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Teorijski i empirijski modeli u modelovanju retencionog ponasanja olanzapina u

te¢noj hromatografiji hidrofilnih interakcija

Rezime

Poslednju deceniju susre¢emo se sa brojnim izazovima kada je u pitanju analitika
razli¢itih analita primenom te¢ne hromatografije hidrofilnih interakcija (eng. Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography, HILIC). Uprkos stalnom porastu broja publikovanih
radova i dalje se sa sigurno$¢u ne moze predvideti ponaSanje razliCitih analita u ovom
sistemu hromatografije. Odgovor leZi u sloZenosti retencionih mehanizama, te su i dalje
neophodna nau¢na istrazivanja koja omogucavaju da se ovaj hromatografski sistem detaljno
prouci. Shodno tome, cilj ove doktorske disertacije bio je da se primene teorijski i
empirijski modeli u cilju definisanja retencionog ponasanja strukturno sli¢nih analita
(olanzapina i njegovih srodnih supstanci) u HILIC sistemu, kao i da se ste¢ena znanja
primene kroz odgovaraju¢u primenu nove metode. Ispitivana smeSa analita olanzapina i
njegovih osam srodnih supstanci po prvi put je ispitivana u HILIC sistemu u ovoj
doktorskoj disertaciji. Pored toga, dve srodne supstance (2 i 8) predstavljaju supstance koje

se po prvi put hromatografski opisuju i za koje ne postoje literaturni podaci.

U okviru preliminarnih ispitivanja ispitane su Cetiri HILIC stacionarne faze (silika,
diolna, cijano 1 cviterjonska) pod istim hromatografskim uslovima, ¢ime je omoguceno
donosenje preliminarnih zaklju¢aka o uticaju fizicko-hemijskih karakteristika stacionarne

faze, kao i analita na retenciono ponasanje u HILIC sistemu.

U sledecoj fazi istrazivanja, pristupilo se ispitivanju uticaja polarnije komponente
mobilne faze (vodeni rastvor pufera), kako bi se dobile informacije o mehanizmima koji su
uklju¢eni u celokupan proces retencionog ponaSanja. lzvrSeno je fitovanje dobijenih
rezultata retencionih vremena u teorijske (adsorpcioni, particioni, meSoviti i kvadratni
model) i eksperimentalne (Neue model) matematicke modele. Za ocenu podobnosti

matematickih modela koristili su se koeficijent determinacije (R%) i unakrsno validirani



koeficijent determinacije (Q?) kao statisticki parametri koji opisuju kvalitet matematickog

modela.

Kako postoje¢i matematicki modeli nisu dali zadovoljavaju¢u pogodnost, U
slede¢em delu doktorske disertacije pristupilo se kreiranju splajn interpolacionog modela
¢ija je primena za modelovanje hromatografskog ponasanja analita prvi put opisana u 0v0j
doktorskoj disertaciji. Izradunate vrednosti za R? i Q* koeficijente pokazali su da splajn
dobro opisuje ispitivani hromatografski sistem, kao i da se moze koristiti za predvidanje

retencionog ponasanja ispitivanih analita u HILIC sistemu.

Nakon teorijskih ispitivanja retencionih mehanizama, u sledeCem delu doktorske
disertacije, za smeSu olanzapina i sedam srodnih supstanci, razvijena je HILIC metoda sa
UV detekcijom uz gradijentno eluiranje u skladu sa AQbD (eng. Analytical Quality by
Design) konceptom. Ovo je prvi put da je u naucnoj literaturi opisana primena AQbD
principa za razvoj gradijentne HILIC metode. Prolaze¢i kroz dobro definisane faze ovog
nau¢nog koncepta uz koriS¢enje pogodnog eksperimentalnog dizajna, kreiran je jasno
definisan Design Space. Kona¢no, odabrani su optimalni hromatografski uslovi za analizu
olanzapina i njegovih srodnih supstanci primenom gradijentne HILIC metode. Na ovaj
nacin razvijena metoda je validirana i primenjena za analizu odgovaraju¢eg farmaceutskog

oblika olanzapina.

Jedna od =znacajnih prednosti HILIC metode jeste koriS¢enje rastvaraca
kompatibilnih sa masenim detektorom. Ova prednost je iskoriS¢ena te je u zavrsnoj fazi ove
doktorske disertacije uraden prenos metode na sistem sa masenim detektorom. Transfer je
uraden uz pomo¢ kalkulatora koji je preracunao protok mobilne faze, duZinu trajanja
analize i uslove gradijenta u sistemu pod visokim pritiskom (UPLC, eng. Ultra
Performance Liquid Chromatography). Cilj ovog transfera je bio da se dobije
visokoosetljiva metoda kojom je mogucée tacno i precizno pratiti promene u stabilnosti
olanzapina pod uticajem razliitih agenasa. Konac¢no, kroz postupak validacije metode

potvrdena je njena primenljivost za pracenje stabilnosti olanzapina.



Klju¢ne re¢i: olanzapin, te¢na hromatografija hidrofilnih interakcija, retencioni
mehanizmi, matematicki modeli, splajn interpolacija, AQbD, razvoj metode, tandem
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Modeling of retention behavior of olanzapine in hydrophilic interaction liquid
chromatography using theoretical and empirical models

Abstract

Over the last decade, we have been facing numerous challenges regarding the
analysis of different substances in HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography)
mode. Despite constant increase in the number of published scientific papers, retention
mechanisms still cannot be predicted with great certainty. The answer can be found in the
complexity of retention mechanisms, which creates the need for further scientific
investigations in order to better understand the system. The goal of this doctoral thesis was
to apply theoretical and empirical mathematical models in order to define retention
behavior of the structurally similar substances (olanzapine and its related substances),
which would help us use gained knowledge for the newly created model. This specific
mixture of substances was investigated for the first time in HILIC in this doctoral thesis.
Furthermore, two of the related substances (2 and 8) have never been investigated in any

chromatography system before.

Through preliminary investigations, four HILIC columns have been tested (silica,
diol, cyano-propyl and zwitterionic) under the same chromatographic conditions, which
allowed us to make conclusions about the influence of physicochemical characteristics of

the columns and substances on the retention behavior in HILIC.

In the next phase, for the purpose of investigating retention mechanisms, the
influence of the more polar component of the mobile phase (aqueous buffer solution) on the
retention was investigated. Fitting of the obtained results was conducted in the theoretical
(adsorption, partition, mixed and quadratic) models and experimental (Neue) models. For
the statistical evaluation of the models, coefficient of determination (R?) and coefficient of

prediction (Q?) were used.

Since the existing mathematical models did not have sufficient level of fit, in the

next phase of the study, spline interpolation model was created. Spline model has never



been used for the modeling of chromatographic behavior, prior to this study. Calculated R?
and Q® values showed a good fit between spline model and complex HILIC system,
consequently allowing it to predict retention behavior of the invenstigated substances in
HILIC.

After the theoretical part of the study, in the next phase, a HILIC method with UV
detection and gradient elution was developed in line with AQbD (Analytical Quality by
Design) concept, for olanzapine and its seven related substances. This is the first time that
the use of AQbD concept has been published in the scientific paper for the development of
the HILIC method. Going through the well-established steps of this scientific concept and
by using the adequate experimental design, Design Space was defined. At the end, optimal
chromatographic conditions for the analysis of olanzapine and its related substances were
chosen. This HILIC method with gradient elution was furthermore validated and applied
for the analysis of the pharmaceutical dosage form of olanzapine.

One of the greatest advantages of HILIC methods is the compatibility of the
polar solvents with the mass detector. This advantage was used in the last part of this study,
when previously developed HILIC method was transferred to the system coupled with mass
detector. Transfer was performed using the calculator which calculated the new mobile
phase rate, the duration of the analysis and the gradient conditions for the UPLC system
(Ultra Performance Liquid Chromatography). The goal of this transfer was to develop
highly sensitive method which could accurately follow stability of olanzapine under
different conditions. Finally, after validating the new method, it’s applicability as the

stability indicating method was confirmed.

Keywords: Olanzapine, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography, retention
mechanisms, mathematical models, spline interpolation, AQbD, tandem mass detection
Research area: Pharmaceutical chemistry

Specific research area: Pharmaceutical analysis
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1. HILIC

Tecna hromatografija hidrofilnih interakcija (eng. HILIC, Hydrofilic Interaction
Liquid Chromatography) je relativno nova metoda u poredenju sa ostalim hromatografskim
tehnikama, a njena primena u laboratorijama sve viSe raste. Pravi dokaz ove tvrdnje jeste
broj objavljenih radova koji iz godine u godinu sve vise raste [1]. Najveéi broj pronadenih
radova bavi se primenom HILIC metode u biomedicinskim analizama, zbog njene
izvanredne kompatibilnosti sa masenim detektorom [2,3]. Ipak, postoji veliki broj radova i
iz oblasti teorije, jer je detaljno razumevanje osnova HILIC metode od kljuéne vaznosti za

njenu uspesnu primenu.

Jedan od glavnih fokusa teorijskih istrazivanja u oblasti HILIC metoda su
mehanizmi razdvajanja, koji su veoma kompleksni, ali jo§ uvek nedovoljno razjasnjeni i,
kao takvi, predmet su razli¢itih tumacenja [1]. HILIC se moze posmatrati kao vrsta tecne
hromatografije normalnih faza (NPLC, Normal Phase Liquid Chromatography), gde se
zadrzavanje, a time i separacija, bazira na povrsinskoj adsorpciji [4]. Zbog toga je prvo i
pretpostavljeno da ¢e dominantan mehanizam retencije u HILIC metodama biti adsorpcija.
Ipak, Alpert je izneo zapazanje da se retencioni mehanizam u HPLC i NPLC metodama
znacajno razlikuje. Particija je retencioni mehanizam koji se javlja u HILIC metodama a ne
i u NPLC metodama [5]. Osim ova dva mehanizma razdvajanja (adsorpcija i particija), jos
dva retenciona mehanizma se mogu ubrojati u oshovne mehanizme koji doprinose
ukupnom retencionom zadrzavanju u HILIC metodi: jonska izmena (elektrostaticke
interakcije) i vodoni¢ne veze. Pored toga, jos neki dodatni mehanizmi mogu biti ukljuéeni u

proces, kao S§to su dipol-dipol ili ¢ak i hidrofobne interakcije [2—4,6].



2. TEORIJSKI MODELI

Teorijski modeli u hromatografiji zasnovani su na termodinamickim konceptima.
Njihova uloga je da razjasne proces razdvajanja analita u mehanickom smislu, opisujuci
razli¢ite hromatografske retencione mehanizme. Ipak, zbog nedostatka teorijskog znanja o
molekulskim parametrima inkorporiranim u modele nisu se pokazali korisnim u prakticnom
smislu, odnosno prilikom razvoja hromatografskih metoda [7]. Takode, kao §to je vec
istaknuto, HILIC retencioni mehanizmi su veoma sloZeni i nedovoljno rasvetljeni, $to
dodatno otezava primenu teorijskih modela u predvidanju retencionog mehanizma, kao i
razvoj metode. Iz tog razloga se za potrebe razvoja metode kreiraju slozeni empirijski
modeli dok se teorijski modeli mogu koristiti za slede¢e svrhe: produbljivanje teorijskog
znanja o retencionim mehanizmima, predvidanje retencionog ponaSanja (samo u pojedinim
slu¢ajevima) i kvantifikaciju uticaja pojedinacnih faktora mobilne faze na retenciono

ponasanje, kao i za pracenje stepena separacije analita.

U nastavku ove doktorske disertacije bi¢e opisani i primenjeni slede¢i teorijski
retencioni modeli: particioni model, adsorpcioni model, mesoviti adsorpciono-particioni

model i kvadratni model.

2.1.  Particioni model

Ovaj model podrazumeva raspodelu molekula analita izmedu mobilne i stacionarne
faze, usled razli¢itih tipova molekulskih interakcija koje nastaju izmedu ove dve faze.
Proces raspodele je karakteristican za RP-HPLC sistem i prikazan je na slici 1. Odvija se u

sledece tri faze:

e formiranje ,,Supljina“ u stacionarnoj fazi

e transfer molekula analita iz mobilne faze u ,,Supljine*



e zatvaranje ,.Supljina“ koje su nastale usled transfera molekula analita unutar

mobilne faze

L . . Cestice rastvaraca

Mobilna faza

Cvrsti deo
stacionarne faze

Stacionarna faza

Slika 1. Prikaz procesa raspodele u RP-HPLC sistemima

Glavni mehanizam razdvajanja u reverzno-faznim sistemima je nelokalizovana
raspodela sa binarnom, vodeno-organskom mobilnom fazom. U ovom slu¢aju, zadrzavanje
analita se smanjuje s povecanjem udela organskog rastvaraca u mobilnoj fazi. Ovaj proces

je matematicki opisan slede¢om jednacinom:

Ink =Inkw— Sp (1)

gde je ¢ zapreminski udeo organskog rastvaraca u mobilnoj fazi, k retencioni faktor analita,
kw hipoteti¢ki retencioni faktor analita u uslovima kada vodeni deo predstavlja 100%
mobilne faze, dok S opisuje uticaj koncentracije organskog rastvarata u mobilnoj fazi na
stepen smanjenja vrednosti retencionog faktora. Ova jednacina dobija drugo znacenje kada

se primeni na HILIC sistem: ¢ postaje zapreminski udeo vode (ili vodenog rastvora pufera),



kw postaje hipoteticki retencioni faktor analita u 100% organskom rastvaracu, a S opisuje
uticaj koncetracije vode (ili vodenog rastvora pufera) u mobilnoj fazi na stepen smanjenja

retencionog faktora [2].
2.2.  Adsorpcioni model

Adsorpcioni model se zasniva na pretpostavci da je celokupna povrSina stacionarne
faze prekrivena monoslojem kojeg sacinjavaju molekuli analita i mobilne faze. Da bi se

odredena zapremina analita zadrzala na povrSini stacionarne faze, mora se sa nje ukloniti

ista zapremina mobilne faze [7]. Proces adsorpcije prikazan je naslici 2.

