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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farm. MarijeCarapt pod nazivom “Razvoj
hromatografskin metoda za odreivanje sadrzaja, stepenacistoée i retencionih
karakteristika ziprasidona primenom eksperimentalnay dizajna” napisana je na 225
strana kucanog teksta formata A4, proreda 1,5 tafdiimes New Roman (vélna 12).
Sastoji se od sledi celina: 1. Uvod, 2. Cilj rada, 3. Eksperimentalro, 4. Rezultati i
diskusija, 5. Zakljaak, 6. Literatura, 7. Prilozi, 8. Biografij®isertacija sadrzi 92 slike,

31 tabelu i 215 literaturnih navoda.



2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSen je razvoj ptomizacija metoda reverzno-
fazne téne hromatografije HPLC sa UV detekcijom i UPLC sasenom detekcijom za
odreifivanje sadrzaja i retencionh karakteristika zigtasa i njegovih n@stoca (I-V)
razlicite polarnosti primenom viSe metoda eksperimentalrbzajna. IzvrSeno je
ispitivanje kvantitativnhog odnosa strukture i refigm ispitivanih jedinjenja u RP-HPLC
sistemu i formiran je QSRRQUuantitative Structure Retention Relationghipodel na
osnovu kojeg je mode predvideti retenciju drugih derivata ziprasidona.toku
optimizacije RP-HPLC metode detektovananepoznata néstoca cija je struktura
karakterisana masenom spektrometrijom.

Rezultati disertacije izloZzeni su u 6 celina. U @rv drugoj celini disertacije
opisani su razvoj, optimizacija i validacija RP-HEPUV metode. Optimizacija metode
je izvrSena u dve faze: optimizacijom mobilne fazespitivanjem selektivnosti RP
stacionarnih faza, pri odabranim eksperimentalngiowima, u odnosu na ziprasidon i
njegove né&istoce. Ispitan je uticaj temperature stacionarne fakk koncentracije pufera
I organskog modifikatora na rezoluciju i faktordeg#ivnosti kriticnih parova (né&stoca
[l/ziprasidon i ziprasidon/rigstoc¢a Ill). Optimalni hromatografski uslovi su dobijeni
primenom linearne regresione metode parcijalno aajiin kvadrata - PLS i nelinearne
metode veStkih neuronskih mreza sa viSeslojnim perceptronomANN-MLP.
Optimalan sastav mobilne faze i temperatura stacienfaze su odabrani na osnovu 3D-
grafikona metodom povrSine odgovora. Primenom aealsnovnih komponenti - PCA i
analize hijerarhijskog grupisanja — AHC ispitanas@ektivnost 20 stacionarnih faza za
efikasno razdvajanje ziprasidonagiséoca (I-V), kao inepoznate néstoce. Definisane
su tri optimalne stacionarne faze za razdvajarnijeispitivanih jedinjenja.

U trecoj celini disertacije formirani su odgovar&@uQSRR modeli primenom
linearnih (PLS) i nelinearnih statigkih metoda (ANN-MLP) koji dovode u korelaciju
hemijsku strukturu i osobine ziprasidona icise¢a |-V sa RP-HPLC retencionim
parametrima. Definisani su molekulski deskriptonjiknajviSe utéu na retenciono
ponaSanje f) analiziranih jedinjenja. Po#enjem validacionih parametara regresioni
PLS-QSRR model se pokazao pouzdaniji u odnosu n&N-A)6RR. PLS-QSRR

modelom je preddieno retenciono vremegjt ziprasidona, nastoca -V, kao i deset



(TS1-TS10) derivata ziprasidona (pralteorganskih né&stoca, metabolita i potencijalnih
degradacionih proizvoda) u RP-HPLC sistemu. Na wsmmbijenih rezultata predlozene
su dve strukture zanepoznatu n@stocu, a jedna od njih (TS1) je potdena
karakterizacijom tripl kvadrupolskim masenim anatarom.

