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za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod naziybl@mometrijski pristup u
ispitivanju moksonidina, njegovih distoca i potencijalnih degradacionih proizvoda
primenom metoda d&ee hromatografije i masene spektrometrjjekandidata
diplomiranog farmaceuta Svetlane Milovangvstriinog saradnika u Agenciji za
lekove i medicinska sredstva Srbij€lanovi Komisije su pregledali priloZzenu
disertaciju i podnose Nastavno-daom Veu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta
u Beogradu slede

IZVESTAJ
A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija je napisana na 137 strana, 27 tabela, 52 slike i 101
literaturnih navoda. Sadrzaj doktorske disertaziezen je u sled@m poglavljima:
Uvod, Cilj rada, Eksperimentalni deo, Rezultatiskaisija, Zaklj@ak i Literatura.

Ciljevi doktorske disertacije

Cilj doktorske disertacije obuhvatio je razvoj, iapkaciju i validaciju RP-
HPLC metode sa UV detekcijom za odik@nje moksonidina i njegovih tistoca
(ozna&enih prema Evropskoj farmakopeji kaocis¢oca A, B, C i D), primenom
eksperimentalnog dizajna, kako bi se ona primendaispitivanje u komercijalno
dostupnim farmaceutskim doziranim oblicima. U «ifpa rada je sadrzano i
ispitivanje primarne hemijske stabilnosti aktiviaenhaceutske supstance moksonidina
I farmaceutskog doziranog oblika sprdemjem studija forsirane degradacije i
identifikacija novonastalih degradacionih proizvpdprimenom UHPLC-MS i
UHPLC-MS/MS metoda, kao i definisanje puteva degecgd moksonidina. Sastavni
deo ovih ispitivanja koji je taki® obuhvaen ciljevima rada je i razvoj odgovarégu
stability-indicating UHPLC-PDA metode, primena eksperimentalnog dizajna
optimizaciji stability-indicating metode, kao i validacija predloZenstability-
indicating UHPLC-PDA metode u cilju potvrde njene primenljivosti u risthoj
analizi.



Materijal i metode

U realizaciji predwienih istrazivanja koristene su instrumentalne metode
reverzno fazne tme hromatografije pod visokim pritiskom sa UV/VIgtektorom
(Agilent 1100 SeriesAgilent Technologies Deutschland GmbNemaka), te&ne
hromatografije pod ultra visokim pritiskomA¢cela UHPLC, Thermo Fisher
Scientific SAD) saphoto diode arrayUV/VIS spektrofotometriskim detektorom
(Thermo Fisher Electron Corporation) masene spektrometrij@tjermo scientific
TSQ Quantum Acess max triple stage quadrui@Ag)).

Za optimizaciju hromatografskih metoda kéea je eksperimentalni dizajn, u
okviru koga je za RP-HPLC metodu primenjen cenirkbrmpozicioni dizajn face
centered cubalizajn), dok je za razvoj i optimizacijstability-indicating UHPLC-
PDA metode u okviruscreeningdizajna primenjen “2* frakcioni faktorski dizajn.
Faktori koji su u tokuscreeningfaze pokazali statisti znaajan uticaj na odgovor
sistema, detaljnije su ispitani primenont Box-Brehnkendizajna. Zavisnost
posmatranih odgovora sistema od uticaja ispitivdaktora je predstavljena u obliku
matematikih modela, polinoma u kojima su sadrzani pojetimaticaji faktora, kao i
njihove meusobne interakcije. Dobijeni rezultati su dodatmedgtavljani i grafiki,

u formi trodimenzionalnih dijagrama povrSina odg@/aistema u cilju jasnijeg
tumaenja hromatografskog ponaSanja supstanci i lak$®geg i preciznijeg
uocavanja optimalnih eksperimentalnih uslova. Staksti zn&ajnost svakog
ispitivanog faktora oddena je primenonstudentovog t-testamdnosno kroz grafku
prezentaciju faktorskih efekata u vidRareto dijagrama. Adekvatnost dobijenih
matematikih modela ispitana je primenom metode analizgamse (ANOVA).