Mobilna faza

Polarna
stacionarna faza

Molekuli analita
direktno adsorbovani
na povrsinu
stacionarne faze

Slika 2. Prikaz procesa adsorpcije u NP-HPLC sistemima

U normalno-faznoj te¢noj hromatografiji sa binarnom organskom mobilnom fazom
(polarni i nepolarni organski rastvarac), pretpostavlja se da je lokalizovana adsorpcija

osnovni mehanizam zadrzavanja na stacionarnoj fazi. U tom slucaju, zadrzavanje se



smanjuje s poveCanjem Kkoncentracije polarnijeg rastvarata. Sa odredenim
pojednostavljivanjem, lokalizovana adsorpcija se matematicki moze prikazati slede¢im

modelom (Snyder-Soczewinski jednacina) [8,9]:

Ink=Inky—SIne 2

gde je k retencioni faktor analita, ¢ volumenski udeo polarnog organskog rastvaraca u
mobilnoj fazi, k, hipoteti¢ki retencioni faktor analita u 100% polarnom organskom
rastvaracu 1 S opisuje uticaj koncentracije organskog rastvaraca u mobilnoj fazi na stepen

smanjenja retencionog faktora.

Jedina razlika izmedu NPLC i HILIC sistema je Sto je polarni organski rastvara¢ u
mobilnoj fazi zamenjen vodom. Samim tim, kao i u prethodnom slucaju, ukoliko se ova
jednacina primeni na HILIC, ¢ postaje volumenski udeo vode (ili vodenog pufera), Ky
postaje retencioni faktor analita u ¢istom acetonitrilu a S opisuje uticaj koncentracije vode

(ili vodenog pufera) u mobilnoj fazi na stepen smanjenja retencionog faktora.
Proces adsorpcije analita u HILIC sistemima moze biti posledica [10]:

e clektrostati¢kih interakcija
e hemijskih i fizickih interakcija (vodoni¢ne i dipol-dipol veze, kao i jon-dipol

interakcije)

2.3.  Mesoviti adsorpciono-particioni model

Za HILIC se pretpostavlja da nijedan od ova dva opisana mehanizma (adorpcija i
particija) nije u potpunosti prisutan, odnosno da je za retenciono zadrzavanje zaduzena
kombinacija ova dva mehanizma. Zbog toga nije moguce kreirati savrSenu linearnu
jednacinu koja bi mogla opisati zavisnost retencije od polarnog rastvaraca, kao $to bi to bilo
moguce u sluéaju 100% adsorpcije ili particije [11,12]. Imajuéi to na umu, Liang i njegovi
saradnici su predlozili meSoviti model koji opisuje ponaSanje polarnih analita u HILIC
metodi [11]:



Ink=Inky+ Sip +SzIng 3)

gde je k retencioni faktor analita (k>0), ¢ volumenski udeo vodene komponente u mobilnoj
fazi, ky hipoteti¢ki retencioni faktor analita u 100% nepolarnom organskom rastvaracu
(kw>0), dok su S; i S, regresioni koeficijenti. Ideja o koris¢enju meSovitog modela potekla
je od pretpostavke da se debljina vodenog sloja na povrsini stacionarne faze stalno menja u
zavisnosti od odnosa izmedu vodenog i organskog dela mobilne faze, $to dovodi do
promena u uticaju adsorpcionih i particionih mehanizama u celokupnom HILIC

retencionom mehanizmu.

2.4. Kvadratni model

Sve teorije koje se odnose na retenciono ponasanje analita u hromatografskom
sistemu predlazu kompleksnije modele za tacnu procenu retencionog ponaSanja od
prethodno opisanih jednostavnih linearnih modela [13]. Na primer, Bosch-Rosés tim je
koristio indeks polarnosti kao meru jacine eluiranja s mobilnom fazom. Ovaj indeks
polarnosti pokazuje nelinearnu vezu sa volumenskim udelima rastvaraca [14]. Dakle, osim
linearnih modela, moguce je koristiti i polinome za bolje opisivanje retencionog ponasanja

u HILIC metodi. Schoenmakers i saradnici predlozili su sledeci kvadratni model [15]:

Ink=Inky+ Sip + Sz (4)

gde je k retencioni faktor analita (k>0), ¢ volumenski udeo manje polarnog organskog
rastvaraca u mobilnoj fazi, ky hipoteti¢ki retencioni faktor analita u ¢istom nepolarnom
organskom rastvaracu (k,>0), dok su S; i S, regresioni koeficijenti. Problem koji se javlja
prilikom kori$é¢enja kvadratnih modela jeste da, i u slu¢aju kada postoji analiticko reSenje
za gradijentno eluiranje, ono predstavlja kompleksnu kombinaciju eksponencijalnih
funkcija i funkcija greske, Sto znaci da se ne moze koristiti u rutinskom predvidanju

vremena eluiranja analita kod gradijentnog eluiranja [12].



3. EKSPERIMENTALNI MODELI

Klasi¢ni model gradijentnog eluiranja pretpostavlja da postoji linearna veza izmedu
logaritma retencionog faktora analita i sastava mobilne faze. Ipak, mnoga eksperimentalna
istrazivanja, kao i teorijske studije, pokazala su da gotovo sve zavisnosti pokazuju
zakrivljenost u delu slabijeg retencionog zadrzavanja, sa viSim vrednostima od onih
predvidenih linearnim zavisnostima. Upravo zbog ovog fenomena, postoje pokusaji da se
teorijski modeli zamene eksperimentalnim, koji ¢e bolje opisati hromatografski sistem i
omoguciti preciznije predvidanje retencionog ponasSanja, naroCito prilikom gradijentnog

eluiranja [16].

Ovu vrstu zakrivljenosti prvi su istrazivali Schoenmaker i saradnici (jednacina 4)
[15]. Zatim je uveden pojam indeksa polarnosti kao mera eluiraju¢e sposobnosti reverzno-
fazne mobilne faze, s tim da indeks polarnosti nije u linearnoj zavisnosti od zapreminskog
sastava mobilne faze [14,17]. Indeks polarnosti za acetonitril-voda mobilne faze moze se

izraCunati primenom sledece jednacine:
P% =1,00-2,068 ¢ / (1 + 1,341 ¢) (5)
gde je ¢ udeo acetonitrila u mobilnoj fazi, a P% indeks polarnosti mobilne faze.

Uvodenjem indeksa polarnosti, moguce je opisati retenciju linearnom jednacinom,

iako zavisnost nije linearna:
log k = log ko + ps (P~ — P3) (6)

gde ps i P% predstavljaju deskriptore polarnosti za analit i mobilnu fazu, a log ko i P%
predstavljaju polarnost stacionarne faze. Log ko predstavlja hipoteticki retencioni faktor

kada su iste polarnosti mobilna i stacionarna faza (P% = P%).



Studija Vivo-Truyolsa i saradnika [18] potvrdila je da prethodno predlozena
zakrivljena zavisnost [14] bolje predvida retenciono ponasanje Sirokog spektra analita od

klasi¢nih linearnih jednacina.

Dalje, Neue i Kuss su predlozili jo§ jedan empirijski model, koji ima za cilj
uspostavljanje precizne zavisnosti logaritma retencionog faktora od sastava mobilne faze,
kroz model koji ¢e sluziti i za predvidanje retencionog ponasanja prilikom gradijentnog

eluiranja, a samo na osnovu izokratskih preliminarnih eksperimentalnih istrazivanja [13].
k=ko(1+S20)°exp (-S1p/ (1 +S29)) ()
Ink=Inko+2In(L+S;¢0)—(S190/(1+S;¢)) (8)

gde je ko duzina odsecka na y osi, S; nagib jednacine a S, koeficijent zakrivljenosti. Da bi
jednacine 7 i 8 bile korektno definisane, moraju biti zadovoljeni sledeéi uslovi: k>0, ko>0 i

(1 +S; ¢)>0.

U ovoj disertaciji, osim fitovanja dobijenih rezultata za olanzapin i srodne supstance
u razlicite teorijske modele, bice ispitana i moguénost primene Neue empirijskog modela za

opis kompleksnog HILIC sistema.



4. SPLAJN INTERPOLACIONI MODELI

Svi modeli koji su opisani u dosadasnjem delu disertacije predstavljaju
aproksimacione matematicke modele. Metoda interpolacije je takode jedna od
aproksimativnih matematickih metoda, ali rede koriS€eni pristup za modelovanje
hromatografskih odgovora. Ipak, ona je veoma pogodan nadin za uspostavljanje veze
izmedu zavisne promenljive i nezavisnih promenljivih na ograni¢enom setu podataka, pa ¢e

I u ovoj disertaciji biti primenjena za kreiranje modela hromatografskog odgovora.

Interpolacija je jedan vid aproksimacije u kojoj se dve funkcije smatraju bliskim ako
se poklapaju u kona¢no mnogo razli¢itih taaka, koje se nazivaju ¢vorovima interpolacije.
Ona predstavlja postupak pronalazenja vrednosti neke funkcije g(x) koja aproksimira
funkciju f(x), f(x) = g(x) [19,20].

Do sada smo se uverili da je u HILIC kompleksnim sistemima gotovo nemoguce
dobiti rezultate koji ¢e se lako uklopiti u linearne regresione modele (adsorpcioni,
particioni, meSoviti modeli). Uglavnom se dobiju ,,rastureniji* rezultati koji bi se mogli
prikazati dijagramom (a) na slici 3. Ukoliko bi se nad tim podacima vr$ilo modelovanje
linearnom regresijom (metoda linearne regresije ili najmanjih kvadrata), dobila bi se prava
linija prikazana na dijagramu (c). Kako je osnovna karakteristika interpolacionih funkcija
da prolaze kroz sve eksperimentalne tacke, kriva funkcije ¢e u tom slucaju izgledati kao na
dijagramu (b). U analitici lekova 1 razvoju metode od presudnog je znacaja da kreirani
modeli $to bolje opisuju sistem kako bi se dobili §to precizniji rezultati. Zato bi model

kreiran kao na dijagramu (b) bio puno kvalitetniji od modela kreiranog kao na dijagramu

(©).



(a) " (b) X (c) X

Slika 3. (a) polazni skup od 9 podataka (tacaka) (b) interpolacioni polinom stepena 8 (c)
aproksimacija pravom (polinomom stepena 1) u smislu metode najmanjih kvadrata (linearnom
regresijom)

Interpolacija kao aproksimaciona tehnika ukljucuje nekoliko osnovnih tipova

polinoma [19,21]:
a) Lagranzov interpolacioni polinom
b) Njutnov interpolacioni polinom s podeljenim razlikama

¢) Njutnov interpolacioni polinom s kona¢nim razlikama (ravnomerno rasporedenim
¢vorovima) — kada su ¢vorovi Xj ravnomerno rasporedeni, umesto podeljenih koriste

se konaé¢ne razlike.

d) Hermitov interpolacioni polinom — ako su u nekim od ¢vorova interpolacije i
izvodi interpolacionog polinoma jednaki odgovaraju¢im izvodima funkcije koja se
interpolira, onda se takav interpolacioni polinom naziva Hermitov interpolacioni

polinom.

Sa povecanjem broja ¢vorova ocekuje se da ¢e interpolacija biti preciznija, jer se
koristi veéi broj informacija o funkciji. Medutim, u praksi se ne postize ocekivano
povecanje preciznosti, zbog povecanja stepena polinoma koje dovodi do porasta broja
neophodnih racunskih operacija, kao 1 posledicnog kumulovanja greSaka racuna koje prate

te operacije, jer su ulazni podaci najéescée dati sa izvesnom greskom.
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Jedan od nacina da se ovaj problem prevazide je podela intervala interpolacije [a, b]
na segmente koji su odredeni interpolacionim ¢vorovima Xg, Xi,..., Xn, tako da je a < Xp < X3
<...Xn < b i izvr$i aproksimacija funkcije na svakom od segmenata [Xi.1, Xi], i = 1, 2,..., n

polinomom relativno malog stepena.

Neka je funkcija f(x) zadata svojim vrednostima u n+1 tacki Xo,...,X, Koje pripadaju
segmentu [a,b], odnosno, pretpostavimo da su vrednosti f(x), i = 0, 1,..., n poznate. Tacke

Xi, i=0,...,n definiSu podelu A segmenta [a,b] na podsegmente:

Py (x), x € [x0,%]

S’Z( £,x) = ©9)

an(x)’ X € [xn—lixn]
U ovom izrazu, Py, (x) = a;jo + aj1x + -+ + a;,x™ predstavlja polinom stepena m
koji aproksimira funkciju na segmentu [xi.1, Xi]. Splajn Srg(f, x) reda m mora da zadovolji

sledece uslove:
f(x)) = Pim(X),i=0,1,...,n (10)
i
K)y—p ) oy P ]
Pim(x.) =P 1’m(x.) k=0,1,...,m-1, i=1,2,....,n-1 (11)

Drugim refima, na svakom od segmenata [Xii, Xi], i=1,.,n, funkcija f(x) je
aproksimirana polinomom reda m, tako da se vrednost polinoma poklapa sa vrednosti

funkcije u svim tackama Xo,..,Xn, @ u unutrasnjim tackama xj,..,Xp.1 S€ zahteva neprekidnost
polinoma, kao i neprekidnost svih izvoda zakljuéno sa redom m-1. To znaéi da je STZ( f,x)
m-1 puta neprekidno diferencijabilna funkcija. Iz ovih razloga, splajn interpolacija je
takode poznata kao glatka izdeljena polinomijalna interpolacija [22].

