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Behe nayynux o6sacTu
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3a JaBamb€ CarJIACHOCTH HA U3BeIITaj 0 ypal)eHoj IOKTOPCKOj AucepTanuju

Momumo na, cxomgHo wiany 46. craB 5. tauka 3. Ctaryra YHUBep3uTeTa y
beorpany (I'macauk Yuuep3urera', O6poj 131/06), nate carimacHocT Ha pedepar o
ypaheHoj JOKTOpCKO] HOHCepTalvju KaHAuAaTa: AMIUL. (PU3MKoXeM. AJleKCaHapa
(Aparomup) ITaBaoBuha, cTya1eHTa JOKTOPCKUX CTyAMja.

KAHIAUIAT: aunia. ¢usukoxem. Auekcanaap (JIparomup) IlaBioBuh,
CTYIEHT JOKTOPCKHX CTYAMja, MPHjaBHO j€ IOKTOPCKY AWCEpPTAIH]y MOJ HA3UBOM:
" Teuno-xpomartorpadgcka U CIeKTPOMeTPHjcKa KapakTepu3aunuja u oapehusBame
ecoMenpasoJjia, lheropux Heuncroha u ferpaganMoOHMX Mpou3Boaa’.

Yuusep3utet je, mana 12.09.2013.rogune, cBojum aktom, 02 6poj: 61206-
3986/2-13MI1] ox 12.09.2013roauHe, Aa0 CarjiiaCHOCT Ha MPEUIOT TEME TOKTOPCKE
nuceptamnje koja je miacuia. " TedHo-xpomartorpadgcka M CHEKTPOMETPHjCKa
KapakTepu3zauuMja u oapehuBame ecomenpazona, mweropux Heuucroha m
JerpajganuoHuX Mpou3noaa’.

Komucuja 3a oueny um on0paHy IOKTOpPCKE AMcepTanyje AMIL. (U3MKOXeM.
Adexcanapa (Iparomup) IaBiaosuha, cTyaeHTa JOKTOPCKHUX cTyaMja, oOpa3oBaHa
je Ha cennuim HacraBHo-Hayunor Beha ®akynrera oapxanoj 15.05.2014.roaune,
omtykoM HacraBHo-HayuHor Beha ®dakynrera, O6poj 556/1ox 15.05.2014 romune, y
cacraBy:

Nme u npe3ume wiana Komucuje 3Bame Hay4Ha 00JacT

1) ap Jbyouma Urmarosuh BaHpeHU TIpodecop (Ppusnuka xemuja -
KOHTpOJIa U 3aIITUTa
KHUBOTHE CpPEJIUHE

2) np Bnatka Bajc penoBHH Mpoecop  OPraHcka xemuja -
IPUPOJHU TPOU3BOAU

3) np Mupocnas Ky3zmanosuh BaHpeIHU Ipodecop (U3MYKa XeMuja -
CIIEKTpOXEMHU]ja

4) np Mapko JlakoBuh JOLICHT ¢puznuka xemuja -
paauoxeMuja u HyKJieapHa
Xemuja



HacraBHo-nayuno Behe ®axynrera mpuxBatuio je u3Bemra] Komucuje 3a
OLleHy M 0oJ0paHy JOKTOPCKE JHcepTaluje Ha ceaHuiu onapkaHoj nana 20.06.2014.
TO/INHE.

[Tpunor: Hdexan
1. 3Bemtaj Komucuje ca mpemiorom, dakyaTera 3a PU3NUKY XeMUjy
2. Onnyka HacraBHo-HayuHoT Beha

dakynrera 0 ycBajarmy M3BEITaja, IIpo¢. ap lThenan Mubanuh

3. [Ipumende nare y TOKy CTaBjbama
U3BEIITaja Ha YBU]I JaABHOCTH, YKOJIHUKO
j€ TaKBUX MpUMea0u OIIO.



Na osnovuclanova 103. i 104. Statuta Univerzitet u Beogradtakulteta za
fizicku hemiju, Nastavno-ngno vee Fakulteta, na IX redovnoj sednici, odrzanoj
20.06.2014. godine, donosi sléde

ODLUKU

1.- Prihvata se pozitivni izveStaj Komisije za ocenuodbranu doktorske
disertacije kandidataipl. fizikohem. Aleksandra (Dragomir) Pavlovi¢a, studenta
doktorskih studija, pod nazivom:"Teéno-hromatografska i spektrometrijska
karakterizacija i odredivanje esomeprazola, njegovih néstoéa i degradacionih
proizvoda”, u sastavu:

1) dr LjubiSa Ignjato\d, vanredni profesor, Fakultet za fiku hemiju,

2) dr Vlatka Vajs, redovni profesor, Hemijski fatad,

3) dr Miroslav Kuzmanoyi vanredni profesor, Fakultet za fiku hemiju,
4) dr Marko Dakoui, docent Fakultet za figku hemiju.

2.- Univerzitet je, dana 12.09.2013. godine, svojimoakt 02 broj: 61206-
3986/2-13 MCox 12.09.2013. godine, dao saglasnost na predlog teokéorske
disertacije koja je glasila: "Teéno-hromatografska i spektrometrijska
karakterizacija i odredivanje esomeprazola, njegovih n@stoéa i degradacionih
proizvoda".

3.- Objavljeni rezultati kojiéine deo doktorske disertacije:

Deo rezultata istrazivanja iz oblasti problematike teze autor je ¢e
publikovano u natnim ¢asopisima i materijalima nanih skupova, a spisak tih
publikacija je sleda:

D1. Radovi u méunarodnim na&nim ¢asopisima (M23):

1. A.D.Pavlow, Lj. M. Ignjatovi, S. Z. Popov, A. R. Mladenayil. Stankow,
Journal of the Serbian Chemical Society, Applicatdd gas chromatography analysis to
quality control of residual organic solvents ingbogrel bisulphate, (2014), doi:
10.2298/JSC131120013P

2. N. Djordjeve Filijovi¢, A. Pavlové, K. Nikoli¢, D. Agbaba, Acta
Chromatographica, Validation of an HPLC methoddetermination of aripiprazole
and its impurities in pharmaceuticals, 26 (2014) 13

3. N. Djordjeve Filijovi¢, M. D. Antonijevi, A.Pavlovt, 1.Vuckovi¢, Katarina
Nikoli¢, D. Agbaba. Drug Development and Industrial Phaym@he stress stability of
olanzapine: studies of interactions with excipientsolid state pharmaceutical
formulations, (2014), doi: 10.3109/03639045.20141831

4.- 1zvesStaj Komisije za ocenu i odbranu odemaoj doktorskoj disertaciji
dostavlja se Univerzitetu u Beogradu -¢Meaawnih oblasti prirodnih nauka, radi
davanja saglasnosti na isti.