Osim optimizacije odabranih hromatografskih parareet vrSena je i viSestruka
viSefaktorska optimizacijatability-indicatingUHPLC-PDA metode u odnosu na vise
Zeljenih odgovora sistema. Metodologija viSekrjtenskog odldivanja koja je
podrazumevala iztanavanje opsSteDerringer-ove funkcije pozeljnih odgovora
sistema izabrana je kao najbolji pristup zadovaljgu razlEitih ciljeva i iznalazenju
adekvatnih kompromisa izrie njih. U toku statistike obrade rezultata, procene
faktorskih efekata prema planu eksperimentalno@jd& i Derringer-ove funkcije
koris¢eni su statistki programi Design-Expert 7.0.({atEase SAD), Statistica 5.0
(StatSoft SAD), Statistica 8.0StatSoft SAD), kao iExcel 2003 u okviru paketa
Microsoft Office 2003(Microsoft SAD) i Excel 2007 u okviru paketa Microsoft
Office 2007(Microsoft, SAD).

Validacija analittke metode je izvrSena u skladu sa regulativom uirokv
International conference on harmonization Food and drug administration
(dokument ICH Q2(R1)), kaopropisimaAmertke farmakopejdUSP 30 — NF 25).
Ovim dokumentima su definisani validacioni paramepredviieni postupci za
njihovo ispitivanje, kao i kriterijumi prihvatljiveti rezultata. U okviru postupka
validacije ispitivana je selektivnost, linearngsteciznost, robusnost,&ost i limiti
detekcije i kvantifikacije analitkih metoda, pricemu je statistka analiza vrSena
koris¢enjem statistikin programaExcel 2003 u okviru paketa Microsoft Office 2003
(Microsoft SAD) i Excel 2007 u okviru paketa Microsoft Office 200(Microsoft,
SAD).

Studije forsirane degradacije se sprovode santilfla se ispita stabilnost
farmaceutske aktivne supstance, njenog doziranolikapbputeva degradacije
supstance, kao i da se razvije ané{di metoda za péanje stabilnosti gtability-
indicating metoda). Studije forsirane degradacije su sprawede skladu sa ICH
smernicama za ispitivanje stabilnosti novih lekibvisupstanci i proizvoda, uz



posebno izdvojenu smernicu za ispitivanje fotostalsti (dokumenti ICH Q1A(R2) i
ICH Q1B). U okviru studija forsirane degradacij@iiana je osetljivost supstance
prema uticajima visoke temperature, baza, kisebkaidacionih sredstava i Zenja.
Uticaj temperature je ispitan na 70 °C. Podlozhadtolitickoj degradaciji je ispitana
u neutralnim pH uslovima na sobnoj temperaturi zagrevanje, u prisustvu rastvora
HCI i rastvora NaOH raalitih koncentracija. PodloZnost oksidativnoj degcjilge
Ispitana izlaganjem uzorka uticaju vodenih rastwavdonik peroksida koncentracija
u opsegu 3-10 %v(v). Fotostabilnost je ispitana pod uticajem &we svetlosti. Za
svaki nameravani stres agens prema metodologiazisanja pripremljeni su
odgovarajdi kontrolni uzorci koji su se sastojali od rastvdeka koji sec¢uva pri
normalnim uslovima (sobna temperatura, tamno i ndadhesto i stino), zatim
“blanko” uzorka koji sadrzi stres agense, a ne&dek, kao i rastvor leka u prisustvu
stres agensa analiziran u “nultom vremenu*, odn@shmnah nakon Sto je pripremljen.