U zavisnosti od reda koris¢enog polinoma, postoje: linearni splajn (m = 1),
kvadratni splajn (m = 2), kubni splajn (m = 3) itd. [22]. U praksi se polinomi visih redova
od kubnog retko koriste, posto su efekti splajna uocljiviji kada su konstrutivni polinomi

relativno niskog stepena.
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Kubna splajn interpolacija je najceS¢e korisS¢ena u naucnoj literaturi. Ona
podrazumeva kreiranje polinoma treéeg reda, Sto je najceS¢e dovoljno visok stepen
polinoma za dobru splajn aproksimaciju funkcije na svakom od segmenata
eksperimentalnog prostora. Sa druge strane, konstruisanje kubnog splajna nije kompleksno

1 ne zhateva znacajne racunarske resurse.

Iz navedenih razloga, odlu¢eno je da ¢e se kubna splajn interpolacija Koristiti i u

ovoj disertaciji. U skladu sa izrazom 9, kubni splajn se trazi u slede¢em obliku:

Pi3(x) = a0 + a;1x + apx% + ag3x3,x € [xg, x4]

30 0 =
SHGDE , 12)

Pp3(x) = apo + apix + anzxz + an3x3' X € [Xp_1,%n]

Broj nepoznatih koeficijenata a;;, i =1, 2,...,n, j=0, 1, 2, 3 u izrazu (12) je 4n, $to
znaci da nam je potrebno isto toliko jednacina koje definiSu veze izmedu &;;. Imajuéi u vidu

uslove (10), sledeci uslovi moraju biti ispunjeni u interpolacionim ¢vorovima:
Pi3(Xi) = f(xi)J l = O, 1; e n, (13)

§to obezbeduje n+1 linearnih jednaina. Zbog zahteva neprekidnosti splajna (11),
neophodno je da polinomi, definisani na dva susedna segmenta, imaju istu vrednost u

¢vorovim koji ih spajaju. Odnosno, neophodno je da u unutrasnjim tatkama podele xj...,Xn-

1.
Pi3(xi) = Pi+1,3(xi)! i= 1: 2! Y (e 11 (14)

§to obezbeduje dodatnih n-1 linearnih jednadina. Zahtevi neprekidnosti prvih i drugih

izvoda (13) vode ka slede¢im uslovima u unutra$njim tackama:
Pl’3(xl) = Pl’+1‘3(xl),i = 1, 2,...,n_ 1, (15)
[

Pi3(x;)) = P{{13(x),i=1,2,..,n—1 (16)
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Sto obezbeduje jos 2n linearnih jednéina. Stoga, uslovi od (13) do (16) obezbeduju 4n-2 od
potrebnih 4n linearnih jednacina koje su neophodne u cilju obezbedivanja jedinstvenih

reSenja za koeficijente a;;

Nedostajuée dve jednacine se najceSce dobijaju iz uslova koje splajn treba da

zadovoljava na granici, tj. u krajnjim tackama:
Py3(X0) = 0, Pp3(Xn) = 0; A7)

Ukoliko je pored uslova (13)-(16) zadovoljen i uslov da drugi izvodi splajna u
njegovim krajnjim tackama budu jednaki nuli (uslov (17)), dobijaju se nedostajuce dve

jednacine i tako odredeni kubni splajn se naziva prirodni splajn.

Periodi¢ni kubni splajn se dobija ukoliko je pored uslova (13)-(16) zadovoljen i

slede¢i uslov:
P(X) i SZ (f, x) su period¢ne funkcije na [a;b], (18)

odakle se dobijaju sve jednacine koje nedostaju za nalazenje kubnog splajna.

Kubni splajn je takode u potpunosti odreden ako je pored uslova (13)-(16)

zadovoljen i uslov:

P'=S (f,%), P'@)=S,(fa). (19

U svakom od tri gore navedena slucaja, dobija se sistem od 4n jednacina sa 4n
nepoznatih a;. Kubni splajn generi$e trodijagonalni sistem linearnih jednacina. Ovakav
sistem se efikasno reSava upravo Gausovom metodom eliminacije, jer je broj racunskih
operacija koje treba izvrSiti asimptotski jednak 8n. Mala racunska slozenost reSavanja
trodijagonalnog sistema linearnih jednacina je jo§ jedna od prednosti koriS¢enja kubnog

splajna.
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S. QUALITY BY DESIGN

Pocetak XXI veka u farmaceutskoj industriji obelezen je ICH Q8 smernicom [23]
koja ima za cilj da usmeri razvoj proizvoda u pravcu dobijanja proizvoda visokog kvaliteta
kroz dobro definisanje i razumevanje svih faza procesa proizvodnje. Ovaj koncept je
nazvan Quality by Design — QbD i kao konac¢an rezultat treba da se dobije Design Space
koji se definise kao multidimenziona kombinacija i interakcija ulaznih promenljivih i

procesnih parametara za koje je dokazano da obezbeduju oéekivan kvalitet proizvoda.

Da bi kvalitet proizvoda bio pracen sa metodom odgovarajuceg kvaliteta QbD
koncept je dalje prosiren na metode koje se koriste u kontroli kvaliteta. To podrazumeva da
se u razvoju metode koristi sistematican naucno zasnovan pristup sa ciljem dobijanja
metode odgovarajuceg kvaliteta. Ovaj pristup dobio je naziv Analytical Quality by Design
(AQbD). Savremene metode treba da budu razvijene u skladu sa ovim konceptom.
Revijalni rad Dispasa i saradnika [24] prikazuje koliko do sada ima publikovanih radova u

kojima je opisana uspe$na primena ovog koncepta u razvoju metoda.

Ranije se razvoj metoda zasnivao na principima one factor at a time (variranje
jednog po jednog faktora) ili trial and error (princip pokusaj — pogreska). Ovakvi principi
se jednim imenom nazivaju Quality by Testing (QbT) [24]. Ovaj pristup daje dobra resenja
kod jednostavnijih problema ali kod slozenih problema cCesto ne mogu dati zeljene
rezultate. U slucaju hromatografskih metoda, dokazano je da QbT ne obezbeduje nikakvo
dublje razumevanje hromatografskih sistema, odnosno saznanje o uticajima faktora na

hromatografsko ponasanje analita.

Stoga, danas se analiticari sve ¢eS¢e opredeljuju za upotrebu AQbD principa za

razvoj metode, jer obezbeduje razumevanje metode u ranim fazama njenog razvoja.

Savremeni AQbD pristup u razvoju metode tecne hromatografije ima nekoliko koraka
koji obuhvataju [23,25-271:
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1) Definisanje zeljenih osobina hromatografske metode (eng. Analytical Target Profile
— ATP) i definisanje kriticnih atributa kvaliteta (eng. Critical Quality Attributes —
CQA);

2) Definisanje kriti¢nih parametara hromatografskog procesa (eng. Critical Process
Parameters — CPP) i procena rizika kvaliteta (eng. Quality Risk Assesment — QRA);

3) Definisanje prostora znanja (eng. Knowledge Space - KS) 1 primena
eksperimentalnog dizajna (eng. Design of Experiments — DoE) kao efikasnog
pristupa za ispitivanje uticaja definisanih CPP na kriti¢éne odgovore sistema;

4) Definisanje prostora dizajna (eng. Design Space — DS);

5) Definisanje radnih uslova i procena robusnosti metode;

6) Kontrola metode.

Sema AQbD pristupa u razvoju metode teéne hromatografije prikazana je na slici 4.
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¢ Definisanje Zeljenih ocobina metode (ATP)
« Definisanje kriticnih atributa kvaliteta (CQA)

¢ Definisanje kriticnih procesnih parametara (CPP)
e Procena rizika kvaliteta (QRA)

¢ Definisanje prostora dizajna (KS)
* Eksperimentalni dizajn: Skrining dizajni, dizajni povrsine odgovora

e Definisanje prostora dizajna (DS)

¢ Definisanje radnih uslova (optimalna tacka)
* Procena robusnosti

e Verifikacija metode
e Validacija metode

€€«

Slika 4. Sema AQbD pristupa u razvoju metode te¢ne hromatografije

U nastavku teksta bi¢e detaljnije objasnjeni svi prethodno navedeni koraci.
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5.1. Definisanje Zeljenih osobina hromatografske metode i kriticnih odgovora

hromatografskog sistema

Zeljene osobine hromatografske metode (ATP) predstavljaju skup karakteristika
koje je potrebno ostvariti da bi se obezbedio postizanje zeljenog cilja, tj. kvalitetnog
rezultata. U slucaju metoda za kontrolu kvaliteta lekova, sto se na prvom mestu odnosi na
hromatografske metode, svaka metoda treba da omoguci maksimalnu selektivnost u okviru
minimalne duzine trajanja same analize u robusnom regionu eksperimentalnog prostora

[28].

Kriticni odgovor sistema se definiSe kao fizicka, hemijska, bioloska ili
mikrobioloSka osobina koja treba da bude u okviru odgovarajuéeg limita kako bi se
obezbedio odgovaraju¢i kvalitet proizvoda [23]. Kada se ova definicija primeni na
hromatografske metode, CQA mogu biti, na primer, optimalno razdvajanje ispitivanih

analita, optimalno vreme trajanja analize i prihvatljiva cena hromatografske analize.

Pod kriticnim odgovorima hromatografskog sistema Kkoji procenjuju kvalitet
razdvajanja analiziranih supstanci podrazumevaju se osnovni (elementarni) i opsti
(globalni) kriterijumi razdvajanja. Elementarni kriterijumi razdvajanja procenjuju kvalitet
razdvajanja za jedan par pikova i tu spadaju faktor selektivnosti, faktor rezolucije 1 razlic¢iti
kriterijumi koji se zasnivaju na odnosu visine pika i doline koja spaja susedne pikove (eng.
peak to valley) [29]. U novije vreme kao odgovor sistema Cesto se primenjuje S Kriterijum
koji pokazuje razliku u retencionom vremenu pocetka drugog pika i kraja prvog pika u
okviru kriticnog para pikova [30]. Sa druge strane globalni kriterijumi razdvajanja
procenjuju ukupan kvalitet razdvajanja svih analiziranih supstanci i tu spadaju rezolucija

kriticnog para i razli¢ite slozene funkcije hromatografskog odgovora [31].
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5.2. Definisanje kritiénih parametara hromatografskog procesa i procena rizika

kvaliteta

Kriti¢ni parametri procesa definiSu se kao parametri ¢ije variranje ima uticaj na
CQA i stoga se moraju pratiti i kontrolisati kako bi se obezbedio odgovarajuci kvalitet
proizvoda.

U sluéaju metoda te¢ne hromatografije, a na osnovu prethodno stec¢enih nauénih
znanja, mogu se definisati faktori za koje se o¢ekuje da Ce biti kriti¢ni i to su najéesce: tip
stacionarne faze, tip i udeo organskog rastvarac¢a u mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze,
temperatura kolone, kao i vreme trajanja gradijenta u slucaju metoda sa gradijentnim

eluiranjem.

5.3.  Definisanje prostora znanja i eksperimentalni dizajn

Cilj razvoja metode za analitiku nekog leka jeste pronalazenje odgovarajuce
kombinacije faktora, odnosno CPP koja ¢e omoguéiti dobijanje Zzeljenih CQA. Takav
interval CPP ¢ini jedan deo ukupnog moguceg eksperimentalnog prostora koji se naziva
prostor znanja (eng. Knowledge Space — KS). Pravilan odabir intervala faktora ima veliki
uticaj na dalje rezultate istrazivanja, usled ¢ega je neophodno posvetiti posebnu paznju ovoj
fazi istrazivanja.

Za razliku od OFAT strategije (eng. One Factor at the Time), DoE strategija
podrazumeva izvodenje malog broja dobro isplaniranih eksperimenata u okviru prostora
znanja nakon c¢ega se, primenom statistickih 1 matematickih tehnika, detaljno objaSnjava

zavisnost CQA od CPP [24].

U fazi optimizacije metode koriste se dizajni povrSine odgovora ili RSM dizajni
(eng. Response Surface Methodology — RSM). U ovoj fazi uspostavlja se teorijska
(matematicka) zavisnost CQA od CPP, odnosno, dobija se jednafina koja omoguéava
teorijsko izracunavanje CQA za svaku mogucu kombinaciju CPP. Tako se KS moze

detaljno pretraziti samo kompjuterskim izraCunavanjem bez potrebe za izvodenjem novih
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eksperimenata. Jednacina koja opisuje ponaSanje CQA najcesce je polinom drugog stepena
(kvadratna jednacina). RSM dizajni podrazumevaju izvodenje eksperimenata na minimum
3 nivoa CPP (obic¢no su to grani¢ni gornji, grani¢ni donji nivo i centralni nivo koji se nalazi
na sredini intervala) kako bi se omogucilo uspostavljanje kvadratne zavisnosti. Osim
kvadratne jednacine, modelovanje sistema moze se vrsiti i nekim drugim empirijskim i

teorijskim jednacinama.

5.4.  Definisanje prostora dizajna

Prostor dizajna (eng. Design Space) se definiSe kao multidimenziona kombinacija i
interakcija faktora i procesnih parametara za koju je pokazano da omogucava osiguranje
kvaliteta [23]. Sustinski, DS za metode predstavlja region teorijske robusnosti, tj. deo
eksperimentalnog prostora u kome ¢e definisani CQA ostati na zeljenom nivou kvaliteta
bez obzira na promenu faktora. Stoga se uslovi metode vise ne definisSu kao tacno odredene
tacke vec kao oblast u okviru DS. Kreiranjem DS postize se velika fleksibilnost u rutinskoj
primeni metode jer se pomeranje u okviru granica DS ne smatraju promenom koja zaheva

dodatne potvrde adekvatnosti metode.