5.- Po dobijenoj saglasnosti iz¢te 2., kandidat moze da pristupi odbrani
doktorske disertacije.

Odbrana doktorske disertacije je javna. Datum stmedbrane se oglaSavaju na
Web lokaciji Fakulteta i oglasnoj tabli Fakultetejmanje tri dana pre odbrane.

Doktorska disertacija se brani pred komisijom, akgo zavrSenoj odbrani
ocenjuje kandidata, utsmjuci da je "odbranio” ili "nije odbranio" disertaciju.

Odluku dostaviti:

- kandidatu,

- Komisiji,

- Strienom veu
Univerziteta,

- Arhivi Fakulteta.

Dekan
Fakulteta za fizicku hemiju

Prof. dr Séepan Miljani ¢



UNIVERZITET U BEOGRADU
FAKULTET ZAFIZI CKU HEMIJU
Beograd

NASTAVNO-NAU CNOM VE CU FAKULTETA ZA FIZI CKU HEMIJU

Predmet IzveStaj komisije za ocenu i odbranu doktorskeedacije studenta
doktorskuh studija Aleksandra (Dragomir) Pavéavi

Odlukom Nastavno-n&nog vea Fakulteta za fizku hemiju, sa VIII redovne
sednice odrzane 15. 05. 2014. god., imenovani ssnélanove Komisije za ocenu i
odbranu doktorske disertacije kandidata Aleksan@@magomir) Pavlowa, pod
naslovom:

»Tecéno-hromatografska i spektrometrijska karakterizacija i odredivanje
esomeprazola, njegovih néisto¢a i degradacionih proizvoda”

Kandidat Aleksandar (Dragomir) Pavléydiplomirani fizikohemtar i student na
doktorskim studijama Fakulteta za tiku hemiju, je temu pod navedenim naslovom
prijavio na Fakultetu za fizku hemiju Univerziteta u Beogradu 17. 05. 2013.iged
Ova tema je odobrena odlukom Nastavnoénag ve&a Fakulteta za fizku hemiju na
X redovnoj sedniciodrzanoj 12. 07. 2013. godine.dsaovu te odluke & naudnih
oblasti prirodnih nauka Univerziteta u Beogradu 2609.2013. god. dalo saglasnost da
se prihvati predloZzena tema doktorske disertacije.

Aleksandar (Dragomir) Pavlayje polozio sve planom i programom predkme
ispite na doktorskim studijama i ulenu doktorsku disertaciju predao Fakultetu za
fizicku hemiju.Nakon pregleda i analize ove disertaoggmsimo Véu sledéi

IZVESTAJ
A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija Aleksandra (Dragomir) Pawaje napisana na 174 strane
formata A4, sa proredom 1,5. Podeljena je u 6 @elmadrzi 82 slike, 42 tabele i 140
literaturnih navoda. Disertacija sadrzi sléglgpoglavlja:Uvodni deo(38 strana)Cil]
rada (3 strane),Eksperimentalni dedq24 strane),Rezultati i diskusija(96 strana),
Zakljucak (2 strane),Literatura (11 strana)Biografija autora sa spiskom radov@
strane), kao iNaslovnu stranu na srpskom jeziku, Naslovnu stremangleskom jeziku
Stranu sa informacijama o mentorimalanovima komisije, Izjavu zahvalnosti, Stranu



sa podacima o doktorskoj disertaciji na srpskomikjgz Stranu sa podacima o
doktorskoj disertaciji na engleskom jeziku, Sadrdajavu o autorstvu, lzjavu o
istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktmygada, Izjavu o korienju.

U Uvodnom deludat je detaljan opis ispitivane aktivhe farmacesitskpstance
esomeprazola, njegovih ftko-hemijskih osobina i mogih n&ina njegove sinteze.
Opisan je mehanizam dejstva inhibitora protonskegei (PPIs), grupe lekova kojima
esomeprazol pripada, i objasnjeno je njegovo faoiwéko ponaSanje. Detaljno je
prikazan literaturni pregled ranijih préavanja esomeprazola (omeprazola) koja&e ti
njegovog hemijskog ponaSanja, pfauanja njegove strukture (ispoljavanja
tautomerizma) u rastvorima dvrstom stanju korig&enjem NMR spektroskopije i
elektrohemijskog ponaSanja, njega i njemu srodmipstnci. Takde, navedeni su
rezultati publikacija, sa posebnim osvrtom na Btranja koja su sprovedena u okviru
ove disertacije, u kojima je préavano hromatografsko ponaSanje i ddranje
esomeprazola i njegovih potencijalno prisutniltisteca. Poseban osvrt je dat na
publikacije u kojima je opisan razvoj hiralno seiekih hromatografskih metoda
kojima je bilo mogde utvrditi hiralnu ¢istocu esomeprazola. Ta#e, pomenuti su
zn&ajni detalji iz publikacija u kojima su opisane &ene LC-MS, LC-MS/MS
metode za praiavanje ovog jedinjenja.

U posebnom delu ovog poglavlja opisane su primenalitgkih, hiralno
selektivnih i preparativnih hromatografskih metod® i 2D NMR eksperimenti, |
koris¢enje masene spektrometrije spregnute &aot@ hromatografijom, a koje su bile
koris¢ene u istrazivanjima koja su sprovedena u okvirl digertacije.

U poglavljuCilj rada ove doktorske disertacije kandidat u kratkim crtamaaodi
zn&aj prowtavanjacistoce i ponasanja ispitivanog jedinjenja, kao cilj pega potrebu
za postavljanjem osetljivih, selektivnih, efikasrahalitickin metoda za kvalitativno i
kvantitativno odrdivanje esomeprazola i njegovih amgoca, ukratko izlaze zeljeni
ishod koji bi bio ostvaren datim istrazivanjem vadi fundamentalni i prakini znaaj
i doprinos disertacije.