Rezultati istrazivanja

U prvom i drugom delu poglavilj@ezultati i diskusijalat je opis preliminarnih
ispitivanja hromatografskog ponaSanja moksonidinggovih poznatih rgstoca A,
B, C i D, kao i prikaz rezultata optimizacije i \dgdcije nove RP-HPLC metode za
odrefivanje moksonidina i njegovih poznatih dgtoca. Primenom centralnog
kompozicionog dizajna ispitan je uticaj udela metaru mobilnoj fazi, pH vodene
faze i temperature kolone na vrednost faktora k#gtac pomenutih supstanci i
rezoluciju izméu kriticnih parova (n&stoce C i D; neistoce A i moksonidina).
Utvrdeno je da procenat metanola u mobilnoj fazi i pHlere faze predstavljaju
statisttki znaajne faktore koji su dalje optimizovani primenom taumlogije
povrSine odgovora sistema. Prilikom odabira optiialhromatografskih uslova,
konstruisani su trodimenzionalni dijagrami koji amnoguili vizuelizaciju ponaSanja
odgovora sistema u okviru ispitivanog eksperimemgldomena. Optimalni uslovi su
podrazumevali upotrebu mobilne faze sastavljenemetianola i vodenog rastvora
kalijum-dihidrogenfosfata (0,05 mol™. pH 3,5 podeSenrto-fosfornom kiselinom),
u odnosu 15:85v(v), temperatura kolone je odrzavana na 25 °C, dofrgeok
mobilne faze bio 1 mL mih Linearnost metode je potiena vredna& koeficijenta
korelacije koji je iznosio za moksonidin 0,9986a meistoce A, B, C i D redom
0,9988; 0,9973; 0,9996 i 0,9996tudentovim t-testorpotvideno je da ne postoji
statisttka zn&ajnost ods#éaka nay-osi dobijenih kalibracionih krivih. Vrednosti
relativne standardne devijacije svih ispitivanitpstanci su bile manje od 2 % Sto je
ukazalo na zadovoljavaju preciznost metode. Odsustvom interferi¢dyupikova iz
tabletnog ekscipijensa potigna je selektivnost metode, dok su limiti detekeaige
moksonidin i néistoce A, B, C i D bili redom 0,021g mL*, 0,03pug mL*Y, 0,01pg
mL™, 0,03ug mL?i 0,03 pug mL?, a limiti kvantifikacije su iznosili istim redoslem
0,06 ug mL*, 0,05ug mL*, 0,04pg mLY, 0,07pg mL* i 0,07pg mL™. Robusnost
metode je procenjena kaf&hjem centralnog kompozicionog dizajna. dran je
sadrzaj moksonidina u tabletama itemo je 100,828g mL™, §to iznosi 100,84 % u
odnosu na deklarisani sadrZaj.deai sadrZaj néstoce A je 0,117ug mL?, nesistoce
B je 0,079ug mL?, netistoce C 0,2881g mL™ i netistoce D 0,270ug mL™, a utviden
je i sadrzaj nepoznate distoce od 0,219ug mL™. Svi dobijeni rezultati bili su u
okviru deklarisanog opsega.

U trecem delu poglavljaRezultati i diskusijaprikazani su rezultati studije
forsirane degradacije primenjene za ispitivanjdibtasti moksonidina, farmaceutske
supstance i farmaceutskog doziranog oblika, Sto galjem istrazivanju omogiio



razvoj hromatografske metode zadaaje stabilnosti. Ovim studijama je ustanovljeno
da je moksonidin veoma otporan na uticaje ekstrent@mperatura, oksidativhog
stresa i zréenja. Rastvori supstance su izlagani uticaju 0,5 Imbrastvora HCI u
trajanju od 80 minuta i 2 mol'tNaOH u trajanju od 15 minuta uz zagrevanje na 70
°C. Pod uticajem hidrolize u kiseloj sredini zalielea je degradacija moksonidina od
5 %, dok je u baznoj sredini degradacija iznosBa%4. Cvrsta supstanca i sprasena
tabletna masa, kao i odgovardjuastvori, izlagani su uticaju temperature od 0i °
surtevoj svetlosti u trajanju od 7 dana, nakéega nije konstatovana zZtegna
degradacija. PonaSanje moksonidina pod uticajemdatsog stresa ispitano je
izlaganjem rastvora moksonidina 10 % vodenom rast¥$O, (v/v) u toku 5 sati,
nakoncega takde nije konstatovana ztana degradacija. UHPLC-PDA metoda je
omoguila definisanje retencionog ponasSanja i apsorpbiosvojstava nastalih
degradacionih proizvoda u uslovima kisele i bazideotize. Struktura degradacionih
proizvoda je dodatno potena sprovdenjem UHPLC-MS analize, dok je
fragmentacija moksonidina i njegovih degradacigmbizvoda sprovedena primenom
UHPLC-MS/MS analize. Utdieno je da se hidrolizom u kiseloj sredini kao
dominantni degradacioni proizvod javljadmstoca A, kao i nepoznati degradacioni
proizvod ispod propisanog limita za studije forsgalegradacije, dok se hidrolizom u
baznoj sredini kao dominantni degradacioni proizgbdhra néstoca D. Na osnovu
dobijenih podataka predlozen je put degradacijesooklina, kao i put fragmentacije
moksonidina i dobijenih degradacionih proizvoda.