Design space za mobilnu fazu i ostale parametre procesa definiSe se na osnovu
uspostavljene matematicke veze izmedu ispitivanih CPP 1 CQA. Naime, jednacine
omogucavaju da se tatno izdvoje regioni eksperimentalnog prostora u kojima ce
kombinacija CPP dati zadovoljavaju¢u vrednost jednog CQA, a zatim se takvi regioni
preklapaju kako bi se pronasao deo eksperimentalnog prostora u kome ¢e kombinacija CPP
dati zadovoljavaju¢e odgovore za sve posmatrane CQA. Ukoliko je broj ispitivanih CPP

relativno mali, graficki prikaz DS dobija se preklapanjem povrsina odgovora za ispitivane
CQA.

Medutim, rezultati koji se dobijaju ovako jednostavnom analizom ne uzimaju u
obzir nesigurnost koja moze poticati od nesigurnosti u izraCunavanju koeficijenata

matematickog modela, pa se ovakav DS naziva jos i pseudo-DS. Kada bi se definisao DS
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maksimalne pouzdanosti potrebno je nesigurnosti u podesavanju CPP dodati nesigurnost u
izraCunavanju koeficijenata matematickog modela. Postoje razliCiti statisticki pristupi

kojim se ovo moze posti¢i, a jedan od najcesce primenljivanih je Monte — Karlo simulacija.

5.5.  Definisanje radnih uslova i procena robusnosti metode

Kao radna tacka moze se odabrati bilo koja tacka u okviru prostora dizajna. To
moze biti tacka sa najboljom vrednos¢éu CQA ili neka tacka koja je odgovarajuéa sa
prakti¢ne tacke gledista. Medutim, veoma je pogodno odabrati one tacke koje ¢e biti
najrobusnije. Stoga, nije preporuéljivo birati tacke koje se nalaze na samim ivicama

prostora dizajna.

5.6. Kontrola metode

Nakon razvoja metode, potrebno je izvrsiti kompletnu validaciju na isti na¢in, kao i

nakon razvoja metode na tradicionalni nacin.

5.7. Primena AQbD metodologije

Postoje brojni radovi o razli¢itim primenama AQbD metodologije, od kojih samo
nekoliko opisuje primenu AQbD metodologije u razvoju HILIC metoda. Taraji i saradnici
su u svom revijalnom radu [32] prikazali najznacajnije radove u kojima se opisuju razliciti
nacini razvoja HILIC metoda uz primenu hemometrijskih alata, kao $to su optimizacija uz
pomo¢ metodologije eksperimentalnog dizajna i optimizacija na osnovu QSRR (eng.
Quantitative Structure Retention Relationships) modela. Ipak, u literaturi ne postoje radovi
koji opisuju primenu QbD principa na gradijentne HILIC metode kao Sto je u ovoj

doktorskoj disertaciji uradeno.
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Objavljena su dva rada u kojima je AQbD primenjen za razvoj HILIC metoda sa
linearnim eluiranjem: u prvom radu opisan je razvoj HILIC metode za odredivanje
ioheksola, njegovog endo-izomera i tri necistoce, [33], dok drugi opisuje razvoj HILIC

metode za odredivanje bilastina i njegovog degradacionog proizvoda [34].

Takode su objavljena dva rada koja opisuju razvoj brzih i robusnih reverzno-faznih
metoda primenom sistemskog QbD pristupa: jedan za analizu ukupnog benzalkonijum-
hlorida u farmaceutskom obliku [35], a drugi za analizu 15 ¢esto propisivanih antipsihotika
koji se Cesto propisuju [36]. Ovako razvijene metode su zatim validirane, a rezultati
validacije su potvrdili da su metode precizne, robusne, tacne i linearne u ispitivanom

opsegu koncentracija.

Orlandini i saradnici su objavili nekoliko radova u kojima koriste QbD princip za
razvoj hromatografskih metoda za odredivanje amitriptilina 1 necistoca [37],
hidrohlortiazida i necisto¢a [38] i diklofenak i necistoca [39]. U ovim radovima opisan je
naj¢esci nacin kreiranjaDS, kada se preklope grafici za svaki od CQA, nakon Cega se vrse

Monte Karlo simulacije koje rezultuju stvaranjem DS-a.

AQDbD princip je korisS¢en za razvoj metoda za pracenje stabilnosti razli¢itih analita:
UHPLC/QTOF-MS/MS (eng. Ultra High Performance Liquid Chromatography /
Quadrupole Time-of-Flight Tandem Mass Spectrometry) metoda za praéenje stabilnosti
leka dolutegravira [40], UHPLC metoda za praéenje stabilnosti ebastina u njegovim
farmaceutskim oblicima [41] i UPLC/QTOF-MS/MS metoda za istovremeno odredivanje
imatinib-mesilata i njegovih srodnih supstanci u aktivnoj supstanci i gotovim proizvodima
[42].

Dakle, u literaturi se moze naci veliki broj publikovanih nau¢nih radova u kojima se
primenjuje AQbD koncept $to takode predstavlja potvrdu da je ovaj pristup sve vise u

upotrebi.
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6. PREGLED LITERATURE

6.1. Analitika olanzapina

Pretragom literature utvrdeno je da ne postoji nijedan rad koji opisuje analizu ili
odredivanje olanzapina HILIC metodom. Ipak, postoji veliki broj radova koji predlazu

razli¢ite metode za analizu olanzapina i njegovih srodnih supstanci.

Brza HPLC metoda za odredivanje olanzapina u plazmi sa UV detekcijom opisana
je u radu Leona i saradnika [43]. Olanzapin je ekstrahovan iz plazme smeSom heksana i
dihlorometana u odnosu 85:15 V/V. Razdvajanje je vrSeno U reverzno-faznoj Select B C18
koloni, a lekovi koji se uobicajeno koriste u kombinaciji sa olanzapinom nisu ometali
analizu. Prilikom ispitivanja preciznosti vrednosti za relativnu standardnu devijaciju (eng.
Relative Standard Deviation —RSD) bile su manje od 10%. Ispitivanje stabilnosti pokazalo
je da je olanzapin stabilan na temperaturi od 4°C u periodu od 7 dana. Metoda je kori$¢ena
za merenje koncentracija olanzapina kod pacijenata koji su primali od 5 mg do 40 mg

olanzapina dnevno.

Za odredivanje olanzapina u humanoj plazmi razvijena je i validirana HPLC — MS
metoda uz venlafaksin kao interni standard [44]. Teéno-te¢na ekstrakcija terc-butil etrom
kori$¢ena je za izolovanje olanzapina. Hromatografsko razdvajanje je vrseno u ACE C18
koloni (125x4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica) sa izokratskim eluiranjem uz protok mobilne
faze od 1,2 mL min™’. Mobilna faza sastojala se iz slede¢ih komponenata: (A) voda sa 0,1%
mravljom kiselinom i (B) acetonitril sa 0,1% mravljom kiselinom u odnosu 50:50 V/V.
Analiza je trajala manje od 2 minuta. Za kvantitativnhu analizu analita koris¢ena je
spregnuta masena spektrometrija sa pozitivnom elektrosprej jonizacijom (eng. Electrospray
lonisation — ESI (+)). Metoda je koris¢ena u farmakokinetickoj studiji u kojoj su zdravi

volonteri uzimali tablete olanzapina od 10 mg.
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Osim radova u kojima je opisano odredivanje samo olanzapina pronadeni su radovi
koji opisuju razdvajanje nekoliko analita iz smeSe od kojih je jedan olanzapin. U radu
Bondea i saradnika [45] razvijena je i validirana LC-MS-MS (eng. Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry-Mass Spectrometry) metoda za istovremeno
odredivanje olanzapina i fluoksetina u humanoj plazmi uz koris¢enje olanzapin-d3 i
fluoksetin-d5 kao internih standarda. Nakon ¢vrsto te¢ne ekstrakcije (eng. Solid Phase
Extraction, SPE) olanzapin i fluoksetin su analizirani koris¢enjem Hypersil Gold C18
kolone (50x4,6 mm, 5 um velicine Cestica). Primenjeno je izokratsko eluiranje, a smesa
metanola i 2 mmol L™ amonijum-acetatnog pufera u odnosu 90:10 V/V je koris¢éena kao
mobilna faza. Masena detekcija je izvodena u ESI (+) modu. Ukupno vreme trajanja analize
bilo je 2 minuta. Metoda je uspesno validirana i primenjena u farmakokinetickoj studiji za

farmaceutski oblik olanzapina i fluoksetina.

Lou i saradnici su razvili metodu za istovremeno odredivanje koncentracije
olanzapina i N-demetilolanzapina u plazmi za praenje koncentracija leka i njegovog
metabolita tokom farmakokineticke studije [46]. Analiti su razdvajani u reverzno faznoj
YMC-ODS-AQ C18 koloni (100x2,0 mm, 3 um veliine Cestica), uz gradijentno eluiranje
pri protoku mobilne faze 0,3 mL min™. Mobilna faza se sastojala od slede¢ih komponenata:
(A) 10 mmol L™ amonijum-acetat i voda sa dodatkom 0,05% mravlje kiseline pH 3,5 i (B)
metanol sa dodatkom 0,05% mravlje kiseline. Ukupno vreme trajanja analize bilo je 5
minuta. Metoda je validirana, tj. ispitani su slede¢i parametri validacije: selektivnost, carry-
over, linearnost, LOQ (eng. Limit of Quantification); ta¢nost, preciznost, uticaj matriksa,

prinos ekstrakcije i stabilnost.

U radu Jossefssona i saradnika prikazan je razvoj i validacija LC-MS-MS metode za
odredivanje olanzapina i njegovog metabolita N-demetilolanzapina koji dominantno nastaje
nakon oralne primene olanzapina, u serumu i cerebrospinalnoj te¢nosti [47]. Analiti su
kvantifikovani u ESI (+) modu, MRM (eng. Multiple Reaction Monitoring) metodom.
Olanzapin 1 demetilanzapin su ekstrahovani iz seruma ili cerebralne tecnosti uz pomoc¢
tetra-butil-metil-etra, a kao interni standard koris¢en je olanzapin-d3. Ispitani su sledeci

parametri validacije: linearnost, osetljivost, ta¢nost, preciznost, prinos ekstrakcije, efekat
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matriksa i stabilnost. Predlozena metoda je uspe$no koriS¢ena za analizu olanzapina i
njegovog metabolita u uzorcima pacijenata koji su uzimali olanzapin u dozi 2,5 mg do 25

mg dnevno.

Berna i saradnici su razvili i validirali metodu za odredivanje olanzapina u krvi
primenom LC-MS-MS metode [48]. Za ekstrahovanje olanzapina iz matriksa koris¢ena je
te¢no-te¢na ekstrakcija, sa n-butanol:cikloheksan smeSom u odnosu 3:47 V/V, a kao interni
standard koris¢en je LY170158. Hromatografsko razdvajanje vrSeno je na MetaChem
Monochrom HPLC kolini (150 x 4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica), dok je detekcija vrSena u
ESI (+) modu MRM metodom. Mobilna faza se sastojala od slede¢ih komponenata: (A)
100 mM amonijum-acetat i (B) metanol:izopropanol:voda (15:4:1 V/V/V). Ispitivani su
slede¢i parametri validacije: linearnost, ta¢nost, preciznost, stabilnost, specifi¢nost i

efikasnost ekstrakcije.

Razvijena je jo$ jedna LC-MS-MS metoda za odredivanje olanzapina u krvi
koris¢enjem dibenzepina kao internog standarda [49]. Uzorci su pripremani primenom
metode precipitacije proteina. Olanzapin i interni standard razdvojeni su u Zorbax Extend
C18 koloni na pH 9,0. Mobilna faza se sastojala iz slede¢ih komponenata: (A) 5 mmol L™
amonijum-hidroksid i acetonitril u zapreminskom odnosu 95:5 V/V i (B) acetonitril.
Kvantitativna analiza je sprovedena u ESI (+) modu MRM metodom. Ukupno vreme
trajanja analize bilo je 15 minuta. Ispitivani su sedec¢i parametri validacije: selektivnost,
uticaj matriksa, prinos ekstrakcije, linearnost, LOD (eng. Limit of Detection), LOQ i

stabilnost. Metoda je zatim uspes$no primenjena na 27 forenzickih uzoraka.

Takode, razvijena je LC-MS-MS metoda za odredivanje olanzapina u urinu [50].
Olanzapin je iz humanog urina ekstrahovan SPE, nakon ¢ega je uzorak urina analiziran u
RP C18 koloni (50x4,6 mm, 3,5 um veli¢ine Cestica). Kvantitativna analiza je sprovedena u
ESI (+) modu MRM metodom. Mobilna faza se sastojala iz slede¢ih komponenata: vodeni
rastvor amonijum-acetata pH 7,8 podesen sa amonijum-hidroksidom i acentonitril u
zapreminskom odnosu 10:90 V/V. Ispitivani su slede¢i parametri validacije: selektivnost,

linearnost, LOQ, ta¢nost, preciznost i Recovery.
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U literaturi takode postoje metode koje se koriste za odredivanje olanzapina u
farmaceutskim oblicima. Cui i saradnici su razvili metodu za pracenje olanzapina i
necistoca iz procesa sinteze [51]. Osim razvoja metode predlozili su i puteve nastanka svih
osam opisanih necistoc¢a iz procesa sinteze. Razvijena je RP-HPLC metoda i predvidena je
za ispitivanje olanzapina i njegovih srodnih supstanci u bulk-u. Optimalno hromatografsko
razdvajanje je postignuto u Agilent Octyldecyl C18 silica koloni (250x4,6 mm, 5 um
veli¢ine Cestica), a uz primenu gradijentnog eluiranja. Mobilna faza se sastojala iz slede¢ih
komponenata: (A) 0,3% trietilamin u vodi, sa pH podeSenim na 3,73 dodatkom siréetne
Kiseline i (B) metanol. Ispitivani su slede¢i parametri validacije: pogodnost sistema,

preciznost, linearnost, LOD i LOQ i ta¢nost.