U cetvrtom delu rezultata disertacije prikazana jeaksarizacija hemijske strukture
nepoznate n@stoce primenom tripl kvadrupolskog masenog analizatdspitan je i
predlozen mehanizam fragmentacije za svako ispitiyadinjenje (ziprasidon i gestoce
[-V) odredivanjem masa molekulskih jona i fragmenata. Prestigé fragmentacioni put
nepoznate n#sto‘e na osnovu dobijenog signala u pozitivnom HESI maru
molekulski jon (nam/z 823) i glavnih fragmenata (n&a/z 729, 413, 411, 196, 194) i
predlozena je najverovatnija struktum@epoznate néstoce. MS-MS analizom je
eksperimentalno potitena struktura rigstoce (TS1) pretpostavlijene QSRR studijom.

U petom i Sestom delu rezultata izvrSen je razvoptimizacija brze i osetljive
metode tecne hromatografije pod ultravisokim pritiskom sa erasmasenom
spektroskopijom YPLC-MS-MS) za brzo ispitivanje ziprasidona ic¢isoca |-V uz
istovremenu moginost karakterizacije nepoznatihc¢istoca, i prikazana je validacija
metode. PLS metodom je uspostavljena korelacijaedemodabranih faktora (pH
vrednost vodene faze, temperatura kolone i prato&xolucija izméu kriticnih parova
pikova: ziprasidon/nastoca I, neistoca Il/IV i nepoznata néstoca/negistoca V.
Pokazano je da temperatura kolone i pH vodene ifaagl najvei uticaj na rezoluciju
kriticnih parova, a optimalne vrednosti su odabrane pgan®-D grafika povrSina
odgovora. Uporednom analizom vrednosti hromatogitafeinkcija (CRF-tot/CEF-tot),
izracunatih na osnovu rezolucija svih parova pikovaphezja tri kriticna para (CRF-
3/CEF-3) i hromatograma, pokazano je da su optimaiovi za razdvajanje ispitivanih
jedinjenja centralne t&e dizajna. Na ovaj k& su definisani eksperimentalni uslovi koji
omoguwavaju najkréau mogu¥u analizu uz zadovoljavaje razdvajanje jedinjenja u
smesSi. Takde, optimizacijom UPLC-MS-MS metode postignuto jezdweajanje
nepoznate néstoce od ostalih i posebno je pgran njen mehanizam fragmentacije. Pod
slicnim hromatografskim uslovima sa malim modifikacimngradijenta dobijeno je
razdvajanje ispitivanih jedinjenja uz dobre hrongaédske performanse i kratko vreme

analize na UPLC-DAD sistemu



Optimizovane metode (RP-HPLC-UV i RP-UPLC-MS-MS)walidirane u skladu
sa regulatornim zahtevima. Metoda je primenjenadm@&iivanje ziprasidona i njegovih

negistoca u sirovini i u farmaceutskim doziranim oblicima.

3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sgpodacima iz
literature

Ziprasidon je antipsihotik nove generacije, derivabenzoizotiazol
piperazinilindolona. Nastaje  kuplovanjem 3-(1-piperazinil)-1,2-benzoizotiazola
(nesistota 1) sa 6-hloro-5-(2-hloroetil)-1,3-dihidro-2H-in2-onom (neistoéa IV)* tako
da su | i IV sintetske réestoce. Reaktivnost i nestabilnost molekule ziprasidpo&ce
od: benzoizotiazola zbotega je fotosenzitivan i od enola neC atomuindola, na Sta
ukazuju strukture degradacionihcistoca Il, 11l i V. Ziprasidon i neistoéa Il pokazuju
najveu slicnost u hemijskoj strukturi. Niestoca 1l je proizvod oksidacije-C atoma 2-
indolinona. Neistoca Il je dimer koji moze nastati kao proizvod reggduplovanja
ziprasidona i n&stoce Il. Necistoca V u odnosu na ziprazidon poseduje dodatnu
benzoizotiazol grupu naC atomu.Bazne osobine ziprasidona i¢rstoca I, II, Il iV
poticu od piperazinske strukture. U strukturi¢istoce IV je prisutna benzilhalidna
funkcionalna grupa koja moZe biti odgovorna za paifalnu genotokshost. Negistoce
[, I, lll'i V su specificirane u monografijama Eopske farmakopeje soli ziprasidona kao
nesistoée A, B, D i . U dostupnoj literaturi nema puno opisanih metgaaspitivanje

