i u dugoro¢nim studijama ispitivanja stabilnosti leka.

Elektrohemijskim ispitivanjem ponasanja donepezil-hidrohlorida primenom CV i SWV
metoda i paralelnim ispitivanjem HPLC metodom, pokazano je da se ove elektrohemijske metode
mogu upotrebljavati kao dopuna oficijalnim analitickim metodama. Svi dobijeni rezultati
pokazuju da se ove elektrohemijske metode, koje su po prvi put izvedene do sada, na elektrodi od
zlata, u fosfatnom puferu, mogu koristiti za kvalitativno i kvantitativno odredivanje donepezil-
hidrohorida. Dobijene su veoma dobre linearne zavisnosti anodnih struja od koncentracija
donepezila. Polikristalna elektroda od zlata se pokazala kao optimalna radna elektroda za
ispitivanje donepezil-hidrohlorida.

Glavni proizvodi razgradnje koji su dobijeni oksidativhom razgradnjom u prisustvu vodonik-
peroksida i u ispitivanjima elektrohemijskog ponaSanja donepezil-hidrohlorida u rastvoru
elektrolita u elektrohemijskoj ¢eliji nakon ciklizacije potencijala su detektovani LC-MS metodom
1 izvrSena je potpuna strukturna karakterizacija proizvoda razgradnje pomocu ESI-LC-TOF
merenja i NMR spektroskopije.

Prema dobijenim rezultatima in-silico predvidanja reaktivnosti donepezil-hidrohlorida
koriS¢enjem softvera za predvidanje organskih reakcija potvrduju €injenicu da je donepezil-
hidrohlorid relativno stabilan molekul i da su najverovatnije reakcije donepezil-hidrohlorida sa

vodonik-peroksidom posredstvom mehanizma slobodnih radikala.

C. Uporedna analiza rezultata sa rezultatima iz literature

Do objavljivanja rezultata istraZivanja predstavljenih u ovoj tezi u nau¢noj i strucnoj
literaturi nije bilo podataka o elektrohemijskom odredivanju donepezil-hidrohlorida, na elektrodi
od zlata u fosfatnom puferu. Radovi koji opisuju elektrohemijsko odredivanje donepezil-
hidrohlorida, kao aktivne supstance i u razli¢itim farmaceutskim oblicima, kao i u bioloskim
uzorcima, odnose se na ciklicnu i1 diferencijalnu pulsnu voltametriju, ali se ne pominje
elektroanaliti¢ki postupak sa primenom radne elektrode od zlata. Donepezil-hidrohlorid se moze
odredivati razli¢itim analitickim metodama: titrimetrijom, UV-Vis spektrofotometrijom,

fluorometrijom, kapilarnom elektroforezom, razli¢itim hromatografskim metodama (tecna



hromatografija, te¢na hromatografija sa elektrohemijskim detektorom, te¢na hromatografija sa
masenim detektorom), masenom spektrometrijom i imunohemijskim metodama.

U ovom radu su identifikovani i potpuno strukturno okarakterisani proizvodi razgradnje,
koji se literaturno ne pominju u ranijim radovima kao proizvodi razgradnje, a proizvodi su
transformacije donepezil-hidrohlorida pod uticajem oksidacije u rastvoru u prisustvu vodonik-
peroksida i elektrohemijskom oksidacijom. Identifikovani proizvodi oksidativne razgradnje u
prisustvu vodonik-peroksida predstavljaju i glavne proizvode metabolizma u ljudskom
organizmu. Na ovaj na¢in primenom oksidativne razgradnje u studiji forsirane razgradnje in-vitro

su generisani neki od glavnih metabolita u ljudskom organizmu.

D. Objavljeni i saopSteni radovi disertacije

Iz disertacije su do sada publikovana 3 rada u medunarodnom casopisima (M21 i M23). Pored

toga, jedan rad je saopSten na medunarodnom skupu Stampan u izvodu (M34).

M21. Rad u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu

1. Aleksandar R. Mladenovi¢, Dusan Z. Mijin, Sasa Z. Drmani¢, Vlatka E. Vajs, Vladislava
M.Jovanovi¢, Slobodan D. Petrovié, Milka L. Avramov-Ivi¢, Electrochemical oxidation of

donepezil and its voltametric determination at gold electrode, Electroanalysis (2014), vol. 26,

issue 5, 893-897 (IF=2,502), ISSN: 1040-0397.

M23. Rad u medunarodnom ¢asopisu

1. Aleksandar R. Mladenovi¢, Milka B. Jadranin, Aleksandar D. Pavlovi¢, Slobodan D.
Petrovi¢, Sasa Z. Drmani¢, Milka L. Avramov-Ivié, Dusan Z. Mijin, Liquid chromatography
and liquid chromatography-mass spectrometry analysis of donepezil degradation products,
Chemical Industry and Chemical Engineering Quarterly (2015), vol. 21, issue 3, 447-455,
(IF=0,892), ISSN: 2217-7434.

2. Aleksandar R. Mladenovié¢, Vladislava M. Jovanovié, Slobodan D. Petrovi¢, Dusan Z. Mijin,

Sasa Z. Drmanié, Milka L. Avramov-Ivi¢, Determination of clopidogrel using square wave



voltammetry at gold electrode, J. Serb. Chem. Soc. (2013), vol.78 br.12, str. 2131-2140, ISSN
0352-5139.

M34. Saopstenje sa medunarodnog skupa Stampano u izvodu:

1. Milka L. Avramov Ivi¢, Aleksandar R. Mladenovi¢, Dusan Z. Mijin, SaSa 7. Drmanié,
Vlatka E. Vajs, Vladislava M. Jovanovi¢ and Slobodan D. Petrovi¢ ,,Electrochemical Oxidation
of Donepezil and Its Voltammetric Determination at Gold Electrode 65™ Annual Meeting of the

International Society of Electrochemistry, Lausane , Switzerland

E. Zakljucak Komisije

Na osnovu prethodno izlozenog Komisija smatra da doktorska disertacija kandidata Aleksandra
Mladenovi¢a diplinz. tehnologije,., pod naslovom “Proucavanje stabilnosti donepezil-
hidrohlorida razli¢itim analitickim metodama” predstavlja originalni nau¢ni doprinos
proucavanju stabilnosti i proizvoda razgradnje u raznim studijama forsirane razgradnje, i posebno
elektrohemijske razgradnje i kvalitativnom 1 kvantitativnom analitickom odredivanju donepezil-
hidrohlorida. Imaju¢i u vidu postignute rezultate i ostvareni nau¢ni doprinos, Komisija predlaze
Nastavno nau¢nom vecu Tehnolosko-metalurskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
ovaj izvestaj 1 da ga zajedno sa uradenom doktorskom disertacijom Aleksandra Mladenoviéa,
dipl. inZ.tehnologije, ucini dostupnim javnosti, a nakon toga pozove kandidata na usmenu
odbranu pred Komisijom u istom sastavu.

U Beogradu, 07.09.2015.godine ¢lanovi komisije za ocenu i odbranu doktorske disertacije

1. Dr. Slobodan D. Petrovi¢, redovni profesor, TMF

2. Dr Milka L. Avramov Ivi¢, nau¢ni savetnik, [HTM

w

Dr Vlatka E. Vajs, redovni profesor, HF

4. Dr Sote Vladimirov, redovni profesor, Farmaceutski
fakultet

5. Dr Sasa Z. Drmanié, vanredni profesor, TMF