Jo$ jedna metoda za razdvajanje necCistoca iz procesa sinteze iz bulk-a ili gotovih
tableta, ali ovog puta primenom HPLC-MS/MS metode je razvijena u radu Rao i saradnika
[52]. Hromatografsko razdvajanje je vrSeno u Intersil ODS 3V koloni (250x4,6 mm, 5 um
veliCine cCestica). Mobilna faza se sastojala iz slede¢ih komponenata: 0,2 mmol L
amonijum-acetat (pH 4,5) i acetonitrila, sa gradijentnim eluiranjem. Protok je drZan
konstantnim na 1 mL min™ dok je detekcija vriena fotodiodnim detektorom na 254 nm.

Metoda je validirana, odnosno ispitani su linearnost, preciznost i tacnost.

Krishnaiah i saradnici su razvili UPLC (eng. Ultra Performance Liquid
Chromatography) metodu za odredivanje olanzapina i njegovih srodnih supstanci u
aktivnoj supstanci i farmaceutskim oblicima [53]. Hromatografska analiza je izvrSena u
Aquity UPLC BEH C18 koloni (100x2,1 mm, 1,7 um veli¢ine Cestica), dok je ukupno
vreme trajanja gradijenta bilo 10 minuta. Supstance su detektovane na 250 nm, pri protoku
mobilne faze 0,3 mL min™ i temperaturi kolone od 27°C. Vrednost faktora rezolucije za
olanzapin i osam srodnih supstanci je bila veéa od 2,0 za sve ispitivane parove
hromatografskin pikova. Nakon razvoja metode, eksperimentalno je ispitana njena
robusnost, dok je na kraju metoda kompletno validirana. Ispitani su slede¢i parametri
validacije: preciznost, ta¢nost, linearnost, LOD i LOQ, robusnost, stabilnost rastvora analita

i mobilne faze.
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Dalje, razvijena je metoda za pracenje stabilnosti olanzapina u tabletama, ovog puta
u kombinaciji sa fluoksetinom [54]. Pathak i Rajpur su razvili i validirali metodu za
istovremeno odredivanje olanzapina, fluoksetina i njihovih degradacionih proizvoda iz
tableta, a po zahtevima ICH smernica (eng. International Conference on Harmonization).
Sprovedene su stres studije za ispitivanje stabilnosti ovih supstanci: hidroliza, oksidacije,
fotoliza i1 termalna degradacija. Uspe$sno razdvajanje aktivnih supstanci od njihovih
degradacionih proizvoda postignuto je u reverzno faznoj C18 koloni. Mobilna faza se
sastojala iz slede¢ih komponenata: 75 mmol L™ kalijum-dihidrogen fosfatnog pufera (pH
4,0), acetonitrila i metanola u odnosu 55:40:5, V/V/V. Protok mobilne faze je bio 0,8 mL
min™ a talasna duzina detekcije 227 nm. Metoda je zatim validirana i ispitane su njena
linearnost, preciznost, ta¢nost i robusnost. Pogodnost ove metode potvrdena je primenom

na tabletama dostupnim na trzi$tu i njihovom podvrgavanju stres uslovima.
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7.

CILJ RADA

Cilj ove doktorske disertacije bio je:

1. Unapradenje teorijskih znanja o te¢noj hromatografiji hidrofilnih interkcija kroz

analizu smese olanzapina i njegovih osam srodnih supstanci na razli¢itim tipovima
silika kolona i njihovim polarnim modifikacijama (cijano, diolna i ZIC HILIC),
kako bi se na strukturno sli¢nim analitima ispitao uticaj fiziCkohemijskih osobina

analita i stacionarne faze na retenciono ponasanje u HILIC sistemu.

. Modelovanje retencionog ponaSanja analizirane smeSe uz pomo¢ ve¢ postojecih

teorijskih (particioni, apsorpcioni, meSoviti i kvadratni) i empirijskih (Neue)
matematickih modela, kao i evaluacija dobijenih rezultata izracunavanjem
koeficijenta determinacije (R?), prilagodenog koeficijenta determinacije (Adj R?) i
koeficijent predvidnja (Q?), kao najpreciznijih i najsveobuhvatnijih statistickih

parametara.

. Kreiranje novog matematickog modela primenom splajn interpolacije u cilju boljeg

opisivanja kompleksnog HILIC sistema od postojecih modela predlozenih u
literaturi. U cilju potvrde kvaliteta splajn interpolacije za HILIC sistem vrsi se
poredenje sa ve¢ opisanim teorijskim i eksperimentalnim modelima. Da bi se
potvrdila sposobnost predvidanja retencionog ponasanja u HILIC sistemu splajn

model je primenjen i na dodatnoj test smesi.
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4. Razvo] metode teéne hromatografije hidrofilnih interakcija sa gradijentnim
eluiranjem za pradenje olanzapina i njegovih srodnih supstanci u C¢vrstim
farmaceutskim oblicima u skladu sa QbD konceptom. Postupak obuhvata niz dobro
definisanih koraka koji uklju¢uju primenu razli¢itih hemometrijskih alata a koji za
konacan rezultat imaju dobro definisan design space. Kroz ovaj cilj po privi put je u
naucnoj literaturi predlozen QbD koncept u razvoju gradijentne HILIC metode.

Primenljivost metode potvdena je kroz postupak validacije.

5. Prenos predlozene HILIC metode na UPLC/MS/MS sistem u cilju dobijanja brze i
osetljivije metode za analizu ispitivanih analita pod uticajem razli¢itih stres agenasa

Sto se povrdjuje testiranjem potrebnih parametara validacije.

28



8. EKSPERIMENTALNI DEO

8.1.  Aparati i reagensi

Tecni hromatograf 1:

Pumpa:
Detektor:
Graficka obrada:
Mikroliticki Spric:

Volumen injektovanja:

Tecni hromatograf 2:

Pumpa:
Detektor:
Graficka obrada:
Mikroliticki Spric:

Volumen injektovanja:

Waters Breeze System, Waters, Milford,
MA, USA

Waters 1525 Binar HPLC Pump
Waters 2487 UV/VIS detektor
Breeze Software, Windows XP
100 pL, SG Australija

20 uL

Finnigan Surveyor, Thermo Fisher
Scientific, San Jose, CA, USA

HPLC pumpa

UV/VIS Plus detektor
ChromQuest, Windows XP
Autosampler Plus

5 uL/10 uL
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Maseni spektrometar: Triple quadrupole system TQD, Waters,

USA
Izvor: Elektrosprej jonizacija
Napon kapilare: 3 kV
Napon kona i koliziona energija: dobijeni pomocu IntelliStart-a za svaku
tranziciju
Desolvaciona temperatura: 500°C
Protok desolvacionog gasa: 1000 L h'
Protok gasa u konu: 10Lh?
Temperatura izvora: 150°C

Filtri: Nylon membrane filters, 0,45 um Whatman, Engleska

Elektronska analiticka vaga: 121 Sartorius, Nemacka

Ultrazvuéno kuptilo: Fungilab, Spanija

Sistem za dobijanje vode HPLC ¢istoce: Simplicity 185, Milipore, Nemacka

pH metar: PHM 210, METERLAB, Radiometer Analytical, Villeurbane Cedex, Francuska
Acetonitril, HPLC ¢istoce, J.T.Baker, Holandija

Metanol, HPLC ¢istoce, J.T.Baker, Holandija

Voda, HPLC c¢istoé¢e, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Amonijum-formijat, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Mravlja kiselina 99% ¢isto¢e, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, SAD

Voda, LC-MS ¢istoce, Fisher Scientific International Inc, Hampton, New Hampshire, USA
Metanol, LC-MS ¢istoce, Fisher Scientific International Inc, Hampton, New Hampshire,
USA

Acetonitril, LC-MS c¢istoce, Fisher Scientific International Inc, Hampton, New Hampshire,
USA
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Olanzapin® 10 mg tablete, Replek Pharm, Makedonija
Onzapin®5 mg tablete, Zdravlje AD, Leskovac

Hromatografske kolone

Betasil Silica, 100x4,6 mm, 5 um velicine Cestica, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA,
USA

Betasil Diol, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ine ¢estica, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA,
USA

Betasil CN, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica, Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA,
USA

SeQuant® ZIC®-HILIC, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ine ¢estica, Merck, Darmstadt, Nemacka
Acquity UPLC BEH HILIC, 100x2,1 mm, 1,7 um veli¢ine Cestica, Waters, Milford, USA
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8.2.  Standardne supstance

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je detaljna hromatografska analiza sledec¢e smese:

Olanzapin: 2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiazepin

Srodna supstanca 1: 1-(hlorometil)-1-metil-4-(2-metil-10H-tieno[2,3-
b][1,5]benzodiazepin-4-il)piperazin-1-ium hlorid

Srodna supstnca 2: 2-metil-4-(4-acetil-1-piperazinil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin

Srodna supstanca 3: 2-metil-4-(4-metil-4-oksid-1-piperazinil)- 10H-tieno-
[2,3,6][1,5]benzodiazepin (N-oksid)

Srodna supstanca 4: Piperazin 1,4 bis-4-il-(2-metil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin
Srodna supstanca 5: 2-metil-4-okso-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin

Srodna supstanca 6: 2-metil-4-(1-piperazinil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin
Srodna supstanca 7: 4-amino-2-metil-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin hidrohlorid

Srodna supstanca 8: 2-metil-4-(4-formil-1-piperazinil)-10H-tieno-[2,3-
b][1,5]benzodiazepin
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8.2.1. Hemijske strukture analiziranih supstanci

/c Hs
M

M

!
'\-\_\_\_\_\_\_

N \
H = CHz
Olanzapin

2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiazepin

Cl
CHy
jm/

iZ1-

\/\

bt CHs

I=

Srodna supstanca 1

1-(hlorometil)-1-metil-4-(2-metil-10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiazepin-4-il)piperazin-1-ium
hlorid
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—

Ir=

Srodna supstanca 2

2-metil-4-(4-acetil-1-piperazinil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin

O\/c Hs

\/\

5 CHs

I=

Srodna supstanca 3

2-metil-4-(4-metil-4-oksid-1-piperazinil)- 10H-tieno-[2,3,6][1,5]benzodiazepin (N-oksid)
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=T

—

Ir=

Srodna supstanca 4

Piperazin 1,4 bis-4-il-(2-metil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin

Srodna supstanca 5

2-metil-4-okso-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin
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MH

I=

Srodna supstanca 6

2-metil-4-(1-piperazinil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin

MNH-

=T

*HCl

&

= CHy

Ir=

Srodna supstanca 7

4-amino-2-metil-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin hidrohlorid
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Ir=

Srodna supstanca 8

2-metil-4-(4-formil-1-piperazinil)-10H-tieno-[2,3-b][1,5]benzodiazepin

8.3.  Kompjuterski programi

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, Natick, MA, USA)

MATLAB 7.10.0. (The MathWorks, Natick, MA, USA)

MarvinSketch 6.1.0. (ChemAxon Kft., Budapest, Hungary)

Modde 11 (Umetrics, Umea, Sweden)
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8.4. Modelovanje retencionog ponasanja olanzapina i srodnih supstanci

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: ~ Waters Breeze system
Kolone: Betasil Silica, 100x4,6 mm, 5 um veliCine Cestica
Betasil Diol, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica
Betasil CN, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica
SeQuant® ZIC®-HILIC, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min™
Temperatura kolone: 30°C

Talasna duzina detekcije: 235 nm

Priprema rastvora standarda

Osnovni rastvori standarda olanzapina i srodnih supstanci pripremljeni su u
metanolu u koncentraciji od 1 mg mL™. Osnovni rastvori standarda su odgovarajué¢im
mobilnim fazama razblaZzivani do koncentracije od 100 pg mL™. Svi rastvori su ¢uvani na

temperaturi od 4°C kako bi se sprecila njihova degradacija.

Mobilna faza

Mobilne faze su pripremljene meSanjem acetonitrila i vodene faze (20 mM
amonijum-acetatni puffer, pH 3,0). Udeo vodene faze je varirao od 5% do 20% (8% do
23% za olanzapin na silika koloni i za srodnu supstancu 3 na diolnoj koloni, i od 11% do
26% za srodnu supstancu 3 na silika koloni). Za svaku od cetiri kolone pripremljeno je po

Sest mobilnih faza.
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Hromatografski postupak

HPLC sistem je prvobitno podeSen prema prethodno odredenim hromatografskim
uslovima. Pod tim uslovima je ispiran mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije.
Nakon toga injektovana je smeSa olanzapina i svih srodnih supstanci U cetiri kolone pod
istim hromatografskim uslovima kako bi se procenio uticaj stacionarne faze na retenciono
ponasanje. Zatim su pojedinacno pustani radni standardi svih analita na razli¢itim
stacionarnim fazama i pod razli¢itim hromatografskim uslovima (po Sest mobilnih faza).
Kao odgovor pracena su retenciona vremena, kako bi se ispitao uticaj udela acetonitrila u
mobilnoj fazi na retenciono ponaSanje analita ali i kreirali razliCiti teorijski i empirijski

matematic¢ki modeli, kao i novi splajn model.

Kompjuterski programi

Modelovanje retencionog ponaSanja i kreiranje splajna je izvodeno u MATLAB
7.10.0 programu. Vrednosti logD parametara analiziranih supstanci su procenjivane u

MarvinSketch 6.1.0 programu.
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8.5.  Razvoj hromatografske metode

Hromatografski uslovi

Tecni hromatoraf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific
Kolona: Betasil Diol, 100x4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min™

Talasna duzina detekcije: 235 nm

Priprema rastvora standarda

Za optimizaciju su korid¢eni rastvori koncentracija 200 pg mL™ olanzapina i 10 pg

mL™ srodnih supstanci pripremljeni u mobilnoj fazi.