ziprasidona i néstoca’®

I nijjednom od njih nije obuhv&no odrdivanje svih 5
ispitivanih glavnih né&istoéa u sirovini i farmaceutskim oblicima. Razvijena ie
optimizovana nova RP-HPLC metoda sa UV detekcijarspitivanje kompleksne smese
jedinjenja veoma raglite polarnosti - ziprasidona i &stoca |-V, u jednom sistemu
primenom viSe metoda eksperimentalnog dizajna. évom linearne PLS i nelinearne
MLP-ANN metode odabrani su optimalni hromatografsiglovi. Visoke vrednosti
statisttkih parametargdR?, @, r?), dobijenih unutrasnjom ukrdtenom validacijom ALS
ANN-MLP modela, pokazale su da oba modela dizajdak@atno opisuju proces
razdvajanja dva kriéha para u hromatografskom sistemu u definisanomegaps
ispitivanih uslova i da je ukrStena validacija hitaerifikacioni korak u ANN i PLS

modelovanju.



Multivarijantne analize PCA i AHC u poslednje vrenmmaju primenu u
karakterizaciji i identifikaciji skinih stacionarnih faza udeoj hromatografiji u pogledu
selektivnosti za odtenu grupu jedinjenfad®. Uporednom analizom rezultata PCA i
AHC definisane su stacionarne faze selektivne zdvajanje ziprasidona, &isto¢a |-V |
nepoznate néstoce detektovane u toku optimizacije metode. Ovaj pgge znéajan jer
smanjuje vreme razvoja analke metode i daje mogoost zamene stacionarnih faza
npr. kod nedostatka stacionarne faze navedeneratliri za odréena jedinjenja ili kada
se promene performanse stacionarne faze.

Optimizovana RP-HPLC metoda je validirana i pokazgn veéa osetljivost u
odnosu na prethodno publikovane metode, posebngatancijalno genotok&nu
nesistoéu IV4* &iji maksimalan prihvatljivi nivo (TTCY u prasku za rastvor za injekcije
moze biti detektovan ovom metodom. Metoda je priewa za odrdivanje ziprasidona i
njegovih ngistoca u sirovini i farmaceutskim doziranim oblicima.

U QSRR analizama hromatografska retencija dndg hromatografiji je
predstavljena broanom vredna&i kao retenciono vremex(ti log tr )*3, faktor retencije
(k ili log K)**ili kao Ry vrednost’ i kori&ena je zajedno sa iztenatim molekulskim
deskriptorima za formiranje QSRR modela kojima s®enpredvideti hromatografsko
ponasanje raglitih lekova. Od statistkin metoda kori€enih u formiranju QSRR modela
naje&e se primenjuju linearne (MLR i PLSY’i nelinearne (ANN***%) metode. U
ovoj doktorskoj disertaciji su primenom linearnd§} i nelinearne (ANN) statistke
metode po prvi put predlozeni odgovataj@QSRR modeli koji definiSu retenciono
ponasanje (predstavljeno kagQ tlerivata ziprasidona. U formiranim modelima pai@z
je da deskriptori koji nose informaciju o sterniimolekulskim osobinama (lipofilnost)
molekule (2D i 3D) najviSe uu na retenciono ponaSanje derivata ziprasidona.
Nelinearne metode s&esto koriste u QSRR modelovanju zbog sloZzenost venetu
retencije i strukture molekule Sto bi moglo da vatbbijanju modela sa boljim
sposobnostima predianja*?2 Na osnovu rezultata validacionih parametara (RRISE
regresioni PLS-QSRR model se pokazao kao pouzdadijANN-QSRR modela. Na
osnovu opisa odabranih deskriptora moze se zitkljda ova korelacija ima fizko-
hemijski smisat’?* tj. znasenje primenjenih deskriptora se moZe jasno intérpteu

funkciji retencije uz istovremenu dobru th@redvidanja PLS-QSRR modela na Sta



ukazuje visoka unakrsno validiraR& vrednost Q@ = 0,633)¢ime je obostrano potiten
kvalitet regresione jeddme.

PLS-QSRR modelom je predno razdvajanje, pored ziprasidona tisexa |-V,
joS deset (TS1-TS10) derivata ziprasidona (griaterganskih nésto¢a, metabolita i
potencijalnih degradacionih proizvoda) u RP-HPLGteanu. Na osnovu dobijenih
rezultata predloZene su dve potencijalne struktareepoznatu néstocu, a jedna od njih
(TS1) je potvdena karakterizacijom tripl kvadrupolskim maseninalematoromc¢ime je
eksperimentalno utdena t&nost predwdanja PLS-QSRR modela.