U poglavlju Eksperimentalni de@u opisane za ovu namenu razvijene metode,
primenjene u okviru ove disertacije i navedenii¥ani reagensi, hemikalije i
instrumenti. Dati su detaljni postupci eksperimémnta izvodenja, obrade
eksperimentalnih rezultata, kao i procedure prigresvih rastvora za analizu i
validaciju razvijenih analitkih tecno-hromatografskih metoda. Opisani s¢inarada
primenjeni u spektrofotometrijskoj, NMR spektroskkpj i maseno spektrometrijskoj
karakterizaciji esomeprazola i njegovih nagagaijih nelistota. Opisane su kokiéne
semipreparativne teo-hromatografske metode kdwhe u prikupljanju nepoznatih
razgradnih proizvoda esomeprazola, i LC-MS metodg Isu korisene za merenje
njihovih molekulskih masa. Tale, dati su detaljni postupci eksperimentalnih
izvodenja i procedure pripreme rastvora za analizu, wirokzvodenja studije ubrzane



razgradnje ispitivanog jedinjenja.

U poglavlju Rezultati i diskusijgu prikazani su rezultati razvoja i validacija RP-
HPLC metode za oddesanje srodnih supstanci esomeprazola i RP-HPL@Iror
selektivne metode. Izvedena je studija ubrzane adlegije i opisana pojava
degradcionih proizvoda esomeprazola pri g uslovima degradacije. U sklopu
izvedene studije stabilnosti &ni su glavni degradacioni proizvodévrstog
esomeprazol natrijuma i oni koji se javljaju u rgegn rastvorima razbitih
koncentracija i pH vrednosti. Detaljno su prezemir rezultati spektrometrijske
karakterizacije esomeprazola | njegovih ¢is¢a. Prezentirani su i rezultati
(odretivanje strukture) studije NMR, LC-MS identifikacijgglavnih nepoznatih
degradacionih proizvoda esomeprazola. Detaljno gasmjeni putevi degradacije
esomeprazola i poreklo i &a nastajanja svakog od njegovih glavnih degraddtio
proizvoda. Ovde su komentarisani i objaSnjeni elispntalno dobijeni rezultati, koji
su sumirani u deldakljucak

U deluLiteratura je dat spisak citiranih radova.

Na kraju doktorske disertacije je prikazaBagrafija i Spisak radovakoji su
objavljeni iz dela rezultata sprovedenih istrazjgankao i Spisak ostalih radova
kandidata.

B. Opis postignutih rezultata

U okviru ove Doktorske disertacije, za potrebeai&tvanja profila néstoca
esomeprazola, razvijena je pogodna RP-HPLC metadhi de omogtila pouzdana
detekcija svih procesnih i degradacioniltiseta esomeprazola. Kako su esomeprazol
I vecina njegovih srodnih supstanci slabo bazna jedjajendabirana je pH mobilne
faze takva da omogu njihovo najefikasnije razdvajanje. Na tajc¢img logican izbor
mobilne faze bio je sa Sto viSom pH, uz kémaodabir pH vrednosti 9,0, Sto odgovara
gornjoj granici prepréenog pH opsega odabrane hromatografske kolone.ljuU ci
dugotrajnosti hromatograske kolone odabran je n@jgnagresivan glicinski pufer od
svih koji su preporteni za efikasno puferovanje u okolini ove pH vresthoNakon
preliminarnog Sirokog linearnog gradijentnog progaa uz korigenje acetonitrila kao
mobilne faze B, optimizovan je gradijentni progrddoji je omoguavao izvesno
zadrzavanje najpolarnijh komponenti i efikasno raloje najnepolarnijin rigstoca uz
prihvatljivu selektivhost na ostale komponente. afia optimizacija gradijentnog
programa je vrSena uz mobilnu fazu B koja je bileeSa smeSa acetonitrila i metanola u
zapreminskom odnosu 85:15, kojom je om@no dodatno poboljSanje razdvajanja
kritichog para pikova, pika 4- hidroksi omeprazol sulfidaika omeprazol sulfona.

Finalno optimizovana gradijentna metoda je onédgypotpuno razdvajanje svih



komponenti od interesa u toku 40 minuta. Rastvaa uzorke je odabran tako da
omog i potpuno rastvaranje esomeprazola i njegovitisteéa i Sto véu stabilnost
rastvora (Sto viSa pH vrednost: odabrana pH = 11,0)

Sve HPLC analize d@ne su na Agilent Technologies 1100 Series HPLC
sistemu (Santa Clara, CA) koji je opremeljen sdjkdim za kolonu sa temperaturskom
kontrolom, autosamplerom sa m@égogu hlaienja, DAD UV-Vis detektorom i on-line
degazerom mobilne faze. Hromatografsko razdvajgnjgSeno korienjem analittke
Phenomenex Luna® C18 kolone (b particle size, 250 x 4,6 mm id) ka@&@hjem
gradijentnog programa sa mobilnom fazom A (glicinglafer pH 9.0) i mobilnom
fazom B (smesa acetonitrila i methanola u odnosti®5z radnu temperaturu od 35
i protokom mobilne faze od 1,0 ml/min. Detekcijavj8ena spektrofotometrijski na 280
nm. Snimanje hromatograma i njihova analiza vr§enkori&enjem EZChrom Elite
hromatografskog softvera u sklopu OpenLab softvergiatforme. Kalibracija
instrumenta je izvrSena koéEnjem aktuelne koncentracije esomeprzola refergntno
rastvora i usrednjenih povrSina pikova esomeprazigbijenih njegovim tri puta
ponovljenim injektovanjima. Nakon identifikacije Kova ne€istoca (na osnovu
relativnih retencionih vremena) svaki pik je kvé&ottan kori§enjem postojee
kalibracije za esomeprazol. Za poznateistece kori&€eni su ustanovljeni relativni
faktori odgovora (u okviru validacionih ispitivanjgnearnosti metode), dok se za
nepoznate n@stoce i identifikovane koje nisu mogle biti dobijene¢urstom stanju
koristio pretpostavljeni faktor odgovora vredno$iD. Detaljna validacija metode je
radena u skladu sa ICH preporukama. Validacijom je alestrirana specifnost,
linearnost, té&nost, ponovljivost i preciznost, limiti detekcij&kvantifikacija, stabilnost
kori&enih referentnih i test rastvora i robusnost metpdesve relevantne &istoce
esomeprazola. Linearnost metode je pi#gma injektovanjem standardnih rastvora koji
su bili u osam koncentraciona nivoa, u opsegu 6@ @ - a 1.0 % za esomeprazol i
deset njegovih rigstoca. PovrSine pikova se pokoravaju jeéinama oblikay = ax + b,
gde b (presek sa y osom) nije bio statikti znatajno razléit od nule u limitima
pouzdanosti od 95 %. Kvadrat korelacionog koefittée(R) je bio u svim sltajevima
ne manji od 0,9994. Na osnovu odnosa nagiba dobigravih za ispitivane gestoce i
esomeprazola utideni su relativni faktori odgovordija upotreba omogdiava t&nu
kvantifikaciju bez dalje upotrebe njihovih refeneifit standarda. Za procenu limita
detekcije (LOD) i limita kvantifikacije (LOQ) svakpod analita pravljen je standardni
rastvor sa svim analitima u nivou od oko Qu8/ml. LOD i LOQ vrednosti su
procenjene na osnovu odnosa signala (visine hrarafgkih pikova) i Suma bazne
linije hromatograma. LOD i LOQ vrednosti odgovar&oncentraciji analita koji daje
signal 3 puta, odnosno 10 puta viSi od nivoa Sunwae nisu vise od 0,283 pug/ml i
0,085 pg/ml koliko su dobijene za pik esomeprazd&nost metode je ispitivana na
osnovu analize uzoraka koji su optenei svakim od ispitivanih jedinjenja u tri ra4ta
poznata koncentraciona nivoa (1,6, 2,4 i 3,2 pg/kad) su pripremljeni svaki u
triplikatu. Dobijene srednje vrednosti po svakomraVvedenih koncentracionih nivoa



