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Rezime

Odrelivanje anizomicina telnom hromatogr
spektrometrijom i elektrohemijskim metodama i primena na ispitivanje stabihosti
leka i njegove raspodele u tkivima pacova
Rezime

Lek anizomicin je potencijal mMjle Mmunosup
TakolLe ima potencijalnu primenu kao psihof
novijim istragi v apofetijararadoprotgktorkipz aldovdgeptr ul
potencijalne primene anizomi@nj o g u v e podataka manjegovok | i aji | k
primen. Zbog toga jepotrebnop o z navanj e f ar makokgreseega | ki h s
poznavanjeprincipar aspodel e | eka u drfgaarnmazknoik i inenh i Rk
paramedra TakolLe, da bi s bezbednostr jdeé go vkovga | K d reit § [ e
potrebno je pratiti stabilnost i odrediti degradacione proizvode koji mogu nastati tokom
proizvodnje, rukova j a i | i |l uvanj a | eka.

U ovom radu su opisani razvoj, optimiza
analizu tragova anizomicina b i o | o myatedjal, kao i u uzorcima dobijenim
forsiranom degradacijom | eka. U dijaleka | e i z
i z biol ogki h optimizagjanejtaoldae, pkraeol iigi avanja dobi
Razvijen je postupak forsirane degradacije anizomicina u skladu sa ICH smernicama.
Razvijena je i optimizovana instmdemental na
masenom spektrometrijofLCiMS/MS). Tak o L e s u ipelektroremijske n e
metode za analizprocesalegradage anizomicina.

Razvijera LCi MS/MS metodaje primenjena un vivo studiji anizomcina na
Wistar albino pacovimalzmerera koncentracijaanizomicina u serumu je bila dosta
ni ga u gakonceriracipnjalekaizmerenimuanaliziranimt ki vi ma. Zakl| j u)
je da ani z o mraspodelu unomp, zatimy skezril, sras, butommi @i |
jetri, dok je najmanp raspodela ububreima U studiji forsirane degradacije
ani zomi ci n g daja bvajjlak lizezetmo nestabilan u baznoj sredinai
povi genoj (pbselme w meatralnoy sredini), doknjea j mivodégradacije
leka postignutu prisustvusvetlosti i oksidacionog sredstvKao glavi degradacioni
proizvod leka pri svim testiranim uslovima identifikovan je deacetilanizomigcin
jedinjenesaz nat no manjom aktivnogiu od anizomici

je ustanovljeno da je oksidacijaiaomicina nepovratan, difuziono kontrolisan proces.
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Abstract

Determination of anisomycin by liquid chromatographywith tandem mass
spectrometry and electrochemical methods andpplication to investigation of drug
stability and its distribution in rat tissues

Abstract

Drug anisomycin is a potential Mj)ltmmunosu,
alsohasthe potential use as a psychopharmaceuticalananticancesusdrug, andn
the recentnvestigationsit was shown that it 5 a potentiaradioprotector. Despitef
multiple potential applicationsf anisomysinits clinical use has not been reported yet
In that ordey it is necessary to understattie pharmacokinetic propertiesf the drug
primarily its body distribution andhe most impaetant pharmacokinetic parameters
Also, in order to establish quality of the drug and safety of its use, it is required to
monitor its stability and to determine its degradation prodtltas may be formed
duringproduction handling or storage.

In this wak, development, optimization and validation of an analytical method
for trace analysis of anisomycin in biological material, as well as in the samples
obtained in forced degradation studies were described. In the study, optimization of the
drug extractiorfrom the biological material, as well as the optimization of the extract
clean up procedureyerecarried outProcedure fordrced degradatioaf anisomycin in
accordance with ICH gdelines was developed. Liquid chromatograpghpdem mass
spectrometry(LCT MS/MS) instrumental method was developed and optimizddo,
electrochemical methodsgere used for analysis of anisomycin degradation presess

The developedLCi MS/MS method was applied in then vivo study of
anisomycinon Wistar albino ratsThe anisomycin concentratidound in serum was
much lower tharthe concentrationfound in observedtissues.lt was concluded that
anisomycin haghe highestdistribution in the brain, followed by the spleen, heart,
femoral muscleandliver, andthe lowest distribution was observedon the kidneys. In
forced degradation studypf anisomycin, it was concludetthat the drugwas highly
unstable under alkalineonditionsandat elevated temperatu(especidly underneutral
conditiong, while the lowest degradian level of anisomycin wasbservedin the
presenceof light and oxidizing agent Deacetylanisomycin, compound that has
significantly reduced activity compared to anisomyocivas identified as thenain



Abstract

degradation product under all tested conditidlsctrochemical methodshowed that

anisomycin oxidatiors anirreversible and diffusion controllgatocess

Keywords: anisomycin, liquid chromatograptitandem mass spectrometry,
electrochemical methodsbiological material, tissue distribution of the dug,
pharmacokinetic parameters, forced degradation

Scientific Field: Chemical sciences
UDC number:
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Uvod

1. UuUvOoD
Ani zomicin je | ek koji i ma vigestruko dej st
ispitivanjem njegoe potencijalre primere, al i se on jog wuvek ne

Mehanizam dejstvaovog antibiotikau organizmu je inhibicija sinteze proteing.
obzirom na to da anizomicin suzbija razvoj

primene kao citostatainka@.omi majnuliimumosupdue da

njegova primena u l el enj u aut oi muni h bol e
presaleni h organa. TakolLe, anizomicin uti/]e
novih selanja, a moge i zraazgviavtainjia @®@mokaziuj w

anizomicin i potencijalni radioprotektor.

Prilikom izboranovog | eka za pkirharno jelpbhtiebnagpitivanjee n u
farmakokinetike, s obzirom na to da poznavdaje n et i | kli éak g r dbicreeslkat no u
na potencijalo k | i ungrirheku S obzirom na to da lekovi ne prodiru ravhomerno u

tkiva svih organa, za procerefikasnostii bezbednosti lekaneophodno je utvrditi

raspodelu leka u organimd&ored informacija o raspodeli leka u tkivima tokom

vremena, razmatranje leka a k1l inil] ku pri menu zaht eva [
farmakoki net illskpiht ipvaaanajnee traaasapodel e | ekova u
pralenje farmakoki net inkigo plreldd\ astndgame,iomo d i
naj | egl e nTaa kmad. ceasveidgaabbd!| j gao k v bekbednastt | ek a
njegovog kor i gl téstabinost i pdoeiti degradaaioa groevoqe ko

mogu nastat. tokom proi zvo8d ohziemm nartat Bao vanj a
prisustvo degradacionih proizvoda gne d a svojstvhleka na@ogel j no j e uf

identitet potencijalno prisutnih degradacionih proizvo8gabilnost lekova seno ¢ e

ispitivati s p r o v o Lstedig fersmane degradacijep r i | evrmior e obilno
podvrgavaju kiseloj, baznoj i i forodegradacig,| n o | hi
kao i elektrohemijskj degradacij Na ovaj nalin se moge pro

tokom odrelLenog vremenskog paeldentibkdvanjemod ut i c

degradaci oni h petpostadtmogal momeharei zam degr ada



Uvod

Cilj i stragivanj a ov e, optimikatija,vabdacgai plimenae r t aci |j
noveb i oanameittoidlek eza odr eli vannga u rtakjiowiamd erkaaz
organa (mozak, srce, s | e marumaprimgnantmetade bubr e
telne hromatografije sa t anhMSAM8 engdiguied nom spe
chromatographiytandem mass spectrométryadi ispitivanja distribuge i odrelivanj
farmakokinetilkauh rpat ameitsarmmaunt &kk oon mpot kogno
injektovanjaWistar albino pacawma. Pored toga, cilj rada je i definisanje ushoxa
sprovolenje studije forsirane dhadglizadaci j e
oksidacija, toplota i svetlost) u skladu sa ICH (ehgernational Conference on
Harmoniation) smernicama i u skladu sa svojstvima anizomichhava LO MS/MS

metodab i {/alidirana prema ICH smerniciprimenjena u ispitivanju stabilnosti leka

anizomicina u studiji forsirane degradacije u z prelenje nastalih
proizvoda T a k odilj @yog radaje i razvoj novih elektrohemijskimetoda ( c i k| i | n
voltametrig i voltametrie sa pravougaonim imytsima) koje bi, pored LG MS/MS

metode sl ugil e za pral endreeldeg@gmgcecaceljeektr ohem

anizomicina.
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2. TEORIJSKI DEO
2.1. Antibiotici

Antibiotici se mogu definisatk ao j edi njenja koja 1imaju spc
mi Kr oor gani z am@Valsh] 2003)dPrrodrii entibiatici segdefiag u kao

jedinjenja malih molekulskih madeja predstavljaju metabolite mikroorganizanarii

niskim koncentracijama mogunep v ol j no d arastuit nadvaj drugiha
mikroorganizama(Lancini et al, 1995; Hardy, 2002. Vi g e od 50% antib
proizvode pripadnici samo jednog bakterijskog réddinomycetales t al ni j e | ed
njegovog roda Streptomyces Pored prirodnih antibiotikapostoje i polusintetski

antibiotici koji nastaju hemijskom modifikacijom prirodnih antibiotika ili drugih

proizvoda metabolizma mikroorganizanggancini et al, 19%). Postoji mali broj

antibiotika koji se dobijaju sintetskim putefwWalsh, 2003 Antibiotici deluju na
razli]lite vrste mikroorgani zathanciniddalo gt o s
1995.

Prema funkciji koju imaju na mikroorganizme antibiotici se mogu svrstati u dve grupe
(Lanciniet al, 1995; Walsh, 2003)

1 bakteriostatski, kojusporavaju rast i razvoj bakterija i

1 bakteriocidnj koji ubijaju bakterije.

S tim da ova podela nije apsolutna, j er nj
doze Tako da antibiotikpri manjim dozamano ge del o v addstatk,la@o bakt e
vel i m #ao bateniaciqWalsh, 2003)

Mehanizam dejstva antibiotika se svodibilakiranje rase mikroorganizamaZapravo,

antibioticii nhi bi raju dejstvo mol ekul a, kao gto |
neophodan za umnogavapjel|l dedjjavi gemmj e anj en
funkcije. Takose prema mehanizmu dejstva antibiotici mogu podelifiLaacini et al,

1995)

{ inhibitore sintezé el i j skog zi da,

1 inhibitore sinteze proteina,
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1 inhibitore replikacije nukleinskih kiselina,
1 antibiotike kojimenj aj u propustljivost Ilelijske mem

Tantibiotike koji utilu na izmenu metabol il

Univerzalnop r i h v polletaraatibiotika ne postoji, pa sai mogu podelitii na
snovu hemi(landineetag 19850 e n a
I -laktamske antibiotike,
tetracikline,

aminoglikozide,

0

1

1

)l

1 makrolide,
9 linkozamide,

{ ansamicine,

1 peptide i

1 glikopeptide.

Postoje i antibiotici koji se prema svojoj hemijskoj strukturi ne mogu svrstati ni u jednu

od navedenih grupa

Prekomerna wupotreba ant i fprosteahjentst rezistencie d i do
me L u mi kr o oBaktaija jerezistentmana antibiotik ukolikoon nema uticaja

pri niskim koncentraciiama a de | st v {(Lan¢ireet al,| 1895 Bonidanand

Muniz, 2009.

2.1.1. Anizomicin

Anizomicin, poznat i podkomercijalnim nazivom flagecidin j e vi gefunkci
antibiotik. Anizomicin se prema hemijskejrukturi ne svrstava ni u jednu od navedenih
grupa. To | e pi r onpirijska formwanGyHis®,i(Solinii Kandei j a | e
1954 i hemijski nazivje 2-p-metoksifenilmet3-acetoksid-hidroksipirolidin (slika 1)

(Beereboonet al, 1964.

Anizomicin je dobignizolovarjem iz dve bakterijske vrst8treptomyceglentifikovane

kao Streptomyces gliceorusStreptomycesoseochromogeneiSobini Tanner 1954).
4
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To je beli prahrastvoran u metanolu (28gmL'Y), ni gim al kohol i ma,
ketonima i hloroformu,umereno rastvoran u vodi (BgmL'Y), benzenu, toluenu i
heksanus a v r e Ha7,8(Branm 2003;Sigma Aldrich 20173.