Karakterizacija nepoznate ¢istoce je kljucna u identifikaciji novih jedinjenja sa
genotokstnim potencijalom i stoga je karakterizacijaciséoce kriticna u proceni
kvaliteta, efikasnosti i bezbednosti IékaKako primenom HPLC-UV sistema nije bilo
moglte identifikovati nepoznatu tstocu (k: 11,270 min) razvijena je osetljiva UPLC-
MS-MS metoda. Odivanje ziprasidona i rééstoca u literaturi je opisano sa dve UPLC-
UV metodé® koje se odnose samo na analizu pojedinitist&a, i bez primene metoda
eksperimentalnog dizajna za brz razvoj i optimigacnetode na osnovu malog broja
eksperimenta. Hromatografske funkcijecesto koriste prilikom optimizacije zajedno sa
metodama regresije i tako su dizajnirane da daglngstavan odgovor tj. br@gnu
vrednost koja reflektuje kvalitet hromatogr&haU ovoj doktorskoj disertaciji
optimizacija UPLC-MS-MS metode je izvrSena primend®hS metode i uporedne
analize CRF i CEF funkcija. Prednost ove metodedmosu na prethodno razvijenu je
zn&ajno skrgenje vremena izvdenja i mogdnost karakterizacije nepoznatih
degradacionih proizvoda. Take, pokazano je da je magu transfer metode na novi
UPLC-DAD sistem.

Ispitivanje ponaSanja ziprasidona pri primeni eledprej jonizacije u maseno;j
spektrometriji je vrSeno pri razvoju LC-MS metoda pdreivanje ziprasidona u
biolodkim te&nostim&’2°. Karakterizacija fotodegradacionih proizvoda ziidana je
ispitivana UHPLC-DAD sistemom spegnutim B&I-Q-TOFmasenim spektrometrom, i
prikazan je mehanizam fragmentacije enola ziprasido dva glavna degradaciona
proizvoda od kojih nijedan po strukturi ne odgovasitivanim neistocama’. U ovoj
studiji prikazan je mehanizam fragmentacije za BsvaRkalit na osnovu glavnih

fragmenata i izmerene mase. Prisustvonghi fragmentnih jona u MS-MS spektrima



ziprasidona i njegovih @estota ukazuje na sihu strukturu i n&n fragmentacije,

odnosno da supstitucija na polozaju indolinonske strukture ziprasidona neceuti

zn&ajno na nan fragmentacije. Predstavljena je najverovatnijaulgura nepoznate

necistoce koja nastaje nakon 24 h u rastvoru smeSe standaed@snovu dobijenog

signala u pozitivnom HESI modu za molekulski jorpredlozenih fragmentacionih

puteva. MS-MS studijom je i eksperimentalno pdéma struktura ove tistoce (TS1)

koja je pretpostavljena QSRR studijom.
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Symposium- Chromatographic methods of investigating organimgounds
Katowice-Szczyrk (PolangdMaj 2010. p2

2. Pavlovic M., Nikolic K., Smolinski A., Agbaba D., "Chemometnodels for
efficient predictions of chromatographic behavior zprasidone and its
impurities”, The XXXIV Symposium Chromatographic methods of
investigating organic compoundsatowice-Szczyrk (PolandJuni 2011. p2
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3. Carapi¢ M., Nikoli¢c K., Markovic B., Pavliove M., Agbaba D.,Primena
multivarijantne metode parcijalnih najmanjih kvadr@PLS) u modelovanju RP-
UPLC-MS/MS sistema za ispitivanje eagidona i njegovih mestoca’, VI
Kongres farmaceuta Srbije sa da@arodnim deg'em,Beograd, Srbija, 15-19.10.
2014. (lll nagrada za poster u sesiji Savremersitypi u dizajniranju i razvoju

lekova+ Novi izazovi u analitici lekova).