za ispitivanja jedinjenja se ke u opsegu 101,4-105,7%, 101,1-106,5% i 99,8-103,2%
Ponovljivost metode (preciznost metode) je ispitanaliziranjem Sest test rastvora koji
Su opteréeni ne&istocama u nivou od oko 2,4 ug/ml na koncentraciju espamla u
rastvoru. RSD vrednostu za ponovljivost alivanja neistoca u ovih Sest testiranih
rastvora je bila u opsegu 0,29-4,23%. Ispitivanagtbilnost kori&enih poredbenog i
test rastvora. lzveden zakipk je da se poredbeni rastvor moze koristiti nanepb
temperaturi u toku dva dana. Za test rastvor jfoatj@ hromatografski analizirati sveze
pripremljeni rastvor, dok se isti moZe injektovatajviSe nakon jednog sata pod
uslovom da jetuvan u frizideru na +4 °C. Ispitana je i robusnostode i izveden
zakljutak je da pH pufera mobilne faze ima glavni uticajhmomatografsko ponasanje.
Takaie, ni jedan od ispitivanih hromatografskih parametaema statistki znatajnih
efekata na kvantifikaciju @estoca esomeprazola, Sto ukazuje na to da je
hromatografska metoda koju je kandidat razvio zalfjavajuce robusna.

Zbog mogudnosti nezeljene recematizacije esomeprazola jaél@otreba i za
razvojem hiralno selektivne HPLC metode da bi skaldo uvid u hiralnucistocu
ispitivane supstance i uticaja uslo#avanja na njenu hiralngisto¢u. Ova metoda je
razvijena u reverzno-faznom modu razdvajanja Sebsfavlja retki izuzetak u velikom
broju ranije publikovanih normalno faznih HPLC md#o korigenih u ovoj
problematici. Kori§ena kolona pretstavlja najnoviju generaciju hiralsgektivnih
kolona gde sel-acid glikoprotein (AGP) vezan za Syt silika sverngestice koristi
kao hiralni selektor. Hromatografsko razdvajanje gptimizovano tako da sem
zadovoljavajdeg odvajanja pika (R)-omeprazola od znatnéegepika esomeprazola
(koji je u oko 500 puta ¥®j koncentraciji), postoji zadovoljavaje odvajanje i od
drugih razgradnih proizvoda esomeprazola. Hiralngleldivno hromatografsko
razdvajanje je omogeno korigenjem analitke CHIRAL AGP C18 kolone (fum,
150 x 4,0 mm) kori&njem izokratskih uslova sa mobilnom fazom kojaastojala od
smesSe fosfatnog pufera pH 6,0 i metanola u odnbs2by pri protoku od 0,4 ml/min, na
temperaturi od 28C. Referenti standard (R)-omeprazola dobijen jeJatbn Quimica
Farmaceutica (Spanija), a recemat omeprazola rjghakao Omeprazol CRS od
European Pharmacopoeia. Validacija metodedena u skladu sa preporukama iz ICH
smernica. Validacijom je demonstrirana spéaifist, linearnost, taost, ponovljivost i
preciznost, limiti detekcija i kvantifikacija, i busnost metode za R-omeprazol.
Detaljni validacioni rezultati su u radu prezemirdabelarno. Linearnost metode je
potvidena injektovanjem rastvora koji su bili u osam lemtcacionih nivoa, u
koncentracionom opsegu od 0,32 - 16 pg/ml za Rpoaze! i linearnom regresijom
dobijeni su kvadrati korelacionog koeficijenta®(Rd 0,99997. Utdene su LOQ i
LOD vrednosti od 0,091 i 0,027 pg/ml. st metode je ispitivana na osnovu analize
uzoraka koji su opteéeni R-omeprazolom u pet radtih poznatih koncentracionih
nivoa (0,192, 0,64, 1,92, 3,2, 4,48 ug/ml) kojipsiypremani svaki u triplikatu. Dobijene
vrednosti pojavljivosti su bile u opsegu 97,4-10%G&a srednjaom vrednns99,5% uz
RSD od 2,5%. Preciznost metode je ispitivana kawmpkivost metode (u toku dana) i



rigidnost (u toku razéitin dana) analiziranjem po Sest rastvora u dvaad&iomeprazol

u koncentracionom nivou 640 ug/ml), koji su optere R-omeprazolom u nivou od
oko 0,2 % (oko 1,28 ug/ml). RSD vrednosti za pojnwest odretivanja R-omeprazola