Slika 1. Struktura anizomicina

Anizomicin je poznat kaojedan od najdelotvornijih inhibitora sinteze proteina

(Grollman 1967). TakplLeani zomi cin mo g e da il zazove
(Theodosiou i Ashworth, 2002)gawaet al, 2009. On inhibira sintezu proteina tako

gt o s e peptdilurpnsferazB0S ribozomale podjedini@ 80S ribozomalnog
sistema eukariotskih lTelija i na taj nalir
produgavanje i i z a z i(Badbacidset alb1i974i Anaamicinu r i b o:
i nhi bira sintezu proteina retikuboetimaane |[pewa,o z o a
kvascima i ekstraktima izprethodno navedenitizvora, ali je neaktivan prema

ekstraktima bakterijeEscherichia Coli Anizomicin je primarno aktian prema

protozoama, dok ima manju aktivnost prema bakterijama i gljiv@nallman 1967).

Na osnovu ovih svojstava, prvobitno je smatrano da anizomicin ima potencijalnu

Kkl inilku upotrebu z gaze(Beaebdometah,j1864 Magiasd i d e i
Silvaet al, 2010.

Dal jim i spitivanj gedaarminz o miac iproda ewtcv 1j lad mar v |
upotrebuKako je wutvrlLeno da je za formi,ranje n
i spitivanje wuticaja anikaginivo jeiingjziranoineur ol o
anizomicinse pokazao kao potencijalni psihijatrijski l@gohenet al, 200. Direktnim
injektovanjemanizomicina uamigdalu i hipokampus, koji su glavni delovi mozga za

skl adi gt e ruklamjasemeemarijgg { e odddo amnezij§Naderet al, 2000

Debiecet al, 2002 Sadowskiet al, 2011 Gur et al, 2014;Penaet al, 2014. Dalja

i stragivanj ases uovpaojk atail@ajdaani zomi ci na mog

5
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amfetamina, nikotina i« f e i niau, sll &kddlagedow gl wi gle od 90% i nhi
sinteze proteingJudgei Quartermain1982. Ta kol e se pankemucaml o da |
potencijalni imunosupres, | aikpri niskim koncentracijama@0,1¢ M) , t adno da se
moge koristidtdi u tr et, kaaiprutransmaktaci(Xirg ettalop i mu ni h
2008. Dodatng anizomicins e p o k a z a o nklekotj. lekikaji zazivadsmrt |

mal i gni h [ el i j gotendijaimonmoad, e tkadkoaintidirsetogani lek

(Mawiji et al 2007;Xia et al, 2007 Croonset al., 2009;Li et al, 2019. S obzirom na

to da mehanizam dejstva anizomicina nije u potpunosti popo&tebno jesprovesti

dodatna ispitivanja da bée anizomicinkoristio uk | i omi gk kenj u ui budul n
(MaciasSilva et al, 2010. | ako ani zomi cin i ma vigestruk
pri menu, | ogr aawikj exrea pmettawda za kvantitatiwv
koja bi se pri meni | anitye ustanovipeaknedova rstabilnodt k o | S

pod uslovima koji su propisami v a n ismernicama

2.2. Farmakokinetika

Far makokineti ka je zkdalnajlrka mu (gr e@dkllli)nifl &z e
kao i u postregistracionoj faziR e |Aarmakokinetik@ uveo je Fridrih H. Dost

(Friedrich H. Dost 1953.godine iovudi sci pl i nu definisao kao /
analize odnosa i Ddattkeet alrlg988 Rdkrajana200R Toljee k a
naukakoja opisuje kretanje leka u organizmdanget al, 200). Farmakokinetika
predstavlja matemati |l ko proulavanje ponagar
(Pokraja¢ 2009). Ona sezasni va na ©pralenju koncentraci

|l ekova wu bi ol ogkiiillinurinu, ede svega) u toka vremanPaacim

dobijeni pral enj enr apimpnomana it ® ma smbdelk B @
prostornom ili neprostornom analizod a t a j armaleokinetikgp f 0 u pracesa
kojima | ek u or ga npracasuesompaoijedA, eng.eabsorpdiod,t o s u
raspodele(D, eng.distribution), metabolizma(M, eng. metabolisn i I zI| UB,i vanj a

eng.excretior) lekova(ADME sisten) (Janget al, 200t Pokrajac200.Pr ed k|l i ni | ke
far makokinetil|l ke studije (Jangetal,200).€gkgel ezvode
znal ajno poznavati obim raspodele I eka u po
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2.2.1. Raspodeh leka uorganizmu

Raspodeldeka u organizmye povratnaili nepovratnadistribucijal ek a na ur el e

n a |, kadalek stigne u sistemsku cirkulaciju, itoujemmi | i vi ge prostor a
Pri | eniu zs ®l agkom smislu prostorom smatra
jednakim svojstvima raspodel&kao i poj edi ni organi i tel esr
farmakokineti| kom smisl u, k i n ekaraktetisano podr ul

odgovar aj ul o mkonzeatmgij@mleksa dnzinama raspodelé¢Pokrajac
2002.

Po dolaskuu sistemsku cirkulaciju, nakoresopcije ili intravenske injekcijelek se
rasporadanizimgp oumo | u Kkr vi il | i nvfie .r alsepko rseed i u v
utokuli2mi n. MelLuti m, nestepiontreoadakthpeni ¢k u
tkivu. Zato, da bi pokazao svoje telj@Bo delovanjelek| e smtoad a da pigke kro
me mbr ana. Bi ol ogka tel nost poskepmlaza pagva | ek o0
ga odnosi, tako da postoji konst anojt na i zm
i zmelu cirkul at or(Roérgjac, 2008)t0Odlanak leka uttlkiva v a
povezanost procesa raspodele sa procesima resorpcije i eliminacije, prikazan je na

slici 2.

/. Metabolit(i)
Lek na mestu

.. — Lekukrvi —— Lekuurinu
resorpcije

[

Lek u drugim
Leku izlu¢evinama
drugim __ , Leku
teénostima ~ tkivima
raspodele

Slika 2. Prikaz odnosa distribucije leka sa procesima resorpcije i elimin@dijerajac,

2002)
Raspodel a | ek ahemjskilv svgstava dellakad i od saktdv@ membrana
tkiva. Ov i faktor.i mogu dovest.i do wuniformne |
razlilitim prloaaorni ma tuel tegRokrajac 200d.| W ost i ma

ekstremnim slulajevima moge dol maiddo akumul

7
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gotovo potpunog i skl julenja |l eka iz odr el
Vvriemena. Mesto na koj e tr epbkajjepod kapilarmog obr at
sistema krv odvojen krvnoiomo g dabami j erom | i a me mbr ana

strukturu(Seydel i Wiese, 2002

2.2.2. Odabranifar makoki neti | ki parametr.i

Ispitivanje novog leka zahteva uspostavljanje zavisrkmstcentracije od vremenkao

i proul avanj e glidwknihh pf@srprekuekeianrd omogul a
kvantitativna tumal enj a fabi sesakpodelalekaeut i | ki h
organizmub | i §e obj as mogl abraditipeprdstomomanalieomkoja je

giroko r auprfagtnrakmjke met i (Skiniethal, 2083 Li iaBg@,i vanj i m
2004 Urvaet al, 2009 Jin et al, 2011, Raoet al, 2012 Stariatet al, 2014 Wyns et

al., 2014 Zhenget al, 2014 Bratkowskaet al, 2015. U tu svrhu se mgu Kkoristiti
razlfialrimaik oki net i | ki softveri od.Parametrih se n:
koji se dobijaju ovonmvrstom kinetike analizesu maksimalna koncentracija leka u

tkivu i serumu Cnay, kao i vreme koje je potrebno da se postigne maksimalna
koncentracija le& (may - Ovi parametr.i se o|litavaju d
koncentracg odvremenaOstalif a r ma k oilparametitna Kojkna se zasniva ova

analiza syPokrajac, 2002)

1 Konstanta brzine eliminacijeb). ukupna konstanta brzine prvog redajedan ili

vige procesa kojima se | ek wuklanja iz cer
nepromenjenog leka jednomi | i vi ge r e aki&ikgnstantankojaa b ol i z |
predstavlja udeo |l eka koji fe biti elimi

brzina kojom se smanjuje koncentracija leka tokéeme eliminacije(Bardal et al
2011)

T Povr gi na korecgnadijdekarui kwieu funkcijivremena PIK (AUC, eng
area under the curyemer a kol i | ine | eka koja se nal az
izralunavanje stepena biologke raspologiyv
oblika ili frakcije resorbovanog leka Naj | egli e se ova vredno
trapezoidnim pravilomTrapezoido pravilo se koristi kod krivih koncentracija leka

u funkciji v r e me n afitoMamedengkfitiing) godataka jli&kkodv r ge n o

8
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krivih koje nisu pravilne, [ paku ako ni

koji h sdunaiPlfpremasledd oj j@dnalini
D
PIK=——(mghL" 1
de( ghL”) 1)

U ovoj Pjedonaérg) aVdje zapreminaaspodele

Far makoki net i | ldalerpaal ruannagtur isukoj i se
1 Poluvremeeliminacije (t12): vremenski interval tokorkoga se koncentracija leka u
centralnom prostoru (krvi) smanj i na pol

eliminacionog procesa prvog reda, ili: to je vreme potrebno da se koncentracija leka

u krvi (plazmi ili serumu) promeni za jednu polovinu posle postigaa di nami | k e
ravnotege. Ov il re gregokomgtaatonT eliminacjgez r agava br zi
el i minacije, odnosno dugina zadr gavanja | e
0,693
L, = (h) (2)
1 Klirens (CL,eng clearancg: o dnos date doze | eka I ukupn
zavisnosti koncentracije od vreme(® (I I hi potetil ka zapre
koja se potpuno ol i sti od nepromenjenog | e
D
CL=——=Db3V,(Lh" 3
pic 0 Ve (L) (3)

T Srednj e vr e nmZ(MRBT]Jeng meam nesidance tintesrednje vreme

koje lek provede u organizmu od ulaska do eliming8gydel i Wiese, 2002

23. Pralenje stabilnosti | eka

Da bi sepratio kvalitet leka i utvrdilabezbednosn j egovog kori gi enj a,

ispitivanjes t abi | nosti I odr el i Vekakgji moguragatpadd aci oni
razl i | it i @Btabilnast lekaje idefidisana kaonjegova sposobnost da u
odrelenom vremenu, ,lzawdaasvost@akoaeimad kadaije nal i n
proizveden(FDA, 1999. Terapjska upotreba lekova se bazira na njihovoj efikasnosti i
bezbednosti, tako da kvalitet mora biti o]
proizvodnj e, pakovanj a, Hetnri g nsskpao rit af,i zliulvkaan j d

lekovitih supstanci mogu dovesti do proraeziikasnosti leka r ahztloiklsiithkiol o g k i
9



Teorijski deo

efelata. Takosel e k nmapgpditid o t ok si | ne [sea@ig tozaljno e , zboc
samo pratiti koliko se leka razgradilo, vel
| ekovi imaju razlilite struktur eNekialni se 1

mo g th puiteva degradacijéekovasu hidroliza, dehidratacija, sldacija, izomerizacija

I racemizacijakao i fotodegradacija Stabilnost lekova i degradacioni procesi kojima
lekovipodeu zavise od specifilnih strukturnih
funkcionalnih grupaAko bismo na osnovisvojstavafunkdonalnih grupa predvide

hemijsku stabilnost e k o v a , bil o bi ol ak §gamoonuliganjani ranj ¢
lekova tako da se smanji degrada¢asioka i Stella, 2002 Studije stabilnosti mogu

biti: d ergolong ltemy srddnja €ng intermediat¢ 1 ubrzana €ng

acceleratedl ispitivanja stabilnostikaoi stres studijetj. studije forsirare degradacg

(ICH Q1A(R2) 2003.

2.3.1. Studije forsirane degradacije

Studije forsirane degradacije se izvodeilju p r a | sabijnasti aktivne supstance,

i denti fikacije potencijalnih degradacionih
kao i razvoja i val i da caktvrefarmaceutskbepstanee pr al e
ili farmaceutskog doziranog oblikgAlsante et al., 2003. U ovim eksperimentima,

uzorci se obilno podvrgavaju kiseloj, bazn
t er mi | k o jelektroHemijskoj degradacijiNa o v aj nal i n s e mo § ¢
stabil nost | eka tokom odr eulteincoag evnr ernaezn si kl o gt
(Yosioka i Stella, 2002 |1 denti fi kovanj em de gpredviletici oni h
mogul i me h ani z a rslaviergkojend j@ neoghanolispitiatiastabilnost

leka su propisani ICHeng International Conferencen Harmonisatioh smernicama

(ICH Q1A(R2) 2003 Q1B, 1996. Ove smernice b e z b e L u j uputgtvpreena al n a
kojima je potrebno izvoditi eksperimentekonkretne uslovea ispitivanje stabilnosti

odr e L e n o potrebrm lustanoyite na osnowjegovih karakteristika(Yosioka i

Stella, 2002 Ono ¢t oA(R2ei Q1BGiderniQalngpropisano je da studije
forsirane degradacije moraju da obuhvate ispitivanje osetljivosti leka na hidrolizu
(kiselu, baznu i neutralnupksidacijutoplotui svetlost.Studije forsirane degradacije se

izvode naaktivnim farmaceutskin supstancama (APleng active pharmaceutical

10
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ingredien) i farmaceutskim doziranim oblici ma
suspenziiPr egl edom | iterature s eeg¢noeguk oprriogniadni pu

pod kojima sezvodeeksperimenti forsirane degradacijalfelal).