Rezultati dobijeni tokom studije forsirane degragaomoguili su razvoj i
optimizaciju nove UHPLC-PDAtability-indicatingmetode, koji je opisan ¢etvrtom
delu poglavljaRezultati i diskusijaNakon preliminarnih ispitivanja, tokostreening
faze primenom %! frakcionog faktorskog dizajna ispitan je uticaj ledenetanola i
koncentracije pufera u mobilnoj fazi, pH vodene efaz temperature kolone na
vrednost faktora kapaciteta pomenutih supstancnskaisani suPareto dijagrami
koji su omoguili procenu pojedinénih faktorskih efekata i faktorskih interakcija.
Utvrdena je statistka zna&ajnost svih ispitivanih faktora, rdatim imajwi u vidu
izrazen uticaj koncentracije pufera u mobilnoj faaitrajanje hromatografske analize,
kao i na pojavuailing-a hromatografskog pika aktivne supstance, ¢to je da se
analiza uticaja preostalih faktora u okviru optiadmnog dizajna vrsi pri konstantnoj
vrednosti koncentracije pufera od 10 mmal Preostali faktori su detaljnije ispitani i
optimizovani kroz istovremenu sistendati upotrebu 3 Box-Brehnkendizajna i
Derringer-ovih funkcija pozeljnih odgovora sistema. Kao odgosistema prgena je
vrednost rezolucije izndel ispitivanjih supstanci. Na osnovu dobijenih maaé&ékih
modela koji su opisali ponaSanje viSe posmatrauifpogora sistema, izéanate su
pojedin&ne funkcije poZeljnih odgovora prema zadatim kijilenima, kao i opSta
Derringer-ova funkcija koja je dodatno gréki predstavlena u obliku
trodimenzionalnih dijagrama. Na ovajamasu definisani eksperimentalni uslovi koji
su omogdili najkracu moguu analizu uz zadovoljavaju razdvojenost komponenata
smese Sto je uklfivalo mobilnu fazu sastava metanol - rastvor anupnipcetata (10
mmol LY pH 3,43 pode&en sa glacijalnomésinom kiselinom (0,9:99, /), pri
protoku od 87Qug min?, i temperaturi kolone od 50, 8.

Validacija stability-indicating UHPLC-PDA metode opisana je u petom delu
poglavljaRezultati i diskusijaKoeficijenti korelacije kalibracionih krivih su bivedéi
od 0,999, aStudentovim t-testorje potvideno da ne postoji stati&itia zn&ajnost
odse€ka nay-osi. Vrednosti relativne standardne devijacijensgpitivanih supstanci
su bile manje od 2 % Sto je ukazalo na zadovoliguapreciznost metode. Vrednosti
limita detekcije su bile 0,04g mL*za moksonidin; 0,02g mL* za neistoce A i B;



0,03pug mL* za neistoéu C i 0,04ug mL* za ne&istocu D, dok su limiti kvantifikacije
iznosili 0,14pg mL™* za moksonidin; 0,05g mL™ za neistoce A i B; 0,08ug mL* za
nedistoéu C i 0,10pg mL™* za neistocu D. Odrdivan je sadrzaj moksonidina u
tabletama i néeno je 101,617ig mL?, $to iznosi 101,62 % u odnosu na deklarisani
sadrzaj. Ndeni sadrzaj néistoce A je 0,181ug mL*, netistoce C 0,223ug mL* i
nesistoce D 0,207ug mL?, dok je sadrzaj rigstoce B bio ispod_OD vrednosti. Svi
dobijeni rezultati bili su u okviru deklarisanogsgga.