u ove dve serije od Sest odieanja su bile 1,31 2,0 % dok je RSD svih 12 ddranja
bio 2,5 %. U ispitivanju stabilnosti test i poredbg rastvora je prinéena pojava
sekundarnih pikova, ali selektivhost metode nijgngaj ugroZzena i bilo je moda
hromatografski analizirati test rastwvan nakon dva dana na sobnoj temperaturi bez
uticaja na dobijeni rezultat. Usled prisutne radgifa esomeprazola poredbeni rastvor
moze da s&uva, zasStien od svetlosti, najduze jedan dan. Ispitivanjefusmosti
metode ututeno je da sadrzaj metanola u mobilnoj fazi ima mlauticaj na
hromatografsko ponaSanje. Uteno je da ni jedan od ispitivanin hromatografskih
parametara nema statésti znatajnog efekata na kvantifikaciju R-omeprazola. Z&sti
od svetlosti, esomeprazol-natrijumiwstom stanju termalno tretiran na %5, 30°C i
40°C tokom Sest meseci, kao i onaj u rastvorima, fickatracionim nivoima jednakim
onima pri administraciji injekcija i infuzija) nij@okazivao recematizaciju. Metim,
studije ispitivanja stabilnosti ukazuju na recemetiju pokrenutu uticajem svetlosti u
znaajnom nivou.

Za namenu izolacije i kolektovanja nepoznatih radgih proizvoda
okarakterisanih relativnim retencionim vremenima&r{R0,42, RRT 0,48, i RRT 0,81)
razvijena je semipreparativna HPLC metoda. Hronrafsgo razdvajanje je
omogueno korigenjem Zorbax Eclipse XDB semipreparativne kolon8 (in, 250 x
9,4 mm), korigenjem gradijentnog programa (0 min 10 %B, 15 mir?@®, 15,01 min
10 %B, 18 min 10 %B) sa mobilnom fazom A (0,64 Ahonijum formijat, pH=8,5,
NH;OH) i mobilnom fazom B (acetonitril) uz radnu temgerru od 35°C i protok
mobilne faze od 4,0 ml/min. U slaju izolacije nepoznatog razgradnog proizvoda RRT
0,27 zbog njene izrazite polarnosti razvijena f@iis¢ena drugéija semipreparativha
HPLC metoda. Kod nje je hromatografsko razdvajggstignuto kori€enjem Zorbax
Eclipse XDB semipreparativne kolone (1y&, 250x9,4mm) uz koré&nje gradijentnog
programa sa mobilnom fazom A i mobilnom fazol Bradnu temperaturu od 3& i
protok mobilne faze od 4,0 ml/min. Koégni gradijentni program bio je: 0 min 10 %B,
7,5 min 15 %B, 7,6 min 70 %B, 12 min 70 %B, 12,.nrD %B, 15 min 10 %B. U
slicaju kori€enja mobilne faze sa deuterijumskim rastvgma mobilna faza A
pravljena je rastvaranjem 0,4875g mravlje kiseti2e-u 1000 ml deuterium oksida i
podeSavanjem pH vrednosti na 8,5 sa amonijak-d4edsksidnim rastvorm. Kao
mobilna faza B kori&n je acetonitril-d3.

Odrativanje ta&nih masa nepoznatih ¢istoca RRT 0,42, RRT 0,48, RRT 0,81 i
poznatih ne&istoca, kao MS/MS eksperimentima, u cilju ispitivanja tgua
fragmentacije esomeprazola i njegovih¢iséa raieno je zahvaljujéi njihovom
prethodnom t&no-hromatografskom razdvajanju. LC-ESI/ToF snimaigja ra@ena na
masenom spektrometru 6210 Time-of-Flight LC-MS ays{Agilent Technologies) i u
maseni spektrometar su unoSeni pomddgilent Technologies 1200 Series HPLC
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instrumenta. LC-ESI/APCI/QgQ snimanjadema su na masenom spektrometru Xevo
TQD i u maseni spektrometar unoSeni pomACQUITY H-Class UPLC instrumenta
(Waters, Milford, Massachusetts). Ovo hromatogmfskzdvajanje je omogeno
koris¢enjem Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HT kol@h8& um, 50 x 4,6 mm)
koris¢enjem gradijentnog programa sa mobilnom fazom A4@) amonijum formijat
pH= 7.0 sa NHOH) i mobilnom fazom B (smeSa acetonitril:metansl0:50) uz radnu
temperaturu od 35C i protok mobilne faze od 1,0 ml/min. Kot&hi gradijentni
program je bio 0 min 90 %B, 15 min 50 %B, 15,0h®0%B, 18 min 90%B.

Molekulske mase nepoznatihdistoca RRT 0,42 i RRT 0,46 (4-OH-omeprazol
sulfoksid i 4-OH-omeprazol sulfon) potrebne zahoyiu identifikaciju odrdivane su
hromatografskim razdvajanjem reakcione smesSe loravijena tako Sto je u zésn
rastvor 4-OH-omeprazol sulfida u metanolu (oko 5 mg50ul rastvarga) dodata je
ekvimolarna kokina mCPBA. Ova metoda je koéEna i za merenje masa poznatih
necistota i za ova LC-ESI/ToF merenja kar&h je njihov rastvor u koncentracionom
nivou svake od njih od oko {dg/ml. Takaie, ova hromatografska metoda je kéeiga u
MS/MS eksperimentima u cilju ispitivanja puteva gm@entacije esomeprazola i
njegovih ngistoca. Uzorak koji je sadrzavao smeSu esomeprazokgonph neéistoca
u koncentracionom nivou od okaqud/ml (za svaku komponentu) je uiem u LC-
ESI/APCI/QgQ sistem. ESI+ve jonizacioni sprektaalsy od komponente pokazivao je
protonovane molekulske jone (M+1). Fragmentacpariroditeljskih molekulskih jona
je praen skaniranjem produkt-jona nakon CID izazvanenfragtacije sa helijimom
kao noséim gasom. Na osnovu MS/MS merenja postulirani sigrfrentacioni putevi
esomeprazola i nekih od njegovihcistoca.