Ispitivanja osetljivosti na drolizu treba daobuhvagyi r ok opseg pH vredno
proverila mogulnost hidroli zsobzwomkdtsdal oj , n
j e hidroliza reakcija Wasipkaji Stdlle R@R va naj | eg
i spitivanja u kisel o]j st edi,B0 ukoacentraeij | e s e
0,1i 1 mol L'* (WHO, 2005; Alsantet al, 2007; Blesset al, 2014, dok se za baznu

sredinu mogu koristiti NaOH, KOH ili LIOH u istoj koncentradfWHO, 2005; Alsante

et al, 2007; Blessgt al, 201J.Kako povi gena temperatura mog(
hidrolize, worci se mogu grejati izvesnor e me na odr e (Béessgejal,t e mper a
2019. Prili kom ovih eksperimenata treba vodi:"
alkohok, kao gt orebaizbegavatiu laselg sredini zbog njihove reaktivnosti
(Alsanteet al, 2007%.0Oset] i vost na oksidaciju se moge i sfj
u prisustvu peroksida. ¥ | u lvaalgniteperoksid,n aj | e g | ekorentrakijair i st i
opsegu3i 30% (Alsanteet al, 2007; Racet al, 2011;Kaushiket al, 2016;Runjeet al,

2016. | spitivanja t er inagdnemn lekdesngeratuidzaad bPCe v r g e
(ICH Q1A(R2), 2003 Studije fotostabilnosti je neophodno izvoditi u skladu sa ICH
smernicomQ1B premakojoj je uzorak potrebno izlagati svetlostikupnogza | enj a ne
manjey od 1,23 1 Ix h i i ntegrisanoj bl i skoj ul tralju
200Wh m'? (ICH Q1B, 199§.

El ektrohemijska r a,zpierseedaruj acill ¢ kuo vpar oud avagj ¢

oksidacije i redukcije u razlilitim medi]ju
elu jel ektrolitu na koji se primenjuje odr e
razgradnja leka i formiranje potencijalnih degradacioh pr oi zvoda. Naj | e

elektrolit koriste fosfatni, BR (BrittofRobinson) i acetatni pufer, kao i natrijum

-bi karbonat, a od el ektroda se najlegle K
elektrodh od zlata ik a p | ¢ iuV @ekteoda(HMDE, eng hanging mercury drop

electrod® (A v r a mo et al)2018.]

11



Teorijski deo

Paralelno sa uzorkonstres uslovimg e potr ebno podvrgnuti [ s |
rastvaral Gi Isjt rewakaogge nesk speri menta je da s

degradacijeaktivne farmaceutske supstance za relativno kratak vremenski period,

izlaganjem uzorka ekstremnijim uslovim@ab i | no | elase postignerocerat
degradacijeu opsegu5i2 0 %. Degradacij a manj a od 5%
primarnih nelistaokapy matosgukohel pnis dok ve

povelava mogulinost st wnairha nd eag rsaedkaucni doanri nhi hp ric
ot e gierpeetaciju rezultata. menski period izlaganja streggensu zavisi od

osetljivosti supstance. Izlagarter e ba da traje dok se ne post
ukoliko se supstanca ne razgradi ni nakon ovog perioda smatra seekasjabibn

prema navedenom stres age(Baertschi, 2005Alsanteet al, 2007).

Za pralenje stabi | rsicaset degratlaeije #oristi se prethadrioj a ma
razvijena analitil ka met oda. Ovom metodon
komponent a, kao i eventualno prisutni degr

met oda telne hromat ogr aphobdiedeasay) (Fadefal,det ekt o
2011, 2014; Ramesbkbt al, 2014; Patelet al, 2015; Bhandiet al, 2016; Jafari

Nodousharet al, 2016; Runjeet al, 2016) kojom se mogu hromatografski razdvojiti i
detektovat.i l ek i nj egovi degradaci oni pr o
sprezi sa tandem masenom spektrometrijomi US/MS), pored hromatografskog
razdvajanj a i detekci j e, tfikadja glegfadasiomih s e [
proizvoda sa ciljem da se predetald2lImogul i
2013, 2014; Ramegtt al, 2014; Pateét al, 2015; Bhandet al, 2016; Kaushilet al,

2016).

12



Tabela 1. Literatumi pregledr a z | i |s ustow thstudijama éorsirandegradacg lekova

Analit rfiljfc:filza r?ichr:l?za rl:lizlrj(';r“azlza Oksidadja gle; dr;:ja! K Fotodegradecija Literatura
API 0,1 M HCI 0,2 M NaOH / 3%H,0, 60°C Metal halogenagivina, ksenon WHO, 2005
ili UV1 B fluorescemalampa
API 0,1 M HCI, 0,1 M NaOH, H.0, 3% H,0,, 60ili 80°C Osvetljenje01,23 10°Ix h, Blessyetal., 2014
40ili 60°C 40ili 60°C 40ili 60°C  25ili 60°C UV svetlost O200Wh m' 2
API 01i1M 0,111 M NaOH / 3% H,0, >50°C Osvetlienje01,23 10° Ix h, Alsanteet al, 2007
HClili H,SO, ili LiOH ili KOH UV svetlost O200Wh m' 2
Abakavir 1 M HCI, 1M NaOH, H,0, 3% H,0,, 100°C UV svetlst (320nm) Raoet al, 2011
sulfat 80°C 80°C 80°C 6% H,0,,
1,5mM AIBN
Fingolimod 3M HCI 0,1 M NaOH H,0, 30%H,0,, 90°C Osvetljenje01,23 10°Ix h, Patelet al, 2015
80°C sobnat UV svetlst 0200Wh m' 2
Nepafen& 0,1 M HCI, 0,1 M NaOH, / 30%H,0,, 80°C Osvetljenje01,23 10°Ix h, Runjeet al, 2016
25°C 25°C 25°C UV svetlost O200Wh m' 2
Zofenopril 1M HCI, 1M NaOH, H,0, 3% H,0,, 100°C UV svetlest (320nm) Ramestet al, 2014
80°C 80°C 80°C 6% H,0,,
sobnat
Ezetimib 0,1 M HCI, 0,1 M NaOH, H,0, 3% H,0, 80°C 4500Ix Luoet al, 2015
80°C sobnat 80°C
Darunavir 0,5M HCI, 0,1 M NaOH, H,0, 3% H,0,, 75°C UV svetlst (320nm) Raoet al, 2014
75°C 75°C 75°C 6% H,0,,
sobnat
Zolpidemtartarat 1 M HCI, 0,1 M NaOH, H,0, 10%H,0,, 70°C Osvetlienje01,23 10° Ix h, Ma | e ¢eeal, ROi4
sobnat sobnat sobnat sobnat UV svetlost O200Wh m' 2
Rabeprazol 0,01 M HCI, 2 M NaOH, H,0, 3% H,0,, 80°C Osvetljenje01,23 10°Ix h, Bhandiet al, 2016
sobnat 80°C 80°C sobnat UV svetlost O200Wh m' 2
Doksofilin 0,1 M HCI, 0,1 M NaOH, H,0, 3% H,0, 65°C UV svetlcst (254 nm) Raoet al, 2013
65°C 65°C 65°C
Azilsartan 0,1 M HCI, 0,1 M NaOH, H,0, 30%H,0, 50°C Osvetlienje01,23 1P Ix h, Kaushk et al, 2016
85°C 85°C 85°C UV svetlest O200Wh m' 2
Morfin, naltr&kson 0,5 M HCI 0,5 M NaOH, / 3% H,0,, 80°C UV svetlest (254 nm) JafariNodousharet al., 2016
40°C 40°C 40°C

WHO: Svetska zdravstvena organizacgag World Health Organizatioy) AIBN: 2,2-azobisizobutironitril
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24. Anal iti]l ke metode

Kvalitativne a n a | inteitlokdee obezbeluju informacije o
vrstama ili oprisunim funkcionalnim grupama, dok kvantitativieen a | intetode k e

dajui nf or maci je o relativnoj (SkangyiiWest,1980 j edne i
lzboranal i ti | ke met o dweojstaveavniad ii tad i h emiejks kviam i h
Svaka @analeitbdlak se uglavnom sastoji od nekol

uzorka, separacija, kvantifikacija i analiza podataka.

241. Priprema uzoraka biologkog materijal a

Priprema uzorka je neophodna da bi se iz matticd i o | angtkrigalg izolovale
komponent e [ prelistild@ i prekoncentrisal:@
masnol e i drege maktereje@ kajorcima mogu da
analita, tako da je neophodno pripremiti uzorak, tj. ukloniti sve komponente koje mogu

d a u & retullat iekstrahovatkomponente od interesa. Metode pripreme tkiva se

mogu svrstati u tri grupe: mehanil ke, di g«
prednosti i mane i zato j@ b i patrebno koristiti njihovu kombinaciju za optimalnu
ekstrakcijuEk st r ak ci j a agmateriala predstavlija bzbijah czagdv za

anal i zboglsdroey e no gb i sod sotgzZKwegk a . Priprema uzor a

materijala jezahtevani dugotrajan laboratorijski zadatak. Od momenta uzorkovanja,

analiti] ari moraju da obrate pagnju na to
hemijski), ekstrahuje i analizir@¥u i Cohen, 2004 Nalin sakupljanj a
bi ol ogkog rmiaodsvojstavaadnaitk pavi se odreluje. Uzor
sakupljati usudovi ma od materijala koji nel e ads
supstance rastvor.Alesebi binapday ddmah naligpibuje,k u

mora se |JuvaltlinnaNppbotaer pa mai®EC)idp al | uv.
ispitivanja. TakolLa t he Ha se preparat. jetre prip

(Pokrajac, 2001

Prinos analta nj egova termi| ka stabilnost, kol il in

tehnikepr i pr e me , zahtevana preciznost i tal nos
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neeki od parametara koj e azbadoptimalrie anetode mor aj u
pripreme uzorakgYu i Cohen, 2004 Koja e se metoda pripre
zavisi od fizl k-teemijskih svojstava analita (kiselebaznih svojstava, stabilnosti,

i sparljivosti, rastvorl jivosti u vodi i or
sadrgaja masti) i instrumental ne met ode a
pripremu uzorakge usmeren na brze, jednostavne i jeftine metode koje mogu biti

i zvedene u mal im sistemi ma gde | e potrog

minimum.

Metodepr i preme wuzoraka za odrelivanje tragova
korake:
1 homogenizacija
1 ekstrakcija: analit od interesa se prenosbiz ol alglboocka u rastvar al
biti unet u merni instrument. Pod idealnim uslovima, analit se selektivho ekstrahuje
izbi ol eazpkpa@gsveepogel jne komponente zaostaju
Tpreli gl av a nanaitaodintereda odvoatalilh deldva o | azpikakgji
s u koekstrahovani . Vel ina tehni ka prelig

prol agenj e eks pakavant seo kg oovza r kag ludeimrtmprads or b e

aluminijumoksid, silikageliraznesmbe za preli gi avanje)

T prekoncentrisanj e: povel anj e, nlontcaejntmalcii )
poboljganje ukupne osetljivost.i anali ze.
Koriglienje | aboratorijskog bl enddrva sjte hnaj

uzoraka biologkog materijala tokom priprem
(Yu i Cohen, 200% Nakon homogenizacije uzorka, p ol
analita odgovarajulim rastvaral em, a uprav
uzajamnogd el ovanj a melLu f azama. Tokom ekstrakc
bi ologkog materijala u rastvaral. ddajleglie
materijala koriste or ga (Yakadactalaz)@6yBarradal i k ao
et al, 2010; Singhet al, 2014; Stariaet al, 2014;Montesancet al, 201§ i acetonitril
(Arnold et al, 2004;Shaoet al, 2005; Yamadaet al, 2006; Dicksoret al, 2012;
Huanget al, 2012;Macarovet al, 2012;Xie et al, 2012;Bousovaet al., 2013; Leeet
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al., 2019, kao i t ri hl or eng tridhlerbanetic akid (Gherletetrmla ( T CA,
2003;Zhuet al, 2008; Kaufmanmt al, 2012; Bousovat al, 2013 (tabela 2). Kako bi
se ubrzao proces ekstrakcijmia t a,jp ow mlhjena efikasnodt e st a j e pri me

ultrazvu|l ne ekstrakcije koja omoagulava vele

Pri pripr emi bi olj@pdks éhb nuoz op amaskwae tpiottir efbaagpnj u
cilju pobolj ganjhbai oelkosgtkroagk crinatee ramjgatlial al i zd o
antibiotika za proteine plazme i tkiva, pa je potrelapgraditikompleks antibiotik

protein (Pokrajac, 2000 T al o g e n jueo bp r| eatyvemititadianoj jbieanalizi,

kao veoma brz pristup. U postupku pripreme seprebaqg e adi tiv za tal og
posl e | ega je potrebno medganje i demtri fugi
cink(ll) -sulfat, acetonitril, etanol ili metan@iessen, 2006; Zheat al, 2008; Tacet al.,

2012) Acetonitril, TCA i cinkIl)-sulfat su se pokazali kao najefikasniji u procesu
talogenja proteina. MeLut i m, TCA moge znat
prisustvu TCA,une ki m sl ul ajevima se postige nizak
toga ¢gto se anal ipgrateina(Niesseny ROOG Diodatni probéeno g e nj e
prilikom ekstrakcije iz tkivakao kompleksne matricggr edst avl j a masnoli a
moge ukloniti (Kaubnamet dl,2612; haadgetsalg 2042 Xie et al,

2012.