B. ANALIZA REZULTATA ISTRAZIVANJA

Analiza rezultata istrazivanja RP-HPLC metode za odedivanje moksonidina i
njegovih poznatih neistoca

U osnovi hemijske strukture moksonidina i njegowmdtistoca A, B, C i D
nalaze se dva heterociitia prstena, pirimidinski i imidazolidinski. Struktw razliku
izmedu moksonidina i njegovih ®estoc¢a cini samo jedan supstituent (-OGHCI ili -
OH) na polozaju C-4 ili C-6 pirimidinskog prster@vacinjenica ukazuje na izrazenu
strukturnu skinost ispitivanih jedinjenjasije se hromatografsko ponaSanje samim tim
prevashodno zasniva na hemijskim osobinama prigutegpstituenta. Takie,
postojanje strukturne ghosti jedinjenja u viSekomponentnom analitu predgta
oteZzavajdi faktor u razvoju izokratske metode. Izbor pH aiilaza ispitivanje
hromatografskog ponasanja moksonidina bio je zammma stepenu zastupljenosti
molekulskog oblika u zavisnosti od pH vrednostivag, Sto je ukazalo nanjenicu
da hromatografsko ispitivanje moksonidina trebativtSoblasti kisele pH vrednosti.
Poznavanje navedenih osobina moksonidina, uzithajuobzir i njegov lipofilan
karakter, uticalo je na izbor;g&stacionarne faze. Ovaj tip stacionarne faze saiige
ugljovodontne C18 lance Sto ove kolone izdvaja po veoma nipk&arnosti, zbog
¢ega se slabo polarna jedinjenja na njima sporygall. Kao organska komponenta
mobilne faze izabran je metanol najpre zbog balgvorljivosti ispitivanih supstanci
u ovom rastvar u odnosu na acetonitril i njegove manje tohesti, dok je kao
modifikator mobilne faze izabran fosfatni pufer ikdpdatno umanjuje mognost
nastajanja interakcija sa analitom i pojavu nesiifr@gh hromatografskih pikova
(tailing faktor). Nakon odabira pomenutih uslova, ispit@ga selektivhost mobilne
faze. Pretpostavljeno je da procenat organskogaiast, pH vrednost vodene faze i
temperatura kolone mogu uticati na stepen hromatskg razdvojenosti ispitivanih
jedinjenja, Sto je i ispitano izdenjem eksperimenata prema planu za centralni
kompozicioni dizajn. Kako bi se hromatografsko parge supstanci u funkciji
ispitivanih faktora predstavilo gr&ki, faktor sa najmanjim uticajem je odrzavan pri
konstantnoj vrednosti, dok su na osnovu vrednosgbgiala dva eksperimentalna
faktora konstruisani 3D dijagrami, koji su omégulakSe, jednostavnije i preciznije
uotavanje optimalnih podeSenja parametara metode.ddava dobijenih rezultata
definisani su optimalni hromatografski uslovi i izena je validacija RP-HLPC
metode kojom je potdena dobra selektivnost, osetljivost, linearnosgcianost,
robusnost i primenljivost na tabletnoj formulaeijoksonidina.



Analiza rezultata istrazivanja stabilnosti moksonidna i UHPLC metode za
praéenje njegove stabilnosti

U toku sprovedene studije forsirane degradacijeksmoidina, uzorciciste
supstance i1 njenog doziranog oblika su izlaganitreksim eksperimentalnim
uslovima koji su birani na taj tem da dovedu do razgradnje 5-20 % uzorka.
Zagrevanje uzorka je vrSeno na 70 °C u trajanj8 edti nakortega je zakljgeno da
nije doSlo do statistki znatajnog razlaganja. Isti zakfjak je formiran i nakon
izlaganja uzorka u obliku praskasiste supstance, sprasene tabletne mase i rastvora
uticaju sukeve svetlosti u trajanju od 7 dana. Tokom oksicetys stresa pod
uticajem 10 % vodenog rastvora® (v/V) tokom 5 sati takde nije zabelezena
zn&ajna degradacija. dima kiseline i baze birane su na tajicimada dovedu do
pomenutog stepena razgradnje. Shodno tome, moksgeidzlagan uticaju 0,5 mol
L™* HCI u trajanju od 80 minuta i 2 mol'tNaOH, uz zagrevanje na temperaturi od 70
°C u trajanju od 15 minuta. Registrovana je pojaeanog dominantnog
degradacionog proizvoda nakon hidrolize u baznedisri. U cilju preciznijeg
tumaenja rezultata ispitivanja stabilnosti, vrSene sdPUC-PDA i UHPLC-MS
analize. Konstatovano je da se hidrolizom u kisedogdini kao dominantni
degradacioni proizvod javlja tisto¢a A, kao i nepoznati degradacioni proizvod ispod
propisanog limita za studije forsirane degradadjgk se hidrolizom u baznoj sredini
kao dominantni degradacioni proizvod stvargisteca D. Primenom MS/MS analize,
nakon cepanja polaznih molekula u masenom spektrand®slo je do formiranja
karakteristénin fragmentnih jona na osnovu kojih je predloZzaen fragmentacije
moksonidina i njegovih degradacionih prozvodha.slutaju masenog spektra pika
nepoznate nigstoce dobijeni fragmentni joni razlikovali su se oddnaentnih jona
moksonidina, tako da strukturne karakteristike zeptog degradacionog proizvoda
nisu utvdene. Mdutim, kako je navedeni nepoznati degradacioni pomz u
uslovima forsirane degradacije hidrolizom u kisalsgdini formiran u kotini koja je
ispod propisanog limita za studije forsirane degcdd, dalja ispitivanja u cilju
strukturne identifikacije IBe svrsishodna samo ukoliko se isti bude javljaaazk
ubrzane i dugorme studije stabilnosti moksonidina.