Mobilna faza

Mobilna faza A se sastojala od amonijum-formijata u koncentraciji 20 mmol L™, pH
podesenog mravljom kiselinom na 3,0 i 10% acetonitrila. Mobilna faza B je bila Cist
acetonitril. Smesa mobilne faze A i mobilne faze B se koristila za pripremu rastvora za
validaciju metode. Pocetni udeo vodene faze, trajanje linearnog dela gradijenta i
temperatura kolone su bile menjane u skladu sa planom eksperimenata prikazanim u tabeli
1.
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Tabela 1. Plan eksperimenata prema matrici Rechtschaffen optimizacionog dizajna

Eksp. Aq T t
1 ) 40 12
2 5 50 16
3 9 40 16
4 9 50 12
5 5 40 16
6 5 50 12
7 9 40 12
8 9 45 14
9 7 50 14
10 7 45 16
11 7 45 14
12 7 45 14
13 7 45 14

AQ — pocetni udeo vodene faze u ukupnoj mobilnoj fazi (%), T — temperatura kolone (°C),
t — trajanje linearnog dela gradijenta (min)
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Hromatografski postupak

HPLC sistem je prvobitno podeSen prema prethodno odredenim hromatografskim
uslovima. Pod tim uslovima je ispiran mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije.
Nakon toga, injektovane su pojedinac¢ne supstance, kao i smesa olanzapina i svih srodnih
supstanci. Kao odgovor pracen je faktor razdvajanja (s vrednost) izmedu kriti¢nih parova

(S23iS78)-

Kompjuterski programi

Plan eksperimenata za optimizaciju metode, kao i design space-a su kreirani u

Modde 11 programu.

Validacija metode

Hromatografski uslovi

HPLC sistem je prvobitno podeSen prema prethodno odredenim optimalnim
hromatografskim uslovima. Pod tim uslovima je ispiran mobilnom fazom do postizanja
stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su odgovarajucéi rastvori ispitivanih supstanci.

Kao odgovor sistema pracene su povrsine pikova.

Priprema rastvora

Procena selektivnosti

Za procenu selektivnosti metode korisc¢en je rastvor standarda koji sadrzi 100 pg
mL™ olanzapina i 10 pg mL™ srodnih supstanci, kao i odgovaraju¢a placebo smesa.

Placebo smesa je pripremljena od pomocénih supstanci koje se nalaze u tableti: laktoza-

42



monohidrat, mikrokristalna celuloza, hipromeloza, krospovidon, koloidni anhidrovani
silicijum-dioksid, talk, magnezijum stearat i Opadry Il belo, u istom odnosu koncentracija u

kom su prisutne u farmaceutskom obliku.

Procena linearnosti

Osnovni rastvor standarda olanzapina koncentracije 1000 pg mL™ pripremljen je u
metanolu. Od osnovnog rastvora pripremljeni su rastvori koncentracija 40 pg mL™?, 60 ug
mL?, 80 pg mL™?, 100 ug mL™, 130 pg mL™, 160 pug mL™?, 200 pg mL™. Rastvori su

pripremljeni u smesi mobilne faze A i B.

Osnovni rastvori standarda srodnih supstanci 1, 2, 3, 4, 6, 7 i 8 koncentracije 100 pg
mL™ pripremljeni su u metanolu. Od osnovnih rastvora pripremljeni su rastvori sledeéih
koncentracija: 0,5 pg mL™, 1,0 pg mL™, 1,25 pg mL?, 1,5 pg mL™, 2,0 ug mL™, 4,0 pg
mL™ i 5,0 pg mL™ za srodne supstance 1, 3, 6 i 810,25 pg mL™?, 0,50 pg mL™, 0,625 pg
mL?, 0,75 ug mL™, 1,0 pg mL?, 2,0 pg mL™ i 2,5 pg mL™ za srodne supstance 2, 4 i 7.

Rastvori su takode pripremljeni u smesi mobilne faze A 1 B.

Procena tacnosti

Laboratorijska sme$a koja sadrzi placebo i olanzapin u koncentraciji 1000 pg mL™
pripremljena je u metanolu. Za procenu tacnosti metode pripremljena su po 3 rastvora
slede¢ih koncentracija: 80 ug mL™ (80%), 100 pg mL™ (100%) i 120 ug mL™ (120%).

Laboratorijska sme$a koja sadrzi placebo i srodne supstance 1, 2, 3, 4, 6,718 u
koncentraciji 100 pug mL™ pripremljena je u metanolu. Za procenu ta¢nosti metode
pripremljena su po tri rastvora koncentracija: 1,6 pg mL™?, 2,0 uyg mL™ i 2,4 ug mL™ za sve

ispitivane srodne supstance.
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Procena preciznosti

Procena preciznosti izvedena je na komercijalno dostupnim Olanzapine® tabletama.

Rastvori za odredivanje sadrzaja olanzapina i srodnih supstanci pripremani su odvojeno.
Priprema rastvora za procenu preciznosti olanzapina

Odmerena je tabletna masa koja sadrzi 50 mg olanzapina, preneta u odmerni sud od
50 mL, zatim je dodato 20 mL metanola i sadrzaj je tretiran u ultrazvuénom kupatilu 30
minuta. Odmerni sud je dopunjen do oznake metanolom, a zatim filtriran. Koncentracija
olanzapina bila je 1 mg mL™. Od dobijenog rastvora pripremljeno je 6 rastvora olanzapina

koncentracije 100 pg mL™,
Priprema rastvora za procenu preciznosti srodnih supstanci olanzapina

Kako se procena priciznosti vr$i na farmaceutskom obliku, a kada su u pitanju
srodne supstance neke od njih mogu biti prisutne u koncentracijama koje su nize od limita
kvantifikacije, bilo je potrebno najpre odrediti u kojoj koncentraciji se nalaze srodne
supstance. Ispitivanje je uradeno injektovanjem rastvora Olanzapine® tableta u kojem je
koncentracija olanzapina 1 mg mL™ U ispitivanom uzorku detektovane su srodne
supstance 1 i 3 a njihova koncentracija odredena je iz odgovarajuce kalibracione krive.
Dalje, kako bi se izvrsilo ispitivanje preciznosti za sve srodne supstance, uzorak tableta je
opterecen rastvorima standarda srodnih supstanci 2, 4, 6, 7 i 8 koncentracije 100 pg mL™.
Pripremljeno je 6 ovakvih rastvora. Konac¢ne koncentracije srodnih supstanci u rastvoru za
ispitivanje preciznosti bile su 2 pg mL™ za srodne supstance 2, 4, 6, 7i 8, 0,58 ug mL™ za

srodnu supstancu 1 i 1,20 pg mL™ za srodnu supstancu 3.

Analiza tableta

Spraseno je 10 Olanzapine® tableta, odmerena je koli¢ina tabletne mase koja sadrzi
50 mg olanzapina, preneta u odmerni sud od 50 mL i dodato 20 mL metanola. Smesa je
tretirana u ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta a zatim dopunjena metanolom do oznake i

filtrirana. Koncentracija olanzapina u dobijenom rastvoru je 1 mg mL™. Od dobijenog
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rastvora pripremljeno je 6 rastvora olanzapina koncentracije 100 pg mL™. Postupak je

ponovljen Sest puta.

Mobilna faza

Mobilna faza A sastojala se od 20 mmol L™ rastvora amonijum-formijata, pH
podesenog mravljom kiselinom na 3,0 i acetonitrila u odnosu 90:10 V/V. Mobilna faza B je
bila ¢ist acetonitril. Udeo vodene faze na pocetku linearnog gradijenta bio je 5,3%, a
gradijent je trajao ukupno 31 minut (13 minuta linearni gradijent, zatim 3 minuta plato za
¢ime je sledilo rekondicioniranje u trajanju od 15 minuta). Uslovi gradijenta prikazani su u
tabeli 2.

Tabela 2. Uslovi gradijenta

Vreme (minuti) | Protok (mL min™) | Udeo acetonitrila (%) | Udeo vodene faze (%)
pocetak 1,0 94,7 53

13,0 1,0 86,4 13,6

131 1,0 86,4 13,6

16,0 1,0 94,7 53

31,0 1,0 94,7 5,3

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podesen prema optimalnim hromatografskim uslovima ispiran
je mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga injektovani su
odgovarajuci rastvori analiziranih supstanci, a kao odgovori sistema praceni su retenciono
vreme svih analita i s faktor za kriti¢ne parove analita: srodne supstance 2 i 4; olanzapin i

srodna supstanca 6.

45




Kompjuterski programi

Rezultati validacije su obradeni u Microsoft Office Excel programu.

8.6.  Transfer metode na maseni spektrometar i validacija metode

Hromatografski uslovi:

Te¢ni hromatoraf:  Acquity UHPLC System, Waters, Milford, USA
Kolona: Acquity UPLC BEH HILIC, 100x2,1 mm, 1,7 um veli¢ine
Cestica

Protok mobilne faze: 0,210 mL min™*

Priprema rastvora standarda:

Osnovni rastvori standarda olanzapina i njegovih srdonih supstanci koncentracije
1000 pug mL™ pripremljeni su u metanolu. Za proveru pogodnosti sistema pripremljen je

rastvor u kome su koncentracije svih analita bile 1 pg mL™.
Mobilna faza

Sastav mobilne faze je naveden u poglavlju 8.5. Pocetni udeo vodene faze, trajanje
linearnog dela gradijenta i temperatura kolone su bile podesene u skladu sa dobijenom

UHPLC metodom uz pomo¢ ACQUITY Columns kalkulatora.

Priprema rastvora za validaciju metode

Procena linearnosti
Priprema rastvora internog standarda

Pripremljen je rastvor mianserina u metanolu koncentracije 1 pg mL™.
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Priprema rastvora standarda olanzapina

Osnovni rastvor standarda olanzapina pripremljen je u metanolu, u koncentraciji 1
ug mL™. Iz tog rastvora, otpipetirano je 50 L, 100 pL, 200 uL, 300 pL, 400 pL i 500 pL u

odmerne sudove od 10 mL, dodato 1 mL rastvora mianserina i dopunjeno optimalnom

mobilnom fazom do oznake. Koncentracije dobijenih rastvora bile su 0,5 ug mL™, 1,0 pg

mL?, 2,0 pg mL?, 3,0 ug mL?, 4,0 ug mL? i 5,0 pg mL* a koncentracija internog

standarda mianserina 10 ng mL™.

Priprema rastvora standarda srodnih supstanci

Osnovni rastvori standarda srodnih supstanci 1, 2, 3, 4, 6, 7 i 8 pripremljeni su u

metanolu, u koncentraciji 100 pg mL™. Rastvori su dalje razblazeni do dobijanja rastvora

koncentracije 100 ng mL™ za srodne supstance 1, 2, 4, 7 i 8, 10,0 ug mL™ za srodnu

supstancu 3 i 1,0 ug mL™ za srodnu supstancu 6. U cilju ispitivanja linearnosti metode

pripremljeni su rastvori sledecih koncentracija:

0

O

0

05ngmL? 1,0ngmL™?, 2,0ngmL?, 3,0ngmL?, 40ngmL™i5,0ng mL
! za srodne supstance 2 i 8,

1,5ng mL?, 40ng mL™, 50ng mL?, 7,5 ng mL?, 10,0 ng mL™ i 15,0 ng
mL™* za srodnu supstancu 1,

50,0 ng mL™, 100,0 ng mL™, 150,0 ng mL™, 200,0 ng mL™?, 300,0 ng mL™ i
500,0 ng mL za srodnu supstancu 3,

1,0 ng mL™, 2,0 ng mL?, 4,0 ng mL™, 6,0 ng mL™?, 8,0 ng mL™ i 10,0 ng
mL™* za srodnu supstancu 7,

10,0 ng mL*?, 15,0 ng mL™, 25,0 ng mL™, 50,0 ng mL™?, 75,0 ng mL? i
100,0 ng mL™ za srodnu supstancu 6 i

08ngmL? 15ngmL™ 2,0ngmL™?, 40ngmL? 6,0ngmL™i8,0ngmL"

! 7a srodnu supstancu 4.

Svi rastvori su sadrzali interni standard u koncentraciji 10 ng mL™.
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Procena tacnosti

Laboratorijska smesa koja sadrzi placebo i olanzapin u koncentraciji 100 pg mL™
pripremljena je u metanolu. Za procenu ta¢nosti metode pripremljena su po 3 rastvora
slede¢ih koncentracija: 0,8 ng mL™ (80%), 1,0 ng mL™ (100%) i 1,2 ng mL™ (120%), dok

je interni standard mianserin bio prisutan u koncentraciji 10 ng mL™.

Laboratorijska smesa koja sadrzi placebo i srodne supstance u koncentraciji 100 ug
mL? je pripremljena u metanolu. Koncentracije kona&nih rastvora srodnih supstanci za

ispitivanje tacnosti su bile:

3 15ngmL™ 7,5ngmL™ i 9,0 ng mL™ za srodnu supstancu 1,
0,5ngmL?, 2,5ngmL™? i3,0 ng mL™ za srodnu supstancu 2,
50 ng mL™, 250 ng mL™ i 300 ng mL™ za srodnu supstancu 3,

0,8ngmL™ 4,0ngmL™ i4,8ng mL™ za srodnu supstancu 4,

O aaad

10 ng mL™, 50 ng mL™ i 60 ng mL™ za srodnu supstancu 6,
3 1,0ngmL™, 50ngmL™ i 6,0 ng mL™za srodnu supstancu 7.