Za preliglavanjbei oelkosgtkroagk t naa tuezroirjaakilaa r s b ial n o
ekstrakci jlav.r skoed etkesltmroakci je analit se rasp
| vrstog adsorbensa. Jednvar sotdi hn aeklsetgriaek ckiojrai ¢

na | vr st o] sbélidphase €xtaetién, eng.
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Tabela 2.Pregled primenekr | ¢t asiazar a&lk st r a kibmgtocthzai anal it
odrelraahjbkitih antibiotika u biolog
. Bi ol ogk Rastvaral Anal it .
Analit . . Literatura
materijal ekstrakciju metoda
Doksorubicin Plazma, srce, 35% perhlorna LCi FLD Urvaet al 2009
bubrezi, jetra, kiselina
slezina, mozak
Etambutol Plazma Metanol LCi UV Singh et al., 2014
Doksorubicin Plazma, srce, 5mM amonijum LCiESEMS  Arnold et al, 2004
jetra, slezina, acetat i acetonitril
mozak
Tiosemikarbazoni Plazma Metanol LCiESFMS  Stariatet al, 2014
Aminoglikozidi Mi gil i, 5%TCA LCiESFMS  Zhuet al, 2008
bubrezi, jetra
Tetraciklini Mi gi | i, 01 M sukcinska LCiESFMS Cherletet al, 2003
bubrezi, jetra  kiselina i 20% TCA
Penicilini Mi gi i Voda i acetonitril LCiTIS-MS Macarovet al, 2012
Aminoglikozidi, Mi gi i Metanol LCiESFMS Berradaet al, 2010
makrolidi
Aminoglikozidi Mi gil i, 5%TCA LCi ESFMS Kaufmannet al,
bubrezi, jetra 2012
Makrolidi Bubrezi Acetonitrili0,3M  LCiESFMS Dicksonet al, 2012
fosfatni pufer
Sulfonamidi Mi gi [ i , Acetonitrili heksan LCiESFMS Shao et al., 2005
bubrezi, jetra
Aminoglikozidi, Mi gili Acetonitril i 2% LCiESFMS Bousoveet al, 2013
makrolidi, linkozamidi, TCA
sulfonamidi, tetraciklini,
hinoloni
Veterinarski antibiotici  Mi ¢ i | i Acetonitril, metanol LCiESFMS Yamadaet al, 2006
i heksan
Sulfanilamidi, Mi gi i Acetonitril LCiTIS-MS Xie et al, 2012
nitroimidazoli, hinoloni,
makrolidi, linkozamidi,
prazikvantel
Tulatromicin Plazma Acetonitril LCi ESFMS Huanget al,, 2012
Marbofloksacin Plazma Metanol LCi API- Montesancet al,
MS 2016
Levofloksacin, Serum Acetonitril LCi ESIi Leeet al, 2016
moksifloksacin MS
FLD: fluorescentni detektorefg fluorescencedetectoj ; Uuv: ul temgal j ubi | a

ultraviolet); ESI. elektrosprej jonizacijaefig electrospray ionization TIS: turbo

jonspej (eng turbo ionspray, API: jonizacija na atmosferskom pritiskieng

atmospheric pressure ionizatipn
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2.4.1.1. Metoda ekstrakcijena | vr st oj f azi
Ekstrakcija na | vrsto]j fazi podrazumeva do\
fazom il adsor bens om agsorbujenl ae npuo vsreg i annua | livtr sst

Pagljivim odabirosen ma@® r b e bh sugodriaso ma druge

komponente prisutne u uzorku.

Glavnirazlozi zaupotrebmme t ode ekstr aksuiDear,2008) | vrst o) f a
1 prekoncetrisanje analita od interesa (iz relativho velike zapremine uzorkealu
zapreminwekstrakta) i

Tpreli gl aakmknojei enkestsradr gizbn ep wipkdjgne | esti c

Nakon i zbor aSPEkblgne,precedarinalj ¢ e gi e { cedkirakdiu me v a
(slika 3) (Niessen, 2006)

1. kondicioniranjeadsorbensd pr opugt anj e mal e zapremine 0°¢
radi pripreme adsorbensa za adsorpciju analita);

2nanogenje telnog uzorka na SPE kolonu (pr
se analit adsorbuje rsalsorbens

.ispiranje SPE komahee(pappeqni apj @edmormar aj
kroz kolonu radi ukl anjanja nelistola iz
po potrebi sugenje kol one;

4. el uiranje aneal odgao v(aprraojpuul getigm rsg arslit dadbroa | a u

rastvara i desorpcijanalita sa kolone).

g g || [
] J 9

) ~

AEAEA A AN
y Beh nEh 26bh o b . Bel

= sH sH =8 §

=) R Q0 kg 5
3 T J »h gl 4 wv L4 [_TJ '
TsUWely U T <0
<(20 ] 1 &
[t

Slika3.Pri kaz ekstrakcije na | vrsto]
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Za ekstrakciju na | vrstoj fazi se obil no Kk
staklenilipol i tetrafluoroetilenski) mgddday,ece ar aj ul
postavlai zmelLu dve frite, edhbillemos kteef Iwan.sske niel
Protok rastvarala kroz kertridg se ostvar.
kori sti komercijalno dostupan vakuum mani f
uzorakaDean, 2003

Naj|legle se kao SPE adsor benrgslail hemijski st e pa
modifikovanog silikagela, npr. Ggili Csmat er i j al, gde se zadrgav
na hidrofobnim interakcijama, ali su dostupni i materijali na bazi etilbenzena,
dvinil benzena i kopoli mera stirena i di vi ni
adsorbensi kao eng dydropllicli@bphdic lsalaneBl Bopol{imer
divinilbenzena iN-vinilpirolidona (Waters, Milford, SAD) Hidrofilna svojstva su

posledica prisustvdN-vi ni | pi rol i dona, a |lipofilna svoj
Upotreba kertridga s a uravnotegenim hidr
omogulava ekstrakciju ki sel i hm opseguugHr al ni h
vrednosti(Niessen, 2006

lzbor adsorbensa za SPE jako zavi si od anal |
koristiti za ekstrakcijuNa ef i kasnost SPE moge da utile i
na adsor bensu kjood brojammlekoma apadita, fer ut suprommamndolazi

do ApdolZajt@a je bitno procenit.i kapacitet SI
brzinu protoka wuzorka kroz adsorbens, |jer
viemena za konttakt admelne mana.l ioptimkuel e | e |
zapreminaizabranogr ast var al a (Deaa, 200R ®otrebaon jp eitvrditi i
odgovarajulu pH vrednost uzoProkdae glhojainj s e pk
vrednost.i vrgi s e k a k o antibiotkasnea |(keejrali dlgau =z
preligbhvhnpese kod analize antibiotika u
vrednost o4,5 do 9(Koesukwiwatet al, 2007;McGlincheyet al, 2008;Zhu et al,
2008;Macarovet al, 2013.
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Tabela 3.Pregled primenk or i g1 e niekstrakajn@an & vz st o]

metochz a odr e L i v antibjoka uba o Il ialgpilcimanh

Analit B 0..' °gki SPE kertrid i Analiti Literatura
materijal metoda

Aminoglikozidi Mi gi | i, OasisHLB LCiESFMS  Zhuet al, 2008
bubrezi

Ma k r o Haktami,, Mi gi [ i Oasis HLB LCIESFMS  Tanget al, 2012

linkozamidi, hinon

Makrolidi Mi gi | i, OasisHLB LCIiESFMS  Duboiset al, 2001
bubrezi

Tetraciklini Mi gi | i, OasisHLB LCiESEMS  Cherletetal., 2003
bubrezi

Kolistin Plazma Oasis HLB LCiESFMS Maet al, 2008

Aminoglikozidi Mi gi [ i, OasisHLB LCiESFMS  Zhuet al, 2016
bubrezi

Veterinarski lekovi Mi gi | i, OasisHLB LCiESFMS  Chenet al, 2016

Amoksicilin Mi gi [ i, OasisHLB LCiESFMS  Freitaset al, 2012

Pramipeksol Plazma, jetra, Strata X LCiESFMS  Guoet al, 2015
bubrezi,
slezina, mozak

Hinoloni Plazma Strata X LCiESEMS  Garcé=t al, 2006

Fluoksetin i olazapin  Plazma Strata X LCiESFMS  Gopinathet al, 2011

Kortikosteroidi Mi gi | i, StataXL LCiESFMS  Tolgyesiet al, 2012
bubrezi

Aminoglikozidi Mi gi | i, Oasis MCX LCiESFMS  Kaufmannet al, 2012
bubrezi

Hloramfenikol, Jetra Oasis MCX LCiESFMS  Fedeniuket al, 2015

florfenikol, florfenikol

amin, tiamfenikol

Aminoglikozidi Bubrezi WCX Accell LCiESFMS  Kumaret al,, 2012

Plus CM

Aminoglikozidi Mi gi i Oasis WCX LCiESFMS  Plozzaet al, 2011

Aminoglikozidi Mi gi i, WCXCBA LCIiESFMS  Taoetal, 2012
bubrezi Bond Elute

Veterinarski lekovi Mi gi i SuperclearC,s LCiTIS-MS  Xie et al, 2012

Makrolidi Bubrezi Bond ElutC;s LCiESFMS Dicksonet al, 2012

Cefaleksin Plazma SepPakCyg LCiuv Daviset al, 2005

Penicilini Mi gi [ ENV + Isolute LCiTIS-MS  Macarovet al, 2012

Kao gt o | eprikagand, aabamdlizu tr&@ova antibiotika prilikom pripreme

bi ol ogkih

uzor aka

naj | etg K @hesomendxoTorrance, e

SAD), Oasis MCX (Waters, Milford, SAD) razni WCX i Cig k e r t IStrath ¢Xi
polimerni k e r 1, koji pregistavljajukombinacijumodifikovanh stiren-divinilbenzera

if azi

Oasi

i N-vinilpirolidona, mogu da se koriste za ekstrakciju kiselih, baznih i neutralnih
gi r o KRhemonepex2@ldgUPhepdhenex@0dd)n o s t i
kertrid

jedinjenja u

TakolLe se za ipripzemakadi bdboiggt e i

20



Teorijski deo

adsorbesi ma , posebno Kk akta oo ngst®xsi (ersy.umixacmodeicatian| i
exchanggi WCX (eng.weak cation exchanjjé&k e r t Oasid §ICXk er t r i dgi sadi

reverznefazno i j onoi o npakoyamjevtakp kda predstavijagju me govi t e
adsorberse, kojii maj u mogul nost ek str @Naters,20873,bazni h
dok WCX kertridgi imaju mogulinost ekstrak
(Waters,2017h. Cisker t ri dgi s e n atjakcigugnepelarnk canalitss t e z a

(Agilent, 2017 Sigma Aldrich,2017h Waters,20179.