Nakon preliminarnih ispitivanja u cilju razvojstability-indicating UHPLC
metode, kao stacionarna faza izabrana jedak@g kolona, dok je kao modifikator
mobilne faze umesto fosfatnog izabran acetatni rpab®g njegove isparljivosti i
kompatibilnosti sa MS detektorom. Metanol je naasnve opisanih prednosti i
njegove pogodnosti za MS analizu zadrzan kao okgakemponenta mobilne faze.
Zapazeno je da je redosled eluiranja ispitivanimponenti ostao nepormenjen i na
UHPLC koloni,cime je dodatno potdena konzistentnost hromatografskog ponasanja
moksonidina i njegovih réstota. Nakonscreeningfaze u kojoj su statiskom
analizom, primenonstudentovog t-testekonstruisanjeniParetodijagrama definisani
faktori koji imaju statistiki znatajan uticaj na hromatografsko ponasanje ispitivanih
supstanci (udeo metanola i koncentracije puferaobiimoj fazi, pH vodene faze i
temperatura kolone), u cilju skenja hromatografskogun-a i spréavanja pojave
tailing-a hromatografskog pika aktivne supstance, &atlo je da se analiza uticaja
preostalih faktora u okviru optimizacionog dizajumesi pri konstantnoj vrednosti
koncentracije pufera od 10 mmof-LPreostali faktori su detaljnije ispitani primenom
3® Box-Brehnkenoptimizacionog dizajna, préemu je eksperimentalni opseg za
vrednost temerature kolone suzenlga°C u odnosu nacreeningfazu, kako bi se
spretilo prolongirnje hromatografskogun-a koje je zapaZeno pri nizem nivou ovog



faktora tokomscreeningfaze. Kombinacija informacija koje pruza Box-Brehnken
dizajn (matematki model koji opisuje ponaSanje odgovora sistenmausnosti od
uticaja izabranih eksperimentalnih faktora)Deerringer-ovih funkcija pozeljnih
odgovora sistema kojima se uklapaju zadati ciljeai svaki pojedinai odgovor
sistema sa opStim kompromisnim pozeljnim odgovorigistema omodiila je
zn&ajno unapréenje hromatografske metode. OpSi2erringer-ova funkcija
pozeljnih odgovora sistema je gkl predstavljena u formi trodimenzionalnih
dijagramacijom analizom je u®ena lokalizacija maksimuma funkcije, odnosno
vrednosti parametara metode koje omi@yaju zadovoljenje svih postavljenih
cilieva. Nakon odabira ve navedenih optimalnih uslova, izvrSena je validacij
metode kojom je potdena dobra selektivnost, osetljivost, linearnosgcianost,
robusnost i primenljivost na uzorku doziranog odlikoksonidina.