Za potrebe strukturnih odfizanja nepozante distoce RRT 0,27 Kkori&na je
LC-MS kompatibilna metoda u kojoj je hromatografskazdvajanje omodieno
pomaiu Zorbax Extend C18 Rapid Resolution HT kolond {(im, 50 x 4,6 mm i.d.)
koris¢enjem gradijentnog programa sa mobilnom fazom B4@/| Amonijum formijat
pH= 8,5 sa NFOH) i mobilnom fazol B (acetonitril) uz radnu tematiru od 35°C i
protok mobilne faze od 1,0 ml/min. Koéeni gradijentni program bio je: 0 min 10%B,
7,5 min 15%B, 7,6 min 70%B, 12 min 70%B, 12,1 mb#B, 15 min 10%B. Na
hromatogramu rastvora u kome su proizvodi razgeadrssomeprazola nastali u
vodenom rastvoru koncentracije esomeprazola u kdraegji 8 mg/ml (podeSena pH =
9,4 sa 0,5M HCI) tokom 12 sati na 50°C dat je napaivniji pik nastalih razgradnih
proizvoda je poticao od nepoznte razgradne RRT. 0,27

UV-Vis spektri esomeprazola i njegovihérstoca snimani su na Agilent 8453
UV-Visible PDA spektrofotometru, vdenim UV-Visible ChemStation softverom
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Ispitivakemponente su rastvarane u
acetonitrilu (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) u &entraciji oko 7 ug/ml.
Koris¢ena spektrofotometrijska kvarcna kiveta omtyala je optiki put od 10 mm i
spektri su snimani u opsegu 190-1100 nm. lako gitanju veoma strukturno sha
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jedinjenja, @igledan je uticaj prisustva ili odsustva supstitatama prisutne hromofore
koji rezultuje razkitim UV-Vis spektrima. Prisustvo izrazite, izdvograpsorpcione
trake pri viSim talasnim duzinama (321 nm) kodc¢iNee A (5-Methoksi-1H-

benzimidazol-2-tiol) koja se strukturno razlikujed wstalih néistoca izostankom

piridinskog prstena, ukazuje na poreklo ovih apsimnih traka koje se javljaju na
viSim talasnim duzinama kod ostalih ispitivanihijgenja.

Struktura esomeprazola i 11 ispitivanih uzorak&istea esomeprazola je
odreiena poméu 1D i 2D NMR spektroskopije. NMR spektri (1H, COSMOESY
HSQC i HMBC) su snimani na Bruker Avance Il instrentu sa 5mm BBO BB-1H
probom na 500 MHz u u DMSO-d6 (sentiséoca F i G koje su rastvarane u CDCI3 uz
dodatak DMSO-d6). HMBC eksperimenti su optimizovaainJCH = 8 Hz and 1JCH =
145 Hz.**C NMR spektri su snimani na istom instrumentu na WHz. AsignacijaH
i 3C NMR signala je uena uz pomé snimljenih HSQC, HMBC i NOESY 2D
NMR spektara. Signali protonovanih ugljenika sugagani na osnovu korelacija u
HSQC spektru, dok su signali neprotonovanih ugkani asignirani na osnovu
odgovarajdih korelacija u HMBC spektru. Metoksi grupa vezamabenzenovo jezgro
(H-15) je identifikovana na osnovu HMBC koreladi@ C-6, a metoksi grupa vezana za
piridinsko jezgro (H-17) na osnovu HMBC korelacga C-13. U HMBC spektrima se
takaie mogu ueiti korelacije metil grupe H-16 sa C-12, C-11 i G-4lmetil grupe H-18
sa C-9, C-13 i C-14. Na osnovu HMBC korelacije & C-2, asigniran je ugljenik
imidazolskog prstenaCvorni ugljenici su identifikovani na osnovu HMBC retacija
preko 3 hemijske veze: C-3a sa H-5 i H-7, a C-7aHs& Rezultati asignacija i
odgovarajda hemijska pomeranja asigniranih 1H i 13C NMR digimaikazana za svih
11 ispitivanih jedinjenja u tabelarno uz ilustratiprikaz nekih od snimljenih 1H , 13C
HSQCi HMBC NMR spektara.

Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatimaz literature

U seriji od Sest radova Brandstrom i sar. opsespduju hemijske reakcije
omeprazola i njegovih analoga u odsustvu i prisugWerkaptoetanola. Eksperimenti
su osmisljeni i fokusirani na hemijsku simulacijo-vivo ponaSanje omeprazola i
objasnjenje mehanizma njegovog dejstva u organigdeu2-merkaptoetanol pretstavlja
model enzima protonske pumpe. Razgradni proizvodemazola koji se pominju u
ovom opseznom istrazivanju su proizvodi transfolijpaemeprazola koji se javljaju u
kiseloj i neutralnoj sredini i uglavnom razlikujud @nih koje se praiavaju u ovoj
disertaciji (prisutne procesne d&toée i objasSnjenje njihovog porekla iz procesa
sinteze, oksidativni proizvodi, razgradni proizvedipstance dvrstom stanju i njihove
dalje hemijske transformacije u baznim vodenimv@astna). Noch i sar. (1996) [29] u
cilju razjaSnjenja mehanizma hemijske modifikadjemeprazola koja vodi inhibiciji
aktivnosti H+, K+-ATPaze praiavaju reakciju omeprazole sa 2-merkaptoetanolom u

12



kiselim uslovima (pH 3, 4, 5, 6) i izoluju reakcioproizvod koristéi preparativnu
HPLC da bi ga podvrgli strukturnoj analizi na osaoWV, 1H-NMR i maseno
spektrometrijskin merenja. Brezeziska [30] je ispia uticaj temperature i relativne
vlaznosti vazduha na stabilnost omeprazolatwustom stanju. Promenu njegove
koncentracije sa vremenom je ggaa HPLC metodom sa UV detekcijom. IzveStena je
pojava viSe degradacionih proizvoda koji su okaakani samo retencionim
vremenima u pomenutij metodi. Ekpe i sar. (19989] [u opseZnoj studiji ispituju
uticaj pH vrednosti i prisustva ragilih soli u rastvorima omeprazola, lansoprazola i
pantoprazola. Primetna je razlika u stabilnostitiggnih komponenti kao i direktna
veza stepena degradacije sa koncentraciom H+ jorséel soli. Dong i sar. (2013) [33]
ispituju degradaciono ponaSanje esomeprazoladopli@ degradacione proizvode
nastale pod uticajem kiselih, baznih oksidativiatolitickih i termalnih stres uslova.
Izrazita degradacija se javlja pod uticajem kiselitksidativnih stres uslova. Bazirgju
se na merenim m/z vrednostima i fragmentacionim eypota degradanata
pretpostavljen je degradacioni put esomeprazola.