242. Telna hromatografija visokih performans

Najlegia analitilka metoda koj abisoel old&i ihs't
materijala prilikom o d r e lakzavisnosii koncentra@jekaod vremenaprovedenog

bi ol ogkoijprmatald am@arvmaakoki neti | ki h parametar
uzoraka dobijenih u eksperimenti ma forsi
hromatografija Ova metodaj e p o0 g o d nianjezpalarnin,dterreobestabilnih i
neisparl jivih jiegohrebpat eZImal Ajromajtegr afij
(HPLC, eng. high performance liquid chromatography sprezi sa tandem masenom
spektrometrijom (MS/MS, eng tandem mass spectromgt kao osetljivom i

selektivnom detekcionom metodorPLCi MS/MS ili samoLCi MS/MS metoda je

posebno rasprostranjena u affabéld223) anti bi ot i

Do hromatografskog razdvajanja dol azi kada
nalin sa mobilnom (pokretnom) [ stacionar
potrebno razlilito vreme da prelu put od m
detektuju (Ardrey, 2003. MeLusobne I Nt er alaa uzorka i1i z me L u
mobilne faze, kao i stacionarne faze, odr e
Mol ekul i koj i formiraju jale veze ssa staci (
eluiraju sa kolone sami m tim imaju vela retenciona v
formiraju jale veze sa mobilnom fazom i maj u
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Osnovne kompon e reliked) sd(Rridr€y, 2003)e L aj a (

1 rezervoar mobilne faze;

fsistem za uvolenjkeoruzsarik ai n(jrekjtloegisea speet |
uzorak uvodi u tok mobilne faze);

T pumpa (i ma zadat ak da obezbedi konstant
10puL minti2mLminfu zavisnosti od korigiene kol on

i stacionarna faza (kolona);

i detektor i

9 sistem zanimanje i obradu podataka.

Racunar

“@’ Detelktnr
=
\7

Injektor
Pumpa

Rezervoar
mobilne faze

Slika 4. Prikaz HPLC sistema

Na osnovu prirode interakeij z me L u kataunzprkan gationarne faze razlikuj
sev i tipeva hromatografije Za analizu |l ekova najlegie s
reverznom fazom, gde jmobilna faza polarnija od stacionarne faze, tako da se sa

kol one brge eluiraju polarniiji od manje pol
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2.4.2.1. Stacionarna faza

Svojstvakoja stacionarna faza mora da poseduje su: nerastvorljivost u mobilnoj fazi,
stabilnost na promene pritiska, temperature i, o i gto wuniformnija

| esti ca, do 10% odst @Aodeey R083. Stationarnaefakangee v r ed
pakuje u kolone.HPLC kolones u najdlugginEBoommM O0sa unutragnij

prel ni kid,tmmokr o3mat ografska kolona je izrale
ispunjena finim, hemijski madf i kovani m si | (Neessenpn 2086 | est i c
Pakovanje hromatografske kolone se sastoj o d | esti ca Veoma ma |
uj ednal ené&lOym) illiinmee s(e3 obezbelLuje velika ko

visoki stepen razdvajangnalita(Pryde iGilbert, 1979.

2.4.2.2. Mobilna faza

Kod telne hromatografije analit Darlbhsea da b
r ast v ali lkofistiti kan angbilna fazanorajud a p o s e dasyojstvasisok d e |

stepen| i set d@obra rastvorljivost analita, kompatibilnost sa detektorom, mala
viskomost, hemijska inertnost prihvatljiva c e n a . Kako nije uvek m
postigne odgovarajula separacija koriglenj
obil no se kor i saebkassostérgreatogradskoy vazdvammnjaazavisi od

interakcip analita sa mobilnom i stacionarnom fazom (Rouessac i Rouessac, 2007).
Separacijau kojoj je sastav mobilne faze konstantnog sastava (nezavisno od broja
komponenata koje sadrgi) naziva se izokrat:
sastav mobilne a@ze naziva gradijentno eluiranjel reverznefaznoj hromatografiji
mobil na faza s e najlegle sastoji od vode
acetonitril). KodHPLC metode mobilna faza je patsokim pritiskom (do oko 40bama

ili 4310 Pa), da bi se ostvario neprekidan protok mobilne faze i reproduktivna
hromatografija. Pri tom se morabr at i t i pagnja na degasira
me h u vazduhsiz mobilne fazekoji bi doveli do ometanja rada instrumefadrey;

2003.
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2.4.2.3. Detéktori

l zbor detektora | e obhrédmatogratsdignalizZu Karistekse r a k z a
razl i | iti d et e k t eng ultraviolet), luoresteptni, kelektrahemntijski, ( UV,
refrakcioni i masenii svaki od njih ima prednosti i nedostatke. Prednost masenog

spektrometra kao detektora je gto moge da

karakteristika 111 moge da vrgi I denti fika
samo del i mindhnroo nraa zodgw cajfes K i [ | ak koje su
oV aj nalin se moge skrati Detekeme gofrebero
kori st u t gjiliomjj koji,hposte madermogpekirdmetra, daje najbolji

uvid u identifikaciju aa | i t a, je UV detektor, mada UV
nedvosmi sl enu identifikaciju. uv detekto
komponenata I zajedno sa retenciuihium Kkar a
identitet analita.lpak, pimenom UV detektorse nemo ge post i | i identi

potpunom @idgw20080 gl u

2.4.3. Masena spektrometrija

Identifikacijaj edi nj enj a pomosleu zhlarsmmataograafp greel enj
vremena nepoznatih sastojaka i standardnih supstanci pod istim eksperimentalnim
uslovima Ipak,i d e n tetericiona vremena nisiguran pokazatelj da je u pitanju isto
jedinjenjeMe Lut i m, mksaaé&mi ssipee kstup s tvaeniciin dovol jno
omogul e nji hov uvelikom sigutnd) f uLokbirkvapjm sesaeacionih

mogul nost i hromatografije sa i1identifikacio
omogul ermm@ | j&ovanje supst aencidnimyrameningatna m i | i
osnovu njihovi h r acfArdrey, 2003. Masena spekinomdirijgs p e k't ar
pogodna zbog Ssvoj e osetljivosti, brzine
kompati bilnost.i s a (Pokrgjaz200n kao gto je HPLC

Masenasget rometrija je analitil ka metoda koj ol
prema odnsu mase i naelektrisanjmf(z). Osnovne komponente masenog spektrometra
su @ika 5):
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9 sistem za nos uzorka koji se analizira,

g jonskii zvor (vrgi jonizaciju uzorka),

9 jedani | i Vi ge maseni h anali zat osuanasd r azvr st
naelektrisanja),

1 detektor (registracija jona koji thze iz analizatora),

fvakuum (sprelava da s @izyoradoidetektarasudaoi put u

i sistem za obradu podatakaa(l e mas eni spektar, koga | ini
svaki odgovara jednoj jonskoj vrsti, kao krajnji rezultat analize).

Dinoda

Oktopol
Uvodenje
helijuma
Gas nosilac Oktopol

ESI “ Turbo pumpa 2

Detektor multiplikator

Turbo pumpa 1

Mehanicka pumpa Jonski trap

Jonska kapilara

Jonski izvor

Slika 5. Prikaz masenog spektrometra

Maseni spektr omet @eHoffmagiiStrosbare, @08f)e pr oces e

i formiranjejona iz uzorla u jonskom izvoru,

1 razdvajanje jona u masenom andliza u zavisnosti od vrednosti odnosé,

1 fragmentacija odabranjbna i analiziranje fragmenata,

f detektovanje nastalih jona | komertuemj e kol
elektrilni signal [

9 obradarezultata.

2.4.3.1. Tehnike jonizacije

U masenoj spektrometriji se koriste razl.i

jonizacije su vrlo energilne i izazivaju ot
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izazivaju samo jonizaciju molekulskih vrsta. Neke od jonizacionih tehnika koje se

koriste su: jonizacija elektronskim udarom (Eng electron impact ionization

termosprej jonizacija (TSeng thermospray ionization hemijska jonizacija (Cleng

chemcal ionizatior), hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (AP@hg

atmospheric pressure chemical ionizadionelektrosprej jonizacija (ESI,eng

electrospray ionizatio) MALDI (eng matrix-assisted laser desorption/ionizatjortd.

Tehnike elektra s ke j oni zaci j e i hemijske jonizaci j
kada su analiti u gasovitom stanju. Termosprej, elektrosprej i hemijska jonizacija na
atmosferskom pritisku su pogodne za jonizaciju neisparljivin i termonestabilnih
jedinjenja(Ardrey, 2003.

Elektrosprej jonizacija | e najlegle koriglena tehni ka
LCi MS analize tragova antibiotika u tkivima b i ol o g k i(tabelé¢ 2iB)kaos t i ma
prilikom analiziranja uzoraka nastalih u eksperimentif@sirane degradacije
antibiotika(Raoet al, 2011 2013, 2014Ramestet al, 2014; Pateét al, 2015; Bhandi

et al, 2016; Kaushilet al, 2016. ESl sen a j | keripti za analizu polarnih analita, ali

I u analizi manje polarnih jedinjenja.

Elektrop r e j jonizacija (slika 6) se odvija wu
uzorka, naelektrisaanje kapi, desolvatacija kapi i formiranje jona analita. Za razliku od
veline drugih jonizacionih tehni Efisekoj e se
odvija na atmosferskom pritiskPrincip radaESI tehnikesez asni va na pr opu(
t el no g,ukomeje nastvoren anagliroz| e | i | n unalk isspvrh prenenjuje

visok napon (3i4kV). Pod uticajem visokog naponadolazi do preraspodele
nadektrisana u uzorku tako da sea vrhu kapilaréormira tzv. Tejlorova kupa. Kada na

vrhu Tejlorove kupe pozitivno ntaeellneoksttr i sean
raspr gujud i f capakigspailj kapiFormirane kapp o d | despluaaciji u

izvoru masenog spektrometra na atmosfensihmitisku. Us | ed i sparavanja r
dolazi do smanjivanja kapJ moment u kada povrginski napoc
nagomilano naelektrisanje dol azi do eksplc

kapljice. Zatim seponavlja niz takvih eksplozija sve dok se ne formiraju joni

osl obolLeni doi dobiprs havevg alhal in se prenose da
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spektrometar.Ovom tehnikom dobijaju se protonovani ili deprotonovani molekuli
(IM+H]*, odnosno [MiH]'), u zavisnostiod el ekt r i Elektogprej pol j a.

jonizacionom tehkiom s e | e sitvoi gfesrt miurkaj am GMerhH"™R t r i s ani

Slika 6. Prikaz elektrosprej jonizacije

2.4.3.2. Maseni analizator

Maseni analizator.i koriste stat,ilinfhaovy di nami
kombinaciju da razdvoji jone na osnovadnosa m/z Osnovne karakteristike

perfor mansi masenog analizatora su grani /|
transmisija, talnost i rezolucija. o masenc
trostruki kvadrupol, jonski trap, analizator vremena preleta jona (Tédig, time of

flight), kao i njihove kombinacijéde Hoffman i Stroobant, 2007

2.4.3.2.1.Jonski trap

Jonski trap je urelaj koji kor ijena.Jonstisci | i r e
trap koristi radiofrekventnoRF) k vadr upol no pol j e koj e | uva

dimenzije. Tako se jonski trapovi mogu podeliti na 3D jonski trap i 2D jonski trap.
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3D (Polov) jonski trap se sastoji od prstenaste elektrode, na koju se pjen&fj

napon, i dve tanjiraste elektroddika 7). Na tanjirastim elektrodama se nalaze otvori za
uvolLenje jona u trap i za UGBS gistemimg, e j ona
joni se formiraju u eksternom jonskom izvoru, odakle se usmeravajuskioer i dva

oktopola do analizatora. Izvor je pod atmosferskim pritiskom, dok u analizatoru vlada
vakuum. Joni uvedeni u trap se skladigte

prstenastu elektrodu i analiziraju u zavisnosti od njihove mase. Joni u cemirdéiu

trapa imaju ogranileno kretanje u aksijal nc
bivaju ubrzani prema tanjirastim elektrodar
trapu kako bi jone drgao u stabvahjemRE put anj

napona tako da se joni iz trapEbacuju prema redosledu koji odgovara odnasie
(Niessen 2006 de Hoffman i Stroobant, 2007 Glavni nedostatak 3D masenog
analizatora je ogranil|len di namijiimégubitopseqg u

prisutni u trapu.