C. ZAKLJU CAK

Razvijena je i optimizovana nova RP-HPLC metodb/¥adetekcijom za odr#vanje
moksonidina i njegovih rgstoca A, B, C i D u farmaceutskom doziranom obliku.
Nakon preliminarnih ispitivanja utdeno je da na hromatografsko ponaSanje
ispitivanih supstanci najviSe té udeo metanola u mobilnoj fazi, temperatura kolone
I pH vrednost vodene faze. IzvrSena je optimizaojetode primenom centralnog
kompozicionog dizajnafdce centered cubeizajna) u kojoj je uticaj navedenih
faktora detaljnije ispitan, a kao odgovori sisteprateni su faktori kapaciteta svih
ispitivanih supstanci, kao i vrednost rezolucijen&u kriticnih parova Rpc |
Ra/moksonidig- N@ 0snovu regresione analize i analize varijgdd¢OVA) izvrSena je
statisttka procena zriajnosti uticaja ispitivanih faktora, odnosno addkeati
dobijenog matematkog modela koji opisuje ponaSanje posmatranog rsete
Konstruisani su 3 D dijagrami posmatranih odgoverstema u funkciji udela
metanola u mobilnoj fazi i pH vrednosti vodene faiefinisani su optimalni
hromatografski uslovi za izokratsko razdvajanjeitig@nih supstanci na koloni
SymmetryshieldCis, (250 mmx4,6 mm, Jum), koji su uklj&ivali mobilnu fazu
sastava metanol - rastvor kalijum-dihidrogenfos{@t@5 mol ) pH 3,5 pode$en sa
orto-fosfornom kiselinom (15:85y/v), temperaturu kolone 25 °C, protok mobilne
faze od 1 mL mit}, volumen injiciranja od 2QL i talasnu duZinu detekcije od 255
nm. Validacijom RP-HPLC metode po#lana je dobra selektivnost, osetljivost,
linearnost, preciznost i robusnost metode. Primen®R-HPLC metode za
odreiivanje sadrzaja moksonidina i njegovih¢istoca u farmaceutskom doziranom
obliku (tablete), dobijeni su reproduktivni reztiltaiz kvantifikaciju jedne nepoznate
necistoce, ¢iji je sadrzaj bio u dozvoljenim granicama.

Razvijeni su i postavljeni izokratski hromatografsislovi za ispitivanje uzoraka
dobijenih u studiji forsirane degradacije mokson&i primenom UHPLC-PDA
tehnike. Navedeni uslovi su ukdjli kolonu Hypersil Gold aq,Cis (100 mm x 2,1
mm, 1,9um), mobilnu fazu sastava rastvor amonijum-acetifanimol L) pH 3,5,
temperaturu kolone od 55 °C, protok mobilne faze 4&D pL min™, volumen
injiciranja od 3uL i talasnu duzinu detekcije od 255 nm.

Sprovedena je studija forsirane degradacije aktiviaemaceutske supstance
moksonidin i farmaceutskog doziranog oblika (tadletlspitivanje stabilnosti
izvrSeno je u uslovima hidrolize u kiseloj, neutil i baznoj sredini, termalne
degradacije, oksidacije i fotolize. Farmaceutskizichmi oblik je u ispitivanim
uslovima pokazao apsolutnu stabilnost, dok je aktifarmaceutska supstanca



pokazala degradaciju u uslovima hidrolize u kissteidini (0,5 mol [* HCI) i baznoj
sredini (2 mol [ NaOH, 70 °C). U uslovima hidrolize u kiseloj sneidtabeleZena je
pojava nepoznatog degradacionog proizvéflge sadrzaj ispod dozvoljenog limita u
studijama forsirane degradacije.

Identifikacija nastalih degradacionih proizvodaiersena UHPLC-PDA, UHPLC-
MS i MS/MS metodama, na osnovu njihovih retenciomiemena i odgovaragih
spektara na oba detektora. Kao dominantni proiz¥udroliticke degradacije
moksonidina u kiseloj sredini identifikovana jecérstota A, dok je domimantni
proizvod hidrolittke degradacije moksonidina u baznoj sredini bil&steta D. Na
osnovu dobijenih rezultata studije forsirane degcgd definisani su putevi
degradacije moksonidina.