U ovom radu uspesSnim razvojem i dasobnim kombinovanjem viSe rastih
hromatografskih i spektrometrijskih metoda, i tggrpo prvi put su detaljno proeni
putevi degradacije esomeprazola natrijuma&vestom stanju, i rastvorima ragikih
koncentracija i pH vrednosti. Svaki od Zamih degradacionih proizvoda koji se
javljaju pod ovim uslovima je hromatografski i speknetrijski okarakterisan i
objasSnjen je mehanizam njegovog nastanka. Neki l@taiterisanih degradacionih
proizvoda su prvi put pomenuti.

Esomeprazol natrijum &rstom stanju je izlagan 24 sata termalnom tnejtira
na 110°C, (izlozeno vazduhu, grejna pl i 25°C, 30°C i 40 °C tokom 36 meseci
drzanjem u komore za ispitivanje stabilnosti. Analuzoraka iz komora sudene u
pogodnim vremenskim intervalima (u nultom trenutkakon 1.,3., 6.,12., 24.i 36
meseca). Hromatografski profil &stota dobijen opisanom RP-HPLC metodom
ukazivao je na pojavu i porast tri glavna razgrapirazvoda sa relativnim retencionim
vremenima RRT 0.48, RRT 1.16, i RRT 0.81. Ovi ddgioni proizvodi kasnije su
identifikovani kao 4-hidroksi omeprazol, omepraszolfon i N-metil omeprazol. |z
studije stabilnosti bilo je @agledno da 4-hidroksi omeprazol i N-metil omeprazol
nastaju istom brzinom. Brzina njihovog nastajgajgedino zavisna od temperature na
kojoj je tretiran uzorak. Izvesno je da su 4-hidiokmeprazol i N-metil omeprazol
proizvodi intermolekulske reakcije iz dva molekula esomeprazola, u kojoj se sa
metoksi grupe iz pozicije 4 vrSi metilacija jednog)dva imidazolskih N atoma.

Poreklo Néistoce A, 5-Methoxy-1H-benzimidazole-2-thiola leziunjenici da
je ona jedan od polaznih materijala u sintezi egmawzola. lzvesna kdélha ovog
polaznog materijala moze ostati neizreagovana itapan&in prisutna u finalnom
proizvodu. Rezultati izvedene foto degradacije wog rada ukazuju da je ova
komponenta, takie, jedan od glavnih foto degradacionih proizvodanesprazola, uz
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izvesnu mogénost nastajanja i u baznim uslovima razgradnje epoazola.Né&stoca

C je procesna restoca, 5-Methoxy-2-[[(4-methoxy-3,5-dimethylpyridin-2}ymethyl]
sulphanyl]-1H-benzimidazol. Javlja se kao glavntermedijer u procesu sinteze
esomeprazole, tako da izvesna &ok ovog intermedijera moze ostati neizreagovana sa
oksidirajeim reagensom javljajii se kao né&stota u finalnom prizvodu sinteze.
Medutim, ona je i jedan od glavnih razgradnih proizaquti kiselim i baznim uslovima
razgradnje esomeprazole Sto smo pokazali u studijiorsirane degradacije u ovom
radu. Neistoca D je, zajedno sa Nistocom E i Ne&istocom I, procesna rgstoca,
proizvod prejakih uslova oksidacije intermedijesaMethoxy-2-[[(4-methoxy-3,5-
dimethylpyridin-2-yl) methyl] sulphanyl]-1H-benzigzola. Méutim, uaeno je da se
Necistoca D javlja kao jedan od glavnih proizvoda razgradeisomeprazola pri
termalnim i oksidativnim uslovima razgradnje, uzpazenu mogtnost nastajanja u
toku fotodegradacije i pod baznim uslovima razgjadesomeprazola. Izvesno
nastajanje N&stoce E i Neistoce | uaeno je samo pri uslovima bazne razgradnje
esomeprazola. Nestoce F i G swisto degradacioni proizvodi. Pojava ovih¢rstoca
zapazena je u najem stepenu pod uslovima kisele razgradnje esomapram
zna&ajnom nivou pod uslovima termalne razgradnje esoazepe, ali i pri
forodegradaciji esomeprazola. Pretpostavljeno jeoda nastaju uklanjanjam metil
grupe sa metoksi grupe piridninskog dela molekulermiranjem tiokso cikiénog
prstena. Pretpostavljeni mehanizam njihovog nastanlkistruje na najbolji r@n
sklonost esomeprazola ka spegifim hemijskim transformacijama, a na jednoj od njih
se i bazira mehanizam njegovog dejstva u organiddpravo proizvod jedne takve
hemijske transformacije omeprazola,aikii sulfenamid omeprazola, koji nastaje u
kiseloj sredini parijetalniléelija je odgovoran za bioloSku aktivhost leka.Odcainijih
degradacionih proizvoda, za koje nije izvrSenmaaidentifikacija, koje treba pomenuti
je Ne&iistoca RRT 1.13 koji se javlja kao glavni razgradni puwaid fotodegradacije
esomeprazola. Take, kiselom razgradnjom nastaju, hromatografski &aslirajLi,
dakle, izrazito nepolarni degradacioni proizvodi RRT 1.60, RRT 1.63, RRT 1.67 i
RRT 1.68. Njihov identitet, izvesno, treba tramithekim od izomera disulfidnog dimera
pomenutog od strane Brandstrom i sar koji su @lirsa JJ. Oni nastaju dimerizacijom
analoga sulfenske kiseline omeprazola koja je uwno®Zi sa dominantno prisutnim
analogom sulfenamida omeprazola.