Svi rastvori su sadrzali interni standard u koncentraciji 10 ng mL™.
Procena preciznosti

Procena preciznosti je sprovedena na komercijalno dostupnim Onzapin® tabletama.
Zbog prakti¢nosti, rastvori za odredivanje olanzapina i srodnih supstnci pripremani su

odvojeno.
Priprema rastvora za procenu preciznosti olanzapina

Odmerena je tabletna masa koja sadrzi 2,5 mg olanzapina, preneta u odmerni sud od
25 mL sa dodatkom 10 mL metanola. Sadrzaj je tretiran U ultrazvu¢nom kupatilu 30
minuta, dodato je 250 pL osnovnog rastvora mianserina, nakon cega je odmerni sud
dopunjen do oznake metanolom i filtriran. Dobijen je osnovni rastvor olanzapina
koncentracije 100 pg mL™. Od dobijenog rastvora pripremljeno je 6 rastvora olanzapina

koncentracije 1 pg mL™. Svi rastvori sadrzali su 10 ng mL™ internog standarda.
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Priprema rastvora za procenu preciznosti srodnih supstanci olanzapina

Osnovni rastvori srodnih supstanci koncentracije 100 pg mL™ pripremljeni su u
metanolu. Daljim razblazivanjem u metanolu pripremljeni su rastvori koncentracije 1000
ng mL™. Tabletna masa koja sadrzi 1 mg olanzapina preneta je u odmerni sud od 10 mL i
optereCena rastvorima srodnih supstanci i mianserina, kako bi se dobile sledece
koncentracije: srodna supstanca 1 7,5 ng mL™; srodna supstanca 2 2,5 ng mL™; srodna
supstanca 3 250 ng mL™; srodna supstanca 4 4,0 ng mL™; srodna supstanca 6 50 ng mL™;
srodna supstanca 7 5,0 ng mL™; srodna supstanca 8 2,5 ng mL™ a mianserin u
koncentraciji 10 ng mL™.
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8.7.  Ispitivanje stabilnosti olanzapina pod uslovima forsirane degradacije

Hromatografski uslovi:

Teéni hromatoraf: Aquity UHPLC System, Waters, Milford, USA
Kolona: Acquity UPLC BEH HILIC, 100x2,1 mm, 1,7 um veli¢ine
Cestica

Protok mobilne faze: 0,210 mL min™*

Priprema rastvora standarda za izvodenje studija forsirane degradacije:

Osnovni rastvor standarda olanzapina koncentracije 1 mg mL™ pripremljen je u
metanolu. Osnovni rastvor je razblazen mobilnom fazom do koncentracije 10 pg mL ™. Od
ovog rastvora otpipetirano je 1 mL i dopunjeno odgovaraju¢im stres agensom do 10 mL.
Kao stres agensi koris¢eni su 0,1 M hlorovodoni¢na kiselina, 0,1 M natrijum-hidroksid, kao
i rastvor vodonik-peroksida koncentracije 30%. Koncentracija olanzapina u ovim

rastvorima bila je 1 pg mL™,
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9. REZULTATI | DISKUSIJA

9.1. Modelovanje retencionog ponasanja teorijskim modelima i nova tehnika splajn

interpolacije

Iako ve¢ postoji znacajan broj publikovanih radova koji se bave HILIC tehnikom,
njihov broj i dalje konstantno raste. Kompleksan sistem i nedovoljno razjasnjeni retencioni
mehanizmi doveli su do toga da je ova tema jo§ uvek aktuelna. Kako bi se u potpunosti
razumeo HILIC sistem potrebno je sprovesti jo§ mnogo istrazivanja sa razli¢itim analitima

na razlicitim polarnim stacionarnim fazama.

Pretragom literature uoceno je da glavni fokus, u ve€ini istraZzivanja koja se bave
teorijskim modelima, predstavljaju mehanizmi razdvajanja, koji su veoma kompleksni u
tecnoj hromatografiji hidrofilnih interakcija. U skladu sa najnovijim istrazivanjima, i nasa

grupa istrazivaca je objavila nekoliko radova na tu temu [55-59].

U ovoj disertaciji, uradena je detaljna analiza smes$e olanzapina i njegovih osam
srodnih supstanci. Strukture svih analita su prikazane u eksperimentalnom delu doktorske
disertacije. Srodne supstance oficinalne u osmoj evropskoj farmakopeji [29] i u americkoj
farmakopeji [60] su srodna supstanca C (1), srodna supstanca D (3) i srodna supstanca B
(5). Ostale srodne supstance nisu oficinalne ni u jednoj farmakopeji. Srodna supstanca 4
predstavlja oksidacioni proizvod olanzapina [61], dok su srodne supstance 6 i 7 neéistoce iz
procesa sinteze [51,52]. Ostale dve srodne supstance koje su ispitivane u ovoj disertaciji, 2 i

8, nisu farmakopejske niti su opisane u drugim publikovanim radovima.

Detaljna analiza hromatografskog ponasanja ispitivane smeSe obuhvatila je
ispitivanje uticaja stacionarne i mobilne faze, kao i strukturnih karakteristika analita na

retenciono ponasanje u HILIC sistemu.
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9.1.1. Odabir eksperimentalnih uslova

S obzirom da je ispitivana smesa analita po prvi put predmet nau¢nog istrazivanja

bio je potreban pazljiv pristup u izboru hromatografskih uslova.

Na pocetku istrazivanja odluceno je da se ispita nekoliko polarnih stacionarnih faza
razli¢itih karakteristika kako bi se dobile detaljnije informacije 0 retencionom ponasanju
olanzapina i njegovih srodnih supstanci. Na osnovu pretrage literature odabrane su Cetiri
stacionarne faze, Cije su karakteristike opisane u eksperimentalnom delu: silika kolona,

diolna, cijano i cviterjonska.

Nakon odabira stacionarnih faza, usledio je izbor sastava mobilne faze. Prethodna
istrazivanja naSe istrazivacke grupe [55-59] pokazala su da osobine mobilne faze (pH
vrednost, udeo vodene faze, tip pufera i njegova koncentracija) u znac¢ajnoj meri uti¢u na
zadrzavanje analita u polarnoj koloni. Kako bi se odabrale §to povoljnije karakteristike
mobilne faze, prvo su u Marvin Sketch programu izracunate pKa, logP i logD vrednosti za

sve ispitivane analite. Dobijene vrednosti za pKa, log P i log D prikazane su u tabeli 3:
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Tabela 3. Vrednosti pKa, log P i log D ispitivanih analita, izrac¢unate u Marvin Sketch
programu

Analit pia LogP oo
vrednost (na pH 3,0)

Olanzapin 4,01 3,09 -1,59
Srodna supstanca 1 3,91 -0,82 -1,74
Srodna supstanca 2 4,04 2,39 1,37
Srodna supstanca 3 3,83 2,48 1,59
Srodna supstanca 4 4,34 6,21 4,18
Srodna supstanca 5 13,6 3,82 3,82
Srodna supstanca 6 4,02 2,72 -1,88
Srodna supstanca 7 19,71 2,36 —-0,95
Srodna supstanca 8 4,04 2,29 1,27

Na osnovu analize prikazanih deskriptora, odabrana je kisela sredina za analizu
analita kako bi svi bili u katjonskom obliku, tj. u jonizovanom obliku. Problem je
predstavljala supstanca 5 koja se u opsegu pH vrednosti prihvatljivih za kolonu ponasa
neretenciono. Iz tog razloga je iskljucena iz dalje studije. Za dalju hromatografsku analizu

odabrana je pH 3,0 vrednost mobilne faze.

U sledecoj fazi vrsen je izbor pufera. Zadovoljavajuci izgled pikova dobijen je sa
acetatnim puferom te je on izabran za dalju studiju. Prednost primene ovog pufera ogleda
se I U njegovoj kompatibilnosti sa masenim detektorom. Koncentracija amonijum-formijata
odrzavana je na konstantnom nivou od 20 mmol L™, a pH vrednost 3,0 podesavana je

mravljom kiselinom.
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Dalje, trazen je pogodan opseg za ispitivanje uticaja udela vodene faze. Nakon
preliminarnih ispitivanja, izabran opseg za kreiranje matematickih modela bio je od 5% do
20%. Ipak, ti uslovi nisu odgovarali svim analitima. Zbog toga je opseg prilagoden za
olanzapin i srodnu supstancu 3 na silika koloni: od 8% do 23%, kao i za srodnu supstancu 3
na diolnoj koloni: od 11% do 26%.

9.1.2. Ispitivanje uticaja stacionarne faze na retenciono ponasanje analita

Prvenstveno, u cilju poredenja selektivnosti izmedu Cetiri razliite stacionarne faze,
smesa devet ispitivanih analita je injektovana na svakoj od njih, pod istim hromatografskim
uslovima. Udeo mobilne faze je odabran tako da supstance imaju zadovoljavajuce
zadrzavanje, tj. da se ne eluiraju prebrzo ali i da se ne zadrzavaju dugo u koloni. Mobilna
faza, koja je dala takve karakteristike hromatograma, sadrzala je 14% vodene faze u

mobilnoj fazi. Hromatogrami koji su tom prilikom dobijeni prikazani su slici 5.
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Slika 5. Hromatogrami sme$e olanzapina i njegovih osam srodnih supstanci u 4 kolone: cijano,

diolnoj, silika i cviterjonskoj. Hromatografski uslovi: mobilna faza 86% acetonitrila i 14% vodenog

rastvora amonijum-formijatnog pufera u koncentraciji 20 mmol L™. Protok mobilne faze 1 mL min’

!, volumen injektovanja 20 pL, a temperatura kolone 25°C *
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Iz ovih hromatograma moguce je izvesti odredene opste zakljucke. Analiti se
najkraée zadrzavaju u cijano koloni usled nepostojanja vodoni¢nih veza i jonskih
interakcija. Zatim sledi diolna kolona, pa silika u kojoj se analiti najduze zadrzavaju. U
cviterjonskoj stacionarnoj fazi ukupno trajanje analize je slicno kao u cijano koloni,

medutim selektivnost je dosta losija, a i pojedinacni analiti se slabije zadrzavaju u njoj.

Dalje, jasno je da je srodna supstanca 5 neretenciona na svim kolonama, kao sto je i
pretpostavljeno tokom izracunavanja vaznih strukturnih deskriptora. Redosled eluiranja je
skoro u svim slu¢ajevima isti, ali zbog razlika u selektivnosti, analiti nisu podjednako dobro
razdvojeni u svim kolonama. Jedina supstanca koja menja mesto jeste srodna supstanca 4,
koja se eluira pre olanzapina na diolnoj, silika i cviterjonskoj koloni, ali nakon olanzapina u
cijano koloni. Moguée obrazlozenje ovog fenomena jeste da je cijano kolona najmanje
polarna od Cetiri ispitivane kolone i samim tim poseduje najmanju mo¢ zadrZavanja
polarnih analita sa HILIC mobilnim fazama. Srodna supstanca 4 je najmanje polarna
supstanca iz cele smese (logD je 4,18 a logP 6,21) i zbog toga je njeno retenciono vreme

pomereno udesno, §to je uzrokovalo zamenu mesta sa olanzapinom.

* Tumpa, A., Miskovié¢, S., Stanimirovic¢, Z., Jancic-Stojanovié¢, B., Medenica, M. Modeling
of HILIC retention behavior with theoretical models and new spline interpolation

technique. Journal of Chemometrics 2017 : 31
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9.1.3. Modelovanje retencionog ponasanja

U sledecoj fazi istrazivanja, pristupilo se ispitivanju uticaja polarnijeg rastvaraca u
mobilnoj fazi (vodeni rastvor pufera), kako bi se dobile informacije 0 mehanizmima koji su
ukljuceni u celokupan proces retencije. Takode je izvrSeno i fitovanje dobijenih rezultata u
odredene matemati¢ke modele. Modeli imaju ulogu da otkriju retencione mehanizme koji
se odvijaju izmedu stacionarne i mobilne faze, kao i da omoguce predvidanje retencionog
ponasanja ispitivanih analita. Sto matemati¢ki model bolje karakterise jedan sistem, to ée

on moc¢i bolje da se iskoristi za predvidanje retencionog ponasanja.

Nakon izvodenja eksperimenata pod uslovima navedenim u poglavlju 7.4, kao
odgovori su zabelezena retenciona vremena svih analita pod razli¢itim uslovima, koja su

dalje korisc¢ena za fitovanje u razlicite matematicke modele.

Kako je particija dominantan retencioni mehanizam u HILIC sistemima, pre
ispitivanja matemati¢kih modela, pokuSana je da se uspostavi linearna veza izmedu
retencionih vremena i logD vrednosti analita. LogD je oktanol / voda particioni koeficijent
na odredenoj pH vrednosti, koji uzima u obzir i jonizovan i nejonizovan oblik analita, a u
slucajevima particije direktno je proporcionalan retencionim vremenima analita. LogD je
izraCunat za sve analite u Marvin Sketch programu (rezultati prikazani u tabeli 2) i ispitana
je linearna zavisnost retencionog faktora od logD vrednosti. Kako ona nije postojala,

zakljuceno je da particija nije dominantan retencioni mehanizam u ovom HILIC sistemu.

Uocena su jo$ neka odstupanja koja su ukazivala na postojanje vise razlicitih
retencionih mehanizama. Na primer, za srodne supstance 4 i 5, logD vrednosti su 4,18 i
3,82. One su najlipofilniji analiti iz cele smeSe. Zbog svoje lipofilnosti srodna supstanca 5
je neretenciona, ali se srodna supstanca 4 zadrzava u polarnoj HILIC koloni. Jedno od
objasnjenja ove pojave jeste da je srodna supstanca 5 takode i nejonizovana na pH 3,0, dok
srodna supstanca postoji kao katjon koji moze da reaguje sa stacionarnim fazama. Drugo
objasnjenje je broj akceptora vodoni¢nih veza u molekulima: srodna supstaca 5 ih ima dva,

dok srodna supstanca 4 ima Sest, Sto ukazuje na njeno jo§ jace zadrzavanje u kolonama
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ostvarivanjem vodoni¢nih veza. Oba ova objasnjenja ukazuju na postojanje vise retencionih

mehanizama koji su ukljuceni u zadrzavanje analita.