Razvijena je i optimizovana nova izokratska metadapradenje stabilnosti aktivhe
farmaceutske supstance moksonidin i odgovéegjdarmaceutskog doziranog oblika
(tablete). Metoda je razvijena primenom eksperi@eog dizajna i metodologije
multikriterjumskog odldivanja. Uscreenindazi, za identifikaciju faktora koji imaju
statistEki znatajan uticaj na hromatografsko ponasSanje ispitivauipstanci kori&en

je 2" frakcioni faktorski dizajn. Ispitivan je uticaj koentracije pufera, udela
metanola u mobilnoj fazi, temperature kolone i piednosti vodene faze, a kao
posmatrani odgovori sistema peai su faktori kapaciteta svih ispitivanih supstanc
Prikaz rezultata putem Pareto dijagrama ukazaoajesvéhcetiri ispitivana faktora
imaju zn&ajan uticaj na hromatografsko ponasSanje ispitivanipstanci, ali je u cilju
postizanja odgovaraje simetrije hromatografskog pika moksonidina i savanja
dugotrajnosti analize, za optimizaciju metode delekna koncentracija pufera od 10
mmol L. Optimizacija metode izvr§ena je primenoiB®x-Brehnkenlizajna kojim
je detaljnije ispitan uticaj preostala tri faktona vrednost rezolucije izrde svih
ispitivanih supstanci. Na osnovu regresione analizmalize varijanse (ANOVA)
izvrSena je statistka procena zri@ajnosti uticaja ispitivanih faktora, odnosno
adekvatnosti dobijenog matentkibg modela koji opisuje ponaSanje posmatranog
sistema. Konstruisani su 3 D dijagrami posmatraodgovora sistema. Krajnji
optimalni uslovi su definisani primenom multikrijemskog odldivanija,
izratunavanjem opstilerringer-ovih funkcija pozeljninh odgovora. Kako je dobijena
vrednost opSteDerringer-ove funkcije iznosila 1, svi postavljeni ciljeviu shili
maksimalno zadovoljeni. Konstruisan je 3 D dijagr@arringer-ove funkcije u
odnosu na pH vrednost vodene faze i udeo metanaoteohilnoj fazi. Definisani
optimalni uslovistability-indicatingmetode su ukljéili kolonu Hypersil Gold aqCis
(100 mm x 2,1 mm, 1,9m), mobilnu fazu sastava sastava metanol - rastvor
amonijum-acetata (10 mmol™). pH 3,43, podeSen dodatkom glacijalnecetine
kiseline (0,90: 99,1y/v), temperaturu kolone od 55 °C, protok mobilne fade870
uL min™, volumen injiciranja od 3uL i talasnu duZinu detekcije od 255 nm.
Validacijom RP-HPLC metode potigna je odgovarafia selektivnost, osetljivost,
linearnost, preciznost i robusnost metode. PrimendkPLC-PDA metode za
odreiivanje sadrzaja moksonidina i njegovih¢istoca u farmaceutskom doziranom
obliku (tablete), dobijeni su reproduktivni rezaltatime je potvdena primenjivost
metode za ispitivanje stabilnosti aktivne farmasketsupstance i farmaceutskog
doziranog oblika.
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E. MISLJENJE | PREDLOG

Na osnovu svega Sto je izlozeno u doktorskoj thsgr smatramo da ovaj rad
predstavlja zn&jan nadni doprinos za oblast analitike lekova zbog primengih
naprednih optimizacionih tehnika u razvoju andtith metoda, kao i primene
savremenih instrumentalnih metoda u analitici lekoRezultati ove doktorske
disertacije imaju praktnu primenu u ispitivanju i kontroli kvaliteta fareeutskih
doziranih oblika moksonidina, natito imajui u vidu rutinsku primenljivost
predlozenih metoda u odnosu na oficinalnu meto@io, ikiinjenicu da je na polju
analitike mosonidina veoma malo dostupnih podatakaelevantnoj literaturi.
Rezultati iz ove doktorske disertacije publikovami kao dva rada wdasopisima
medunarodnog znsja (kategorije M22 i M23).
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Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj izveStajputi ga Véu nawnih oblasti
medicinskih nauka radi dobijanja saglasnosti zayawdbranu doktorske disertacije
pod nazivom,Hemometrijski pristup u ispitivanju moksonidingggovih néistoca i
potencijalnin degradacionih proizvoda primenom rdetate’ne hromatografije i
masene spektrometrijekandidata diplomiranog farmaceuta Svetlane Mitmyac.
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