Uprkos ¢injenici da su esomeprazol,odnosno omeprazol, dugaizgled, u
svakom aspektu prgdavana jedinjenja, nije poznata studija u okviruek@ definisan
mehanizam njihove degradacije u svetlu njihoveed&fmaceutske upotrebe, Sto je, u
okviru ove disertacije, detaljno prikazano. Svat@jneistoca utvidena je struktura Sto
je bio jedan od neophodnih preduslova u za dalgisteciju gotovih farmaceutskih
proizvoda u kojima esomeprazol ulazi kao aktivnngip. Detaljno su prezentirani
rezultati spektrometrijske karakterizacija esomepla i njegovih néstoca. Dalje su
prezentirani rezultati (oddevanje strukture) studije NMR, LC-MS identifikacije
glavnih nepoznatih degradacionih proizvoda esonzepaa Detaljno je objasSnjeni
putevi degradacije esomeprazola i poreklo Eimanastajanja svakog od njegovih
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glavnih degradacionh proizvoda. RP-HPLC metoda kejrazvijena i validirana za
namenu kvalitativhog i kvantitativnog odieanje neéistoca esomeprazolaje usla u
registracionu dokumentaciju gotovih farmaceutskitwizvoda koji se baziraju na
esomeprazolu i timée se koristiti u rutinskoj kontroli kvalitetastoce proizvoda. Na
osnovu utwvdenih relativnh faktora odgovora omdgma je tanu kvantifikaciju
necistoéa bez upotrebe njhovih referentnih standarda. NarsIn&in razvijena RP-
HPLC hiralno selektivna metoda koriste se za kontrolu kvaliteta hiralngstoce
proizvoda. Zahvaljujéi ovim ispitivanjima i formiranju pogodnih hromat@dskih
metoda, dalje je bilo moge ispitivati ponaSanje i stabilnost esomeprazolazanim
razvojnim farmaceutskim formulacijama, na osn@ega se je i vrSio kogan izbor
formulacije. Ispitivanjima stabilnosti esomeprazofmod razléitim kontrolisanim
uslovima (ICH), samog ili u rastvorima (u ovom dhlise lek primenjuje) u razltim
aplikacionim koncentracijama, dalo je méguost ustanovljavanja uslovavanja, roka
trajanja i ndina primene leka koje je garantovalo njegovo bembddrigenje.

D. Objavljeni ili saopSteni rezultati koji ¢ine deo teze

Deo rezultata istrazivanja iz oblasti problematke teze autor je ¥epublikovano u
nawnim ¢asopisima i materijalima nanih skupova, a spisak tih publikacija je sléde

D1. Radovi u matunarodnim nauénim éasopisima (M23):

1. A.D.Pavlovi¢, Lj. M. Ignjatovié, S. Z. Popov, A. R. Mladenayil. Stankow, Journal
of the Serbian Chemical Society, Application of ghsomatography analysis to quality
control of residual organic solvents in clopidogréisulphate, (2014), doi:
10.2298/JSC131120013P

2. N. Djordjeve Filijovi¢, A. Pavlovi¢, K. Nikoli¢, D. Agbaba, Acta
Chromatographica, Validation of an HPLC methoddetermination of aripiprazole and
its impurities in pharmaceuticals, 26 (2014) 13

3. N. Djordjevt Filijovi¢, M. D. Antonijevi, A.Pavlovi¢, I.Vuckovi¢, Katarina Nikol€,
D. Agbaba. Drug Development and Industrial Pharma€iie stress stability of
olanzapine: studies of interactions with excipieits solid state pharmaceutical
formulations, (2014), doi: 10.3109/03639045.2014188

D2. SaopStenja sa m@unarodnih skupova Stampana u izvodu (M34):

1. Nbordevi¢ Filijovi¢, A.Pavlovié, D.Agbaba, Stress stability of olanzapine in its
dosage forms: projection of drug product shelf-liEBJROanalysis 16 th. European
Conference on Analytical Chemistry. Belgrade, 11-38ptember 2011. Book of
Abstract page 86.

D3. SaopsStenja sa skupova nacionalnog zéga Stampana u celini (M63):

1. M. boki¢, J. Bozé, A.Pavlovi¢, Procena efekta laktoze monohidrat i anhidrovane
laktoze na tablete sa trenutnim oskddnem koje sadrze atigie psihotike, V kongres
farmaceuta Srbije sa menarodnim desem, Beograd, 13 do 17 oktobar 2010. Arhiv
za farmaciju 2010, vol. 60, br. 5, str. 689-694
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2. A.D. Pavlovi¢, D. M. Cebzan, Postavljanje specifikacije zaiseé¢e u aktivnim
supstancama i gotovim proizvodima, Simpozijum farewaskog druStva Srbije
“Necistoce u farmaceutskim proizvodima”, VrSac, 1-2.11. 2Qthornik radova, 71-73
3. V.M. Jovanou, D.M. Cebzan,A.D. Pavlovi¢, Razvoj HPLC metode za @genje
netistoéa azitromicina, Simpozijum farmaceutskog drustvebij&r “Necistoce u
farmaceutskim proizvodima”, Vrsac, 1-2.11. 2007oitk radova str. 123-125

4. D. Cebzan,A. Pavlovié, A. Mladenové, V. Jovanow, S. Triji¢, J. Kokanow,B.
Parulove, B. Stupar, Plackett-Burman dizajn eksperimentidacija HPLC metode za
odreadivanje srodnih supstanci kod lansoprazol kapsiMakdngres farmaceuta Srbije.
sa m@dunarodnim de&em, 28. novembara do 02. decembra 2006. Arhiv adeju
2006, vol. 56, br. 5, str. 696-697

5. D.Cebzan, Z. &imovi¢, A. Pavlovi¢, J. Kokanow, A. Mladenov, V. Jovanou, S.
Triji¢, B. Stupar, Optimizacija i validacija HPLC metoda odrdivanje srodnih
supstanci kod sumatriptan film tableta. IV Kongf@snaceuta Srbije sa renarodnim
uce&em, 28. novembara do 02. decembra 2006. Arhiv maaeiju 2006, vol. 56, br. 5,
str. 692-693

16



E. Zaklju ¢ak

Na osnovu izlozene analize doktorske disertacijeek#dndra (Dragomir)
Pavlovica, komisija je doSla do zaklijka da postoji originalan i zgajan nadni
doprinos u oblasti fizkohemijskih nauka. Deo rezultata istrazivanja izlast
problematike ove teze kandidat je publikovao u V&dnawdna rada u maunarodnim
casopisima i 6 saopStenja da d@imai meiunarodnim nagnim skupovima.

Imaju¢i u vidu rezultate do kojih je kandidat doSao umvistrazivanju, kao i
njihov nawni i prakticni zna&aj, predlazemo Nastavno-raom veu Fakulteta za

fizicku hemiju da disertaciju Aleksandra (Dragomir) Baida pod naslovom:

»1ecéno-hromatografska i spektrometrijska karakterizacija i odredivanje
esomeprazola, njegovih néisto¢a i degradacionih proizvoda"

prihvati i da odobri njenu javnu odbranu u ciljucahja natinog stepenadoktor
fizickohemijskih nauka.
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