Prstenasta

elektroda
HI I |
Jonski
oL Detektor
He g By
Tanjirasta Tanjirasta
elektroda elektroda

Slika 7. 3D jonski trap

2D (linearni) jonski trap (LIT,eng linear ion trap je analizator koji se sastoji od dva

para elektrodas{ika 8) na | ijim krajevima se nkal aze sc
unutragnjost. tletu a\e anasprdhnocpestavljena ¢laktoode se nalaze

prorezi za izlaz jona iz trapa. Naspramno postavljene reldktsu podeljene u tri

segmenta. U trapu su joni u radijalnom pravcu zarobljeni kvadrupolnim poljem, a u
aksijalnom pr avc upolem.dt bilLIK funkciomitae kab masénn i m

spektrometam a el ekt rode je potrebno primenjivati
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razlilite segmeWttrap seavod ineftll gad elijiNn) da bi se
smanjila kinetilzkbee dend er gsitjadijl mrea piutameg e . P
joni se izbacuju iz trapa kroz proreze na elektrodama prema odrimsioni se iz trapa

mogu selektivno i zbacivat:i pri menom odgovVva
(aksijalno izbacivanje) ili normalno nawgradijalno izbacivanjefNiessen 2006; de

Hoffman i Stroobant, 2007

Slika 8. Linearni jonski trap

Vel i ka prednost LIT analizatora u odnosu n
kapacitet skladigtenja jood.v¥eéizappamihet
toga gto se joni ne skladi gte samo u jedno
trapa. Druga prednost 2D u odnpadr ggav 8] g
jonaKod2Dtrapae f i kasnost z adije®@ dokjelod IDrrapa 5% | on a
Obe ove prednosti povelavaj u ose(Nésgehvost i
2006 deHoffman i Stroobant, 2007

2.4.3.3. Detektori

Detektor moge da proizvede el ektrilni sign
nj egovo,j kol il ini. l zbor detektora zavi si (
koju [le se koristiti. Disanjekasiilijprainijppmna se zas

Najleglie korigien detektor u magEweng spektr
electron multiplieJ. U ovom detektoru se joni iz analizatora ubrzavaju do velikih brzina
kako bi se povelala efikasnost rddewpekcije.
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velikom potencijalu (od 8 do *30kV) na izlazu jona iz masenognalizatora.
Pozitivni ili negativni joni udaraju u elektrodu i dolazi do emisije nekoliko sekundarnih
| esti ca, koj e moignegat ibwundiu jpoorzii,t ielnektr oni

Kada negativni joni udare u elektrodu nastaju sekundarni jorkur@arni joni se

ry.y

prevode u elektrone na prvoj di nodi . Oni
elektron multiplikatoru kako bi se proizvela strugik@ 9) (de Hoffman i Stroobant,
2009). Gr af i | ki pr i logdetektom 2 itokuavremeass peed$vnaseni

hromatogram.

Dinoda za
I negativne jone

e J-;,E)""_:ﬁ‘a q\R Elektron
——>< .-':-n:?&n,l ) E‘AF x‘ v, multiplikator
T — ,:./f} \y i %

Maseni Dinoda za
analizator | porzitivne jone

y,

Slika 9. Elektron multiplikator

2.4.4. Tandem masena spektrometrija

Tandem masena spektrometrija (MS/ MS) omogL
analita koj.i i maj u i st produktcfragen&ntng jenk, kao ma s u , a
onih jedinjenja koja nisu potpuno hromat oc
razdvajanja je potreban radi Ssmanjenja uti
guma, | ime se post i §deHoffroan ieStraplmant,200gPrvgse al a an a
i zol uj e prekursor m/p (slika ol0a) e Lle mjoig Damioma po
fragmentaciji pomoflu helijuma i pri menom R
| emu dol azi do formiranja (shika IDb)koslednjpo na i n
korak je anatiranje nastah pr od u k t j ona. Moge se povelati
analize tako ¢gto se jon ponDeksperifnanta giment i ge

| emu n predstavlja broj generacija jona koj
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) [M+H]*+
a . > 2396
ng 3 ITMS « ¢ ESI Full ms [65.00-250.00] Prekursor jon
80 3
70 4
60 3 MS
50 4
40 3
30 §
20 3
10 4
5 °
5
= b) 157.1
ng 3 ITMS + ¢ ESI Full ms2 239.80@cid9.00 [65.00-250.00]
80 3 Produkt joni >160.0
70 4
gg: 139.1 MS/MS
40 4
30 4
20 3 [M+H]*
10 3 239.6
B S R T A P M T A LT R T R T R R A
m/z
Slika 10. Maseni spektri molekulskog jona i fragmentnih jgeatamicina
Tandem masena analiza moge se vrgiti u vr
prostoru, al.i u razlilito vreme) I u prost

i eksperimenti se simultano izvode, ali su prostorno razdvdjeigssen 2006

2.4.4.1.N a | i skeniranja u tandem masenoj spektrometriji

Letiri

(Ardrey, 2003; de Hoffman i Stroobant, 2007)

1.

mase

neutralnifragment;

.Pralenje

o s rskenirangakoja sel korista u tandem masenoj spektrometriji su

Skeniranje produkt jon& ast oj i se od odabira pmzkursor
[ odrelivanja svi hfragmedadiorhk t |j ona Kkoj i nast
. Skeniranje prekursor jonaastoji se od odabira produknj@a i odrelivanj a
jona Na ovVvaj nalin se detektuj u odabrane pr ek ur

. Skeniranje neutralnog gubitkais | u § detekeija prekursor jona kojidaju isti

0 d a b r aemgeselectedadactionjmenitarilfsasdtaji se od

odabira reakcija fragmentacij®©vde seprati fragmentacija odabranog Rugsor

jonau odabrani produkt jan
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2.4.5. Validacija metode

Da bi se pokazalo da odabrana metoda odgovarangmeni r e bno j e i zvrgit
anal i ti | \¥al inted widjea a ko ke koristil z& analinranjekodaeau

uzorcimab i ol o g k o(gk rpvo, r eskelrau m, pl azma, jur ibn, atnhkil v
metodev r g i s mepqukaeneiavilnika Agencije za hranu i lekov&DA, eng

Food and Drug AdministratignSAD-a (FDA, 2001]). Prilikom validacijepotrebno je

odrediti selektivhost,t al no st , prnoseicosetljmostpt ed| agaeheti | ke
metode kao i stabilnost analitaZa analizu | e k o va u uzorciod se ddste m

kalibracioni ikontrolni (QC, eng quality contro) uzorci.

Tr a ¢ eafidacion parametr z a b i o a metddu se prenkauFDA pravilniku

definnai gsu edel i nalin:

T Sel ektivnost predsthvijatmio |g ku é mereld da dientifikuje i
kvantitativno odredi trageni anBdbise u pri s
odredila selektivnost metodeotrebno je porediti hromatograme slepe probe,
standarda i uzorka pri koncentraciji koja odgovad@njoj granici kvantifikacije
(LLOQ, eng lower limit of quantificatio), kako bi se utvrdiloda ne postoje
interferentni pikovina retencionom vremenu analit

T Tal nastl i matodek predstavlja bliskost srednje vrednostiodr e L e n e
koncentracijeprawj vrednostikoncentracijeanalitaVr e dnost t al nost i tr
015%, dok pri LLOQ ova vrednostne bitrebdla bude veia od 20 %.

1 Preciznostanal i t i | dpisuje mlskiosivd emdividualnih merenja analita
v e broju alikvota dobijenih iz homogenogb i o | ougokka. @reciznost se
predstavlja kao relativn standarda odstupanje(RSD, eng relative standard
deviation). Vrednost RSD ne bitrebmd a bude vela od 15 %, sem
kada ova vrednostne bitreb@la bude velia od 20 %.

1 Prinosanal i t i |pkdstavipednasidtenziteta signalanstrumenta dobijerg
za analitkoji je dodatb i o | o g k o nmzatimzekstrakavan iz ajegaintenziteta
signalai nstrumenta dobijenog za |ist standard

analiti] ke metode.
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T Kali braciona kr i v aintpnzitetal Sghatnsttuinenai pogrnata i z me L |
koncentracije analita.

T Osetl jivost analitil] ke met ode s e opi suj e
(LLOQ) i granice detekcije (LOD, entimit of detectiof. LLOQiLODsenaj | egl e
odreluju kao minimalne koncentracije koje
dobijaodnos signala g u ma 10 : 1Rangetdln26l$)no 3: 1

T Stabil nost | ekazaw ibsiioloodg knoanh i unzao rskku adi gt en
leka i od prirodebi ol o g k o g Treba imatr u yida |da stabilnost leka
odr efikinol ogkominmad ree ipedtmu skl adi gadenj a v a

tim uslovima i ne sme se prenositi dar uge bi ol oigdtuee usioeet er i j al

skl adiS@lilosjjea .opot nebno ustanoviti tokom pr
uzorka, nakon dugotrajnoggmrzavanjei kratkot r aj nog (r adni usl o
nakonciklusa zamrzavanjaddmrzavanje, kabhakonanal i t i | kog postupk
se oponagaju usl ovi koji mal usvuakngzao gtienj al o
analize.
Val i dacija anal iti | k aspitivemje stabiénosthekoyaavy r gee kor i s
prema ICH smernici Q2(R1) (ICH Q2(R1) 1994. Validacioni parametri koje je
potrebno odredi ti S u: talnost, preciznost

kvantifikacije, linearnostopseg robusnost

ICH Q2(R1)smernicom selefini§ @ r ai gabdacioriparametrina s | ed el i nal i n:

T Tal nost analitil ke metode pokazuje sl agan
kaopravaili referentna vrednosta d r e Vredmosti.

T Preciznost anal it alslkganje nserijao mherenjap doleijentt a v | |
vigestrukim uzorkovanjem homogenaeg ayawrak &
kao relativna standardna devijacija (RSD)

T Specifilnost analitilke metode je mogulino
analit u prisustu drugih komponenata koje se mogu nalaziti u uzorku.

f Granica detekcije je najniga vrednost kon

detektovati, al i ne obavezno i kvanti fi ko
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T Granica kvantifikacije aj eu nuazjonrikgua kkoojnac e :
kvantitativno odredi tprecisng |l adgovaraj ul om t e
71 Lineam o st analitil] ke met ode predstavlja mo

opsegu) dobije rezultate koji su direktno proporcionalni koncentraciji analita u

uzorku.
T Opseganal i ti | ke metode je interval i zmelLu n:
uuzorkuza koji se patsdlifestodgpveaaciajudst i i n

T Robusnost anpmerdkaphcketametndetda astane nepromenjena pri
malim, ali namernimpromenama parametara metode i ukazog pouzdanost

metodetokom regularne upotrebe.

2.4.5.1. Uticaj matrice

lako se LCESIMS/ MS t ehni ka uspegno korist.i u kvan
njen veliki nedostatak | e poj avapowtriedajea
kvantifikacije. Pod uticajem matrice ili matriks efekta (M#hg.matrix effecy prilikom
LCiESiIiMS/IMSanal i ze organskih jedinjemgmadol azi
analitau prisustvu drugitjedinjenja u matriciPri ekstrakciji antibiotika treba odtiti

pagnju na svaki od biologkih materijala p:

sadrgaj proteina, lipida i soli

Supresija (smanjimenjiteasignalk @o obi pojpalpamj eno s

precin o st i anal iNteiilskear imgt ede komponmagianak uzor k
jonaanalita u gasovif faz. Zat o je i zuzetno vsasjopla ukl|l anj
toku pipremeu z or k a. Komponente velike povrginsk

jonizacijuanalita,dok komponente koje formiraju jonske parove sa jonima analita, npr.

trifl uor os imoduedasmanjmienzitetsigrialmraljta(Niessen 2006

Postoji nekoli ko nalina da se ut VviM38i ut i c i
metodom.Naj bol j i nalin da se proceni ME | e da
rastvaral u s a stndagrdukoj magovaran malrici uzarddiviS, eng

matrixmatched standad)dp r e ma s | eded)lioj jednal i ni (

34



Teorijski deo

Uticajmatrice(%):M 3 1007 100 (4)
standard
Povr ¢gi analitapstandard koji odgovara matrici uzorka (#wica) Se podeli sa
povr §i namalita widkga v arswjdard e u  r a AtaMad. 10d dobijene
vrednosti (u %) oduzima se vrednost 100 kako bi se ddretinanjerg (negativnha
vrednost) ili @ v e ke gpoztivna vrednost) signala usled prisustva komponenata

bi ol og k og Razika weintenzitetd sagnala ukazuje da postajcaj matrice.