5. Obrazlozenje nawnog doprinosa doktorske disertacije

Prikazana istrazivanja u ovoj disertaciji se ukjapasavremene tokove i pristupe
u kontroli kvaliteta farmaceutskih supstanci i imagna&ajan natdni doprinos hemiji i
analizi ispitivanih supstanci. Razvijena je jediawsia i brza metoda visokoefikasnéne
hromatografije (RP-HPLC-UV) za odiwanje, razdvajanje i identifikaciju novog
antipsihotika ziprasidona u prisustvu ptate organskih n&stoca i potencijalnih
degradacionih proizvoda radtie polarnosti. Razvijem nove UPLC metode sa maseno
detekcijom zn&ajno je skréeno vreme izvéenja analize (faktor skéanja vise od 4) u
odnosu na izvornu metodu, uz dodatnu prednost zisb@vremene mogunosti
karakterizacije degradacionih produkata masenomktspretrijiom. U razvoju i
optimizaciji obe metode &ee hromatografije primenjeno je viSe metoda
eksperimentalnog dizajname je omogdeno da se na brzi &ia postigne optimizacija
eksperimentalnih uslova za analizu ispitivanih pgelja bez brojnih i dugotrajnih
eksperimenata. Obe metode se mogu Koristiti zéepja kvaliteta leka u svim fazama
razvoja, od sinteze aktivne supstance do form@daimaceutskog preparata.

Uspostavljanjem kvantitativnog odnosa strukturetencije (QSRR) omogeno
je da se na osnovu formiranih matergkdhh modela brzim teorijskim proéanima
odgovarajdih molekulskih deskriptora na jednostavartinablize objasne retencioni
mehanizmi i identifikuju molekulski parametri kajajviSe utéu na retenciono ponasanje
ispitivanih jedinjenja. QSRR modelom je vrSeno piddnje retencionog ponaSanja
drugih derivata ziprasidona, strukturno ré&gh jedinjenja od ispitivanih i na osnovu
QSRR modela su predloZzene dve strukturenepoznatu néstocu. Razvijeni QSRR

model ima veliku mé predvidanja i moze se Koristiti za predanje retencionog
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ponasanja novih derivata ziprasidona koji nastajongnom razkitin reakcionih uslova
za sintezu ziprasidona kod sveceg broja genetkih lekova Sto bi predstavijalo brz i
finansijski koristan pristup u budim nawnim istrazivanjima. Ovakav pristup bi imao
zn&ajan uticaj na optimizaciju procesa sinteze aktisupstance i poslettio na
dobijanje stabilnije formulacije leka. Ovo istra@nje predstavlja prvu studiju o QSRR
modelu koja povezuje strukturu jedinjenja ziprasialea hromatografskom retencijom.
IzvrSena je karakterizacija struktunepoznate n#&stoce primenom UPLC-MS-
MS metode na tripl kvadrupolskom masenom analipatéiredloZzen je mehanizam
fragmentacije za svaki analit. PredloZzena je naj@nija strukturanepoznate néstoce
na osnovu dobijenog signala u pozitivnom HESI madumolekulski jon i predlozenih
fragmentacionih puteva. Ta#te, predlozen je i novi mehanizam nastampoznate
necistoce u odnosu na predloZzeni u literaturi. MS-MS studijge eksperimentalno
potvrdena strukturanepoznate n#éstoce koja je pretpostavijena QSRR studijom Sto

dodatno potwtuje veliki prognostiki potencijal kreiranog QSRR modela.

6. Zaklju ¢ak i predlog Komisije

Na osnovu izlozenog moze se zaékiju da rezultati kandidata diplomiranog
farmaceuta Marij€arapt prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji predstaylj originalan
I znaajan nadni doprinos za oblast Farmaceutske hemije. Rerdibétorske disertacije
publikovani su u 2 rada u istaknutim do@arodniméasopisima (M22), kao i u vidu 1
usmenog saopsStenja saduearodnog skupa Stampanog u izvodu (M32) i 3 saqjEsa
medunarodnih skupova Stampana u izvodu kategorije jM34

Uzimajui u obzir sve izlozeno, Komisija u navedenom sastgozitivho
ocenjuje doktorsku disertaciju dipl. farm. Marij&rapt i predlaze Nastavno-n&om
vecu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beograaphvati ovaj izvestaj i uputi
Vecu naknih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja sagtssti za javnu odbranu

doktorske disertacije pod nazivom:

“Razvoj hromatografskih metoda za odralivanje sadrzaja, stepenacistoée i

retencionih karakteristika ziprasidona primenom ekgperimentalnog dizajna”
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