Selektivniji proces ekstrakcije analita il
smanje broj kompomatab i ol o g k o gk omaet esre jlancase u anal iti
od najefikasnijih nalina da se redukuje ut
kali bracione tehnike. Najleglie korigliene Kk

metodau n u t r &tgndgrda g metoda standardnog dodatdaessen 2006 Kod

eksterne kalibracije se koriste M k 0] | s e do b ekptraktewzorakaa k 0 gt o
nakon pripreme dodaj standardni rastvorpoznate koncentracije konstruige
kalibraciona krivaZa kvantifikaciju intenzitet signalaizorkaseporedi santenzitetom

signala MMS . Met oda unutragnjeg standar da s e
instrumentalne metode promewlja s a Vv r emenom,ica& malriceznaal aj no
signal anal itabi tkaldauier krogud wreme odreli
radainstrumenta t ako da ona el iminige .svlénuwttri a&dn jei
standard je jedinjenj@oznate i konstantne koncentrackeje se dodaje uzorkua

takole j el signalzkojatd govar a unutragnjem standa
koncentracijuMetoda standardnog dodatka je pogoda&ampleksne matrice kao gt o

j e biol ogkde maearedicajgniatiiggli kada su koncentracije analita u
uzorku vrl o bl i zOnapdrazumewa dodavahjmezlliiManjish zapr
standardograstvorapoznate koncentracig v i ge al i kaamammenakeror ka i s
| ega se svi uzorci d@Gpygwjaayaj 20dd i ste zapr

2.4.6. Elektrohemijske metode za analizu lekova

Elektrohemijske tehnike, posebno voltametrija, se koristestivanje velikog broja
lekova.Pr ednost voltametr i | s kibrpe pnpeema w@akgje t o gt

jednostavna i matrica nema velikog uticaja na merghje r a mo et al,|12019.1
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Vol tametrija obuhvata skiuwkp]jelhekster omaenrad njte nh
struje, koja se javlja kao posledica oksidacionih i redukcionih procezayisnosti od
zadatogpotencijalana stacionarnoj radnoj elektrodiobijaju podaci o analit koji

procesom difuzije dospeva na elektrqfiue s p i [; Skod@& al52013. Potencijal

el ektrode je pokretal ka si | dkcie ili ekkidacij®@ h e mi j s |
zavisi od primerenog potencijalaElektrohemijska redukcija ili oksidga molekula se

odvijanagr ani | noj p o rastvgriTako daesé @vorn procdsa elektroni
transportujudag r a ni | n eelekirodirastvorknaek o b i dogl o do reak:
Pl oksidacije. Cil j el ektr ohempotescikai h ek sp
jeste da se dobije struja koja je povezana sa koncentracijom posmatranog analita
(Ozkan 2012. Tako se kod voltametrijskih metoda daznanja o ispitivanom analitu

dolazi naosnovu snimljene krive zavisnosti struje i potencij@au ¢ v, 20t1).

Elektbanal i ti | ka merenja se i(dikadD e kuo | el eskatdrrogh
elektrode koje su u kontaktu sa rastvorom elektrolithor k or i gl eni h mater
el ektrohemijske [ elije zavi si od karakter
el ektroanal itil|l ke eksperimente <lektraddi | no k¢

Zapremina kori gliisomeiidr alliejnea je okijlegi® od s
kvarca, teflona ili polietilengOzkan 2012.

Radna
elektroda

Referentna
Kontra elektroda
elekltroda ;’h{;

/ 4

Elektrolit

Slika 11.Prikaz dektrohemijslel ed i |
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Elektroda na kojoj dolazi do oksidacije ili redukcije analita naziva se radna elektroda.

Ugl avnom je izralena owseudzlato ii@atinanod btaklaseg a | a k
ugl jeni ka, pirolitilkog gr aNaropseodfayamant a
konstantan potencijal ili smenjasa vremenomPotencijal radnelektrodeseo d r e L uj e

u odnosu na standard, tj. referentnu elektr@izkan 2012 Skooget al, 2013.

Referentm elektroch 0 b e zshaliléinpotercijal sa kojim se poredi radna etekia.

Referentna elektroda proizvodi isti potencijal bez obzira na rastvor. Zbog toga
potencijal referentne elektrode ostaje konstantan tokom reakcije i primenjeni napon je

jednak potencijalu radne elektrode.ef er ent na el ektrodgu se u e

uvodi preko elektrolitilkog mosttebmdassa Lugi n
postavi na ¢gto je mogule krale rastojanje
el ektrol it aeivrzakapilaramogld da getswede cha zanemarljivu vrednost

Ov o | es ocbargmma to dana tom rastojanjk ada t e jadja setpadu | a
potencijala koji se sabira sa potencijalom elektrode, te mereni potencijal ne odgovara
vrednost. el ektrodnog pomesitnnadlektradi.da ¢kdol j ei se
kori glene ref er endkalemetedetekroda(8GEengssaturaeé s i | e n
calomel electrodei Ag/AgCl elektroda(D e s p i | Qzkad P0QZp ;

Kontra(p o mo)iedn @ kt r oda o bsrzjdpaeitvorg keoz glektmlit dogadne
elektrodetakoda samo mal a kol ilina stryjperiuprol azi
suprotnom moglo da dole dkontraeldeltjremmckca pmogne n
razlilitih oblika liatoidn ar,a z2bl{gabtijeidiabg prvaatn)eyri injaa
kontra elektrodb ude gt o vela (ne n@zka)2012cSHoogetadne e |
al., 2013.

Ob i | nlkao ekeldrolit koriste kiseling baza, soili rastvor pufera. Koncentracija
elektrolita treba da bude barem 100 put a

( obi |idM). R¥e nierenja je potrebno ukloniti kiseonik iz rastyggd o0 s e posti ¢
uvolLenjem gasa (OzZxanaizx i | i helijuma)
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El ektrohemijske metode koje se n@etliegie ko
Brett, 1994; Skoogt al., 2013)

1 voltametrijasa linearnom promenom potencijala,

1 ci k lvoltanmetija,

 Astrippingov ol t ametrija sa talogenjem i rastvara
1 diferencijalna pulsna voltametrija i normalna pulsna voltametrija,

1 voltametrija sa pravougaonim impulsima.

246.1.Ci kl il na voltametrija

Ci kl il na (CV,lehgacysle tvaltanjmatry je metodh pogodna zpr al enj e
redoks reakcg organskih i neorganskih jedinjenja Ov om met ospitvamjes e v r gi
elektrohemijskog sistema u celinisvih procesa koji se u njemu odigravaju u datom

opsegu koncentracij&V metoda seasniva na kontinuiranoj promeni potencijed@ne

elektrode (E) tokom vremena i merenju dobijene strujeoristi se jednostruko ili
vigestruko ponavljanje Testranegex 0o o g pplleva@i pc
potencijah pri kome ne dolazi do reakcije na elektroga do potencijala pri kome

dolazi do oksidacije ilredukcije ispitivanog jedinjenja, a nakon toga se potencijal
reverzibilno menjadp ol et ne v r e d r(sika 12) (Deppd, 2@05; ©zkgna | a

2012.

h
Potencijal

I’m.‘m;

>

Vreme

Slika 12.Promengotencijalasa vremenonokom CV eksperimenta

Kada se dostigne potencij al na kome odrele
brzi nom, struja polinje naglo eksponencij

polarizacije dolazi do usporavanja tog porasta, da bi se dostigao maksimum posle koga
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strupz a t aj proces opada na nul u, al i regi st
vriednost ukoli ko se nije dostigdoespotienci |
2005.

Za snimanje procesa oksidacije sistemu se z
se ne odigrava proces oksidaci@ u toku snimanja se menja prema pozitivnijim
vrednostmaZza proces redukcije se zadaje poletni

odigrava proces redukcije, a zatim se elektrodni potencijal menja prema negativnijim

viedro st i ma. El ektrodni potencijal, u toku pr

datom trenutku se moge opisati jednalinom:
Ey=E +3 )

pr i | eEm potencial elektrode u viemeniuEij e po| et nisjedzinaenci | al

promene potencijala

Nakon postizanj a konal ne y kogdse @as primer el ekt r

oksidacije obilno postavlja na vrednost neg

il osnovnog elektrolibha, pelekhuodnedposenc

potencij al u odrelLe@om trenutku ima vrednos
Ey=E - 3 (6)

Prilikom povratka potencijala redukuje se deo vrste koja je oksidovana u direktnom

snimanju.Uobi | aj eno ] e da reduktivnom procesu

oksidacionom pozitvnaObi | no se merenje vrggi u opsegu

10i 100mVs ' (D e s 005 Ozkan 201). Dobijena grafilka zavi.
struje naziva se voltamogramsiika 13).

Struja

Potencijal

Slika 13.Voltamogram CV eksperimenta
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Tokom CV eksperimenata seogu javiti povratni i nepovratni procesi. Povratnim

procesom smatra se proces koji ima dowolyrednost konstante brzine da se za

k o Fehugbrzim promene potencijala na svakom postignutom potndijspostavlja
ravnadtzemeg Lr eakt ant a i produkta wu prielektroao
odrdde na i s k| j u | Rrivnepovrdtnompmaeegbazima prenosa elektronja
nedovoljna da o mo g uNajvidlijipefekaldvaked nepovratnogr ot e ¢ u
ponaganja jezlpiowel pofjencijala katodnog i 3

brzine polarizacijéD e s [200§).
2.4.6.2. Voltametrija sa pravougaonim impulsima

Voltametria sa pravougaonim impulsim&WV, eng square wave voltammejtye
osetljiva i brza metoda. Kod ove metaogke potencijal menja na radnoj elektrodbiik
promene potencijala predstavh s t e p e n i Tragasjd potendijabnogmstepena
odgovaratrajanju pulsa pravougaonog talas@blik ukupnog potencijala predstavlja
superpoziciju pravougaonog talasa sa relativno velikom amplitudom i stepena
potencijala(Brett i Brett 1994. Struja se meri dvaput u toku svakog ciklusa, jednom na
pol etku poldrzngpig puwtl sma ikraju pulsa suprot
(slika 14a) Polazni puls proizvodi katodnu struju, a povratni puls stvara anodnu struju.
Razlika tih strujaprikazuje se u zavisnosti od potencijala i dobija se kriva $§truja

i potencijal @lika 14b koja je srazmerna koncentraciji analita u elektrol{vang

2000.

2) vy

Struja

-
—

Potencijal

- 1 1 1
2 —
Vreme Potencijal

Slikal4.a) Gema promene pot eipaengjahkocaSWV mgtod€ avi s n o
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
31. Kori gl ene hemikalije

Standardani zomi ci ©28%) (g nabaVvlkj en od proizvolal
(Jerusaim, lIzrael) Osnovni sandardni rastvor leka pripremljen je u metanolu pri
koncentraciji od 100 gnL'!. Da bi se pripremilistandardnir ast v or i razl.i
koncentraci (1i 2500ngmL'Y) v r g e no | esnoveogstardadindg vaatvoja e

met anol om. Svi rasivavii lsair i |gu e@matanoly ras t var
acetonitril, s i r [ et n a hepkaflusrebLitérma akjselinaheksan i trihlorsirl etna

kiseling su bi | i H P iakavljénii ss odo F @ i 2 WJo T 8dke (Center

Valley, SAD) ili Sigma-Aldrich (St Louis, SAD). Kor i g emmpes tsauncie sanal it
| i stkaol38% hbr ovodoni | na #idrsksid 30% aodonikperdksid j u m
(LachNer |, Ner at o v inarigumhidrogenddcomnat Merck, Darmstadt

Nema) Bej oni zovana voda | edestlovamevpdenkeoz pr opug
GenPuresistem(TKA, NiederelbertNe ma). Zkaa podegavanje pH vredn
su hemi kalijesanbkit nialok &vil atididhg@maniaa
proizvolLala NRK ingenjering (Beograd, Srbij

3.2. Snimanje masenih spektara anizomicina

Za snimanje masenih spektara anizomicina
Scientific, Waltham, SAD) 30onski trapi LTQ XL (Thermo Scientific, Waltham,

SAD) 2D jonski trap, kaanaseni spektrometrElektrosprejp ni zaci ja j e Kkori g
jonizacionatehnika. Spektri su snimani u pozitivnom e § i mu rada .jonskog
Di r ekt ni m standacdgog regtvemmalitakoncentracije 1@ gnL'' u maseni

spektromedr snimjeni su maseni spektri u opseguz50i1000.Ut vr Leno j e da s
detektovanj e anizomicina optimalni sl edel i
kapilare (300 °C), protok azota (4 (eng.arbitrary units) na skali opsegai@00 koji

je definisanLCQ, odnosnd.TQ XL sistemom) i napon izvora (5,0 kV).
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U snimljenommaseom spektu je odabramajintenzivniji jon, protonovani molekul,
kaoprekursorjon Zatim j e i zvrgena openergjasadarai j a ko
sa atomima helijuma u jonskom tragako bi se dobili intenzivni i stabilni fragmentni

joni. Najintenzivniji fragmentni jon je izabran za reakf u f r agment aci j e.

dobijeni joni dalje fragmentisani u M&eakcijama, uz optimizga kolizionih energip.

P r a [ iedentifi&acija degradacionih proizvoda nastalitstudij forsirane degradacije

v r g e nMS" anatizom, upotrebom 2Djonskog trapa kaamasenog detektora sa
elektrospre] ¢nizacijom analiziranjem pozitivnih jona.ldentifikacija dobijenih
degradacionih proizvoda jev r g enimanjem masenih spektara uzorakapsegun/z

50i 1000i p r a meekylskitm fragmentnih jona i njihove relativne zastupljenosti,

kao i pralenjem dalje fragmentacije nastal.

3.3. Optimizacija hromatografskih parametara

Za tlwdmabografsku analizu korigleni Ssu Suryv

SAD) i Dionex UltiMate 3008 (Thermo Scientific, Waltham, SADNPLC sistemiZa

reverznef aznu hromatografij u ®KDEB-CkkotonagAgieemta Zor b e
Technologies, Santa Clara, SAD), dimenzijamy@x 75mm i vel i | ieme | est i

| spred hromatografske kolone postavljena |

4,6mm x 125mm x 5¢ m. Kao mobi | nsadejorizavana kodar (A)g | e n
metanol (B) i 10% (v/ vSi rriaesttnvao rk issierliientan ¢ ek i

bi se pobol j g a Tabelajno suipredstavijeppiimaknisasthvii prak

mobil ne f aze =zaicinaidbok b gk a h j(tabeleadh makamaliziranje

uzoraka dobijenihtokom ispitivanja stabilnosti anizomicina p&lektrohemijskn

uslovima (tabela 4) kao i za analiziranje uzoraka dobijenih tokostudije forsirane
degradacijeanizomicina {abela 5)Zapreminaod 18 Lk onal no dobi jenog ek

injektovana u HPLC sistenODbr ada rezul tata i1 zvrgena | e p
Xcalibur v. 2.2 (Thermo ScientificiWaltham,S A D) proi kori gi@nju Sui
sistema, odnosno Chromele6r8 (Thermo Scientific, Waltham, SADp r i koriglenj

Dionex UltiMate 3@0® HPLC sistema.
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Tabela 4.Sastav i protok mobilne faza)z a

odrelivanje

ani zomi ci |

uzorakab) zaanaliziranje uzoraka dobijengri elektrohemijskm ispitivanju

anizomicina
. o o o a) Protok b) Protok
Vreme (min) A (%) B (%) C (%) (mL min'Y) (mL min'Y)
0,00 69 30 1 0,5 0,4
5,00 69 30 1 0,5 0,4
5,01 0 100 0 0,5 0,4
9,00 69 30 1 0,5 0,4
14,00 69 30 1 0,5 0,4
Tabela5.Sast av i protok mobilne faze za

u uzorcima dobijenih tokorstudije forsirane degradacije

Vreme (min) A (%) B (%) C (%) Protok (mL min'?)
0,00 79 20 1 0,9
5,00 79 20 1 0,9
5,01 0 100 0 1,0
11,00 0 100 0 1,0
11,01 79 20 1 0,9
17,00 79 20 1 0,9
3.4. Optimizacija LC T MS/MS parametara
Nakon izboraoptimalnih hromatografskih uslova ponov o

j e

masenog spektrometra i optimizovani su instrumentalni uslovi za nedvosmislenu

identifikaciju tragovaanizomicina Standardni rastvaanalita koncentracije 10 gnL'*

uret je u tok mobilne fazeyz protok od 0,3nL min* ( bi ol o ¢ kKji4mLumend r c i

(elektrohemijski eksperimenti odnosno 0,9nL min'* (studija degradacijg Prilikom

anali ze

| e k a i iznihdobgehifowekektrbhemijgkionrelespeamentima

mobilna faza sastojalseo d 6 9 %

vode

(A),

kiseline koncentracije 10%C), dok je prilikom analiziranjalegradacijeleka sastav

30%

met anol a

mobilne faze bio 7201 (A:B:C). Reakcija fragmentacije protonovanog molekul

anizomicinau najintenzivniji fragmentni jon je izabrana za kvantifikaciju u SRM
TMSMS metaelin o |

r e g skemiranjau

konal no

LC
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3.5. LCiUV analiza

Surveyor detektorsa nizom fotb e | (PPAa eng photodiode array pr oi zvol al a
Thermo Scientifig e k or i ¢UWVeanaliza azordk&dobijenih u studiji forsirane
degradacijel denti fi kaci ja supstanci na PDA det el
vremenima i UV spektrimapor elLenj em rastvora wuzorka sa

ispitivane supstance.
36. Odrelivanje ani zomiot¢ onqtiri@g@ uzor ci ma
3.6.1. Optimizacija postupkapripremeu z or aka bi ol ogkog materi|j

Optimizacija postupka pri przerkuesvingskgsicao gk i h u:
Prwvi korak u pripremi uzor aka Usitmavdnieg k o g ma
homogenizacija200g organa tj. svinjskog srcaj z vr g&mao i gl enj em bl en
(Robert Bosch GmbH, StuttgartN e ma). Ekstralcija analita iz uzoraka je

optimizovana testir anmfgstwan é&strakeidni paiarhetrinsu par a me

rastvaral za ekstrakciju i pH vrednost ekst

Na osnovu pregleda I|literature koijalom®Eek bavi
magrijalu (tabela 2)za testiranje swdabranas | eadte i a s t avza rekstrakciju
metanol(Yamadaet al, 2006; Berradat al, 2010;Singhet al, 2014; Stariatt al,

2014; Montesanet al, 2016, 5% rastvor TCACherletet al, 2003;Zhu et al, 2008;

Kaufmannet al, 2012; Bousovat al, 2013 i acetonitril (Arnold et al, 2004;Shaoet

al., 2005; Yamadat al, 2006;Dicksonet al, 2012;Huanget al, 2012; Macaroet al,

2012; Xieet al, 2012;Bousovaet al, 2013; Leeet al, 2016). Postupak optimizacije
rastvarala za ekstrakcij u |uwekivatuzapcetieen na S|
50mL odmeren jelg tkiva srca U kivetu je zatim dodatbmL r ast var al a zz¢
ekstrakciju Za homogenizaciju uzorkkiva sar a s temaaekda k ci j u kori gl e
Ultra-Turrax T-25 (IKA®-Werke GmbH & Co. KG St auf en Da Biseenal k a)
ubrzao i pobol jgao prpatewen nseakst nakabnpe, kupe

tokom 30min. U cilju odvajanjat el ne f az e , (zerakgeecentridugaa nt a )
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tokom 10min pri brzini od 50000 min'*.

nakon

pri menom SPE

kertrigi

odvaj anj a

Postupak

met ode. Da bi

ekstraaput j e

Su s kedgqaded imetanodr Ma k o n

ad s or b e nen ng vakuusnuagzatim jevr ge no

staklene kiveteKivete su zatim prenete u vodeno kupatilo, gderjkupljeni ekstrakt

uparenu struji azota do InL. Nakon toga je ekstrakdrofiltriran kroz poli(viniliden

supernatant a.

S

e

Dobijeni

J

e

sup

adsorbens p
e k-

nanogenj a

eluiranja

anal it

fluorid) (PVDF) fil t er ( Rot h, KarvetuheneNpmabhka) 45 ¢
Na slici 15 je prikazan postupak pripreme uzotk@apr i | i kom i zbora ras
ekstrakcijuzakoji se dobjaju najv e prinosianalita
Odmeriti 1,0 g uzorka
Ekstrakcija: c;odati 5,0 mL ..
rastvaraca za ekstrakciju i
Homogenizacija: tUltra—Turrax T-25 i
Sonikacija: ultrazvu;:no kupatilo, 30 min EX 2
Centrifugiranje: 5(;00 o min’!, 10 min i
Odvajanje ;upernatanta B
Mesanje su;)ernatanata
PreciS¢avanje: kond:cioniranje kertridza
(3,0 mL vode + 3,0 mL metanola)
Sporo nanoﬁénje ekstrakta
Susenje na vaLuumu 10 min
Eluiranje: lO,(; mL metanola
Uparavanj; do 1,0 mL
Filtriranje: 0,45vum PVDF filter
Slika 15. Shematski prikapostupkagpripreme uzoraka
zai zbor r askwvtarak ai jza ani zomicina iz bi
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Nakon izbora odgovar aj ubostgpkiealotdadr gloag zjae de
korak r a d i ukl anjanja mastiakam @ticoljogkidlmbiugzenr
dodavarheksanpr e prel|l i gi avanja na SPE kol onama. f
|l evak za odvajanje gde je dodat heksan. N ¢

donje faze koja sadr gi delkkoji praddtavija keasanaunal i t o

kome su rastvorene mast. iz wuzorka. Nakon
nanogenje na SPE kolone radi daljeg preligl
Umetordgde su kori gleni met anol [ acetjoni tril

5% rastvor TCA radi deproteinizacijérikupljeni ekstrakt je nakon odvajanja masti

uparen do suva, a zatim rekonstituisarastvoruT C A , nakon | ega je dob
nanogen na SPE kolone za preligiavanje.

Nakon il zbora optimal nogr greanst var aldabiza elt
vrednost.i ekstrakta. Podegavanje pH vredno
analita organskim rastvaralem i pre prelig
su eksperimenti bez pode gsakoatoljsanimpHH7,0i1, 7) , Kk

8,0) bliskim K, vrednosti anizomicingkoesukwiwatet al, 2007%.

Naknadno su testirani [ kertridgi za prelig
osnovu pregleda literaturgabela 3), za testiranje su odabrana dwanercijalna

pakovanja Oasis HLB (200 mg/é1L, Waters, Milford, SAD)(Dubois et al, 2001;

Cherletet al, 2003; Maet al, 2008;Zhuet al, 2008 2018 Freitaset al, 2012;Tanget

al., 2012;Chenet al, 2019 i Strata X (200 mg/6énL, Phenomenex, Tance, SAD)

(Garcéset al, 2006;Stolkeret al, 2008; Gopinatlet al, 2012;Guoet al, 2015.

3.6.2. Validacija metode

Prethodno razvijena i optimizovana metoda
tkivu svinjskog srca pvinjskihekivai orgaman ak akoo r§ tgd esy
mozak slezina bubrezj jetra b ut n i , masng)tkijo,kao i serum. Validaija je

i zvedena odrelivanjem selektivnosti, tal no:
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uticaja matrice i stabilnosti leka u skladwa &DA pravilnikom za validaciju
bi oanal it ildaWjenbg oth&ranéd\geacijea@a hranu i lekovBAD-a (FDA,
2001).

U postupku validacij e, za odrelivanje val i
talnost , preciznost, pr i nsukontrolnisizor@ifQC). nost a
QC wuzorci SuUu pripremani tako gg)ibseura homoge

(lmL)dodatImLodgovaraj uil eg standardnog rastvor a
2500ngg'! za tkiva, odnosno LLO@500ngmL'* za serum, a zatim su uzorci
pripremani u skl adu S a razvijenim postupl

odrelLivanmnpieh vpai amet @ara kao gto su prinos

MMS, koji su pri pr easamom krajapkooceduyetpopremeenaldrik st r a k
preliglavanj almlLestarmardng riastvosiasnainz oumi ci na odgov a
koncentracije

Za o danjee delekdivnosti pripremljena je slepa proba,bti ol o g ki bezmat er i |
dodatka analitaza g e sgitivanih tkiva i serumkao isvak bi ol ogkisamateri|j
dodatkom standardnog rastvdqkontrolni uzorci, QClako da se dobije koncentracija

koja odgovara donjoj granici kvantifikacije (LLOQ). Dobijeni hromatogrami su
uporeleni kako bi se utvrdilo prisustvo il:@

vremenu anizomicina.

T a | ni@mediznost metode su testiraanalizompo pet uzoraka za svaku od et i r i

testirare koncentracg, za svako ispitivano tkivo i serunfPripremani su kontrolni

uzorci pri LLOQ, kao i pri niskoj (50nggd'?), srednjoj (50(hgg'?) i visokoj

(2500ngg’) koncent r komprgdist avValjmodtl i skost odreler
vrednosti koncentracij@nalitg se i zral unava kao relativna
procentima(RE %, eng.relative erron. Preciznost predstavlja bliskost individualnih

mer enj a anal it a. reldtimma asthndardaas devijasija (RBR¥a
odrelivainjentendmepnecitanonotsiti i zvolLeni su

dana i tokom tri uzastopna dana.
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