Kako bi se preciznije ispitali retencioni mehanizmi, rezultati su prvo fitovani u dva
osnovna matematicka modela: nelokalizovani (jednac¢ina 1) i lokalizovani (jednaCina 2),
oba prethodno opisana u poglavljima 3.1 i 3.2. Modeli su obradeni u programu Microsoft
Excel, a rezultati su prikazani na slici 6. Slika 6 predstavlja zavisnost logaritmovanih
vrednosti retencionih faktora analita od logaritmovnih (adsorpcioni model) i linearnih
(particioni model) vrednosti udela vodene faze (srodna supstanca 5 je iskljucena iz dalje

analize jer je pokazala neretenciono ponasanje).
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Betasil Silica - particioni model
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Betasil CN - particioni model
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Betasil Diol - particioni model
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ZIC®-HILIC - particioni model
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Slika 6. Grafici: zavisnost In k od In ¢ (lokalizovani adsorpcioni model) i zavisnost In k od ¢

(nelokalizovani particioni model) prikazane za olanzapin i sedam necistoca na sve Cetiri kolone *

Statisticki parametri koji su se koristili za ocenu podobnosti matematickih modela
su koeficijent determinacije (R? i unakrsno validirani koeficijent determinacije (Q?).
Dobijene vrednosti nisu bile zadovoljavajuée ni za jednu od kolona. Vrednosti R? su se
kretale u slede¢im opsezima za razli¢ite kolone: (silika: 0,7890-0,9977, cijano: 0,9003—
0,9978, diolna: 0,8504-0,9982 i cviterjonska: 0,7700-0,9970), dok su dobijene Q?
vrednosti i o&ekivno nize od R, a u nekim slu¢ajevima 1 neprihvatljivo male: (na primer, za
srodnu supstancu 8 na silika koloni Q? je bilo 0,2122). Vrednosti ovih statistickih

parametara su prikazane u tabeli 4.

* Tumpa, A., Miskovié, S., Stanimirovi¢, Z., Janci¢-Stojanovié¢, B., Medenica, M. Modeling
of HILIC retention behavior with theoretical models and new spline interpolation

technique. Journal of Chemometrics 2017 : 31
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Tabela 4. Koeficijenti determinacije (R?) i koeficijenti predikcije (Q?) za adsorpcione i

particione modele

Adsorpcioni model

Particioni model

Ink=Inky—SIng Ink=Inky—S¢

Betasil Silica R? Q’ R? Q’
olanzapin 0,9977 0,9900 0,9748 0,9204
srodna supstanca 1 0,9965 0,9926 0,9406 0,8162
srodna supstanca 2 0,9751 0,8998 0,9969 0,9900
srodna supstanca 3 0,9938 0,9984 0,9824 0,9477
srodna supstanca 4 0,9365 0,7392 0,9948 0,9848
srodna supstanca 6 0,9965 0,9926 0,9405 0,8165
srodna supstanca 7 0,9916 0,9652 0,9871 0,9587
srodna supstanca 8 0,7890 0,2122 0,9242 0,7669

Betasil CN R? Q’ R? Q?
olanzapin 0,9875 0,9667 0,9196 0,7505
srodna supstanca 1 0,9765 0,9177 0,8897 0,6495
srodna supstanca 2 0,9156 0,6690 0,9565 0,9109
srodna supstanca 3 0,9978 0,9964 0,9557 0,8622
srodna supstanca 4 0,9394 0,8908 0,9540 0,8919
srodna supstanca 6 0,9746 0,9067 0,8829 0,6208
srodna supstanca 7 0,9920 0,9862 0,9407 0,8294
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srodna supstanca 8 0,9003 0,6395 0,9609 0,8964
Betasil Diol R? Q’ R? Q’
olanzapin 0,9882 0,9606 0,9666 0,8966
srodna supstanca 1 0,9935 0,9798 0,9282 0,7599
srodna supstanca 2 0,9641 0,8697 0,9981 0,9949
srodna supstanca 3 0,9982 0,9969 0,9693 0,9082
srodna supstanca 4 0,9530 0,8191 0,9984 0,9965
srodna supstanca 6 0,9925 0,9722 0,9205 0,7390
srodna supstanca 7 0,9940 0,9764 0,9797 0,9336
srodna supstanca 8 0,8504 0,5071 0,9535 0,8833
ZIC-HILIC R’ Q° R’ Q’
olanzapin 0,9765 0,9085 0,9775 0,9349
srodna supstanca 1 0,9919 0,9710 0,9704 0,9073
srodna supstanca 2 0,9248 0,7717 0,9869 0,9763
srodna supstanca 3 0,9805 0,9204 0,9922 0,9751
srodna supstanca 4 0,9316 0,7554 0,9939 0,9865
srodna supstanca 6 0,9970 0,9923 0,9427 0,8116
srodna supstanca 7 0,9931 0,9729 0,9828 0,9423
srodna supstanca 8 0,7700 0,5616 0,8985 0,8647
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Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da ni adsorpcioni ni particioni model ne
opisuju u potpunosti retenciono ponasanje analiziranih supstanci, $to ponovo ukazuje na to
da su i drugi procesi ukljuéeni u zadrzavanje analita na kolonama. Takvi rezultati su i bili
oc¢ekivani zbog kompleksnosti sistema. Zbog nemogucénosti adsorpcionog i particionog
modela da opiSu sistem, u nastavku istrazivanja ispitani su i drugi, kompleksniji

matemati¢ki modeli.

Podaci su dalje koriS¢eni za kreiranje meSovitog modela (jednacina 3), koji ima
linearni i nelinerni deo jednacine i opisuje kombinaciju oba prethodno pomenuta procesa.
Ocekivalo se da ¢e meSoviti model, iz tih razloga, bolje opisivati sistem, $to je i dokazano
dobijanjem znadajno visih R? vrednosti (silika: 0,9972-0,9999, cijano: 0,9576-0,9978,
diolna: 0,9659-0,9998 i cviterjonska: 0,9661-0,9986). Koeficijenti determinacije R? koji se
koriste kao ocena sposobnosti modela da opiSe sistem, kao 1 koeficijenti predvidanja za

mesoviti model prikazani su u tabeli 5.

Tabela 5. Koeficijenti determinacije (R?) i koeficijenti predikcije (Q?) za meSoviti model

MeSoviti model
Ink=Inky+ Sip+ Ssln ¢
Betasil Silica R’ Q’
olanzapin 0,9999 0,9922
srodna supstanca 1 0,9983 0,9853
srodna supstanca 2 0,9989 0,9866
srodna supstanca 3 0,9991 0,9970
srodna supstanca 4 0,9972 0,9596
srodna supstanca 6 0,9984 0,9863
srodna supstanca 7 0,9994 0,9919
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srodna supstanca 8 0,9984 0,9935
Betasil CN R? Q’
olanzapin 0,9932 0,9844
srodna supstanca 1 0,9928 0,9718
srodna supstanca 2 0,9565 0,4961
srodna supstanca 3 0,9978 0,9943
srodna supstanca 4 0,9576 0,6956
srodna supstanca 6 0,9945 0,9802
srodna supstanca 7 0,9930 0,9586
srodna supstanca 8 0,9645 0,8598
Betasil Diol R? Q?
olanzapin 0,9902 0,8589
srodna supstanca 1 0,9981 0,9804
srodna supstanca 2 0,9983 0,9931
srodna supstanca 3 0,9986 0,9920
srodna supstanca 4 0,9987 0,9905
srodna supstanca 6 0,9998 0,9988
srodna supstanca 7 0,9980 0,9760
srodna supstanca 8 0,9659 0,9108
ZIC HILIC R? Q?
olanzapin 0,9868 0,8085
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srodna supstanca 1 0,9939 0,9118
srodna supstanca 2 0,9906 0,9270
srodna supstanca 3 0,9970 0,9642
srodna supstanca 4 0,9975 0,9898
srodna supstanca 6 0,9986 0,9848
srodna supstanca 7 0,9981 0,9833
srodna supstanca 8 0,9661 0,7464

Iako znacajno visi, ni statisticki parametri meSovitog modela nisu dovoljno dobri za

precizno karakterisanje sistema i predvidanje retencionog ponasanja. Zakljucuje se da

adsorpcija i particija imaju zajedno najvisi uticaj na retenciono ponasanje analita u HILIC

sistemu, ali je ipak za precizniju karakterizaciju potrebno dobiti modele koji imaju bolje

statistiCke parametre.

U slucajevima kada linearni nisu adekvatni, kvadratni polinomi se najcesce koriste

za opisivanje kompleksnih sistema, kao sto je slu¢aj u ovom istrazivanju. Imajuéi to u vidu,

isti podaci su dalje iskoriS¢eni za kreiranje kvadratnog modela (jednacina 4). Koeficijenti

determinacije su takode bili merilo sposobnosti modela da opise sistem i dobijeni rezultati

prikazani su u tabeli 6.
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Tabela 6. Koeficijenti determinacije (R?) i koeficijenti predikcije (Q?) za kvadratni model

Kvadratni model
Ink =Inky + S1*p + S;* ¢ ?
Betasil Silica R? Q’

olanzapin 0,9995 0,9960
srodna supstanca 1 0,9972 0,9804
srodna supstanca 2 0,9994 0,9948
srodna supstanca 3 0,9989 0,9932
srodna supstanca 4 0,9961 0,9604
srodna supstanca 6 0,9971 0,9780
srodna supstanca 7 1,0000 0,9999
srodna supstanca 8 0,9939 0,9428

Betasil CN R? Q?

olanzapin 0,9903 0,9411
srodna supstanca 1 0,9852 0,8820
srodna supstanca 2 0,9573 0,7299
srodna supstanca 3 0,9966 0,9756
srodna supstanca 4 0,9558 0,8009
srodna supstanca 6 0,9871 0,9002
srodna supstanca 7 0,9946 0,9757
srodna supstanca 8 0,9657 0,8251

68



Betasil Diol R’ Q°
olanzapin 0,9963 0,9617
srodna supstanca 1 0,9990 0,9936
srodna supstanca 2 0,9984 0,9909
srodna supstanca 3 0,9986 0,9912
srodna supstanca 4 0,9985 0,9878
srodna supstanca 6 0,9966 0,9679
srodna supstanca 7 0,9998 0,9984
srodna supstanca 8 0,9706 0,9632

ZIC Hilic R’ Q°
olanzapin 0,9919 0,9179
srodna supstanca 1 0,9980 0,9831
srodna supstanca 2 0,9914 0,9636
srodna supstanca 3 0,9985 0,9863
srodna supstanca 4 0,9972 0,9824
srodna supstanca 6 0,9988 0,9933
srodna supstanca 7 0,9998 0,9985
srodna supstanca 8 0,9753 0,8718

Rezultati pokazuju dobru mo¢ opisivanja sistema pomoc¢u kvadratnog modela, u
skladu sa visokim vrednostima R? and Q% Medutim, kao §to je veé naznaceno u poglavlju
3.3, kvadratni model ima odredene nesavrSenosti (narocito da vrsi ekstrapolaciju vrednosti),

zbog Cega se uglavnom ne koristi za predvidanje retencionog ponasanja.
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Postoji nekoliko dokumentovanih pokusaja razli¢itih autora da opisu HILIC sistem
razli¢itim empirijskim modelima koje bi dobili iz rezultata eksperimentalnih analiza. Za
ovu doktorsku disertaciju je odluceno, pre nego Sto bi se kreirao jos jedan novi model, da se
rezultati fituju u jedan od ve¢ postoje¢ih empirijskin modela: Neue model (jednacina 8).

Rezultati su prikazani u tabeli 7:

Tabela 7. Koeficijenti determinacije (R?) i koeficijenti predikcije (Q?) za Neue empirijski

model
Neue model
In(k) = In(kw) + 2In(1 + Sz9) — Sy @(1 + S29)

Betasil Silica R’ Q’
olanzapin 0,9999 0,9992
srodna supstanca 1 0,9990 0,9894
srodna supstanca 2 0,9993 0,9843
srodna supstanca 3 0,9992 0,9975
srodna supstanca 4 0,9987 0,9836
srodna supstanca 6 0,9988 0,9881
srodna supstanca 7 0,9986 0,9851
srodna supstanca 8 0,9959 0,9626

Betasil CN R Q*
olanzapin 0,9932 0,9818
srodna supstanca 1 0,9927 0,9626
srodna supstanca 2 0,9571 0,5814
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srodna supstanca 3 0,9980 0,9948
srodna supstanca 4 0,9560 0,8204
srodna supstanca 6 0,9945 0,9734
srodna supstanca 7 0,9941 0,9687
srodna supstanca 8 0,9723 0,8208
Betasil Diol R? Q’

olanzapin 0,9932 0,8973
srodna supstanca 1 0,9986 0,9881
srodna supstanca 2 0,9984 0,9905
srodna supstanca 3 0,9989 0,9938
srodna supstanca 4 0,9985 0,9873
srodna supstanca 6 0,9999 0,9996
srodna supstanca 7 0,9992 0,9921
srodna supstanca 8 0,9192 0,7878

ZIC HILIC R’ Q°

olanzapin 0,9900 0,8725
srodna supstanca 1 0,9963 0,9455
srodna supstanca 2 0,9870 0,9018
srodna supstanca 3 0,9981 0,9816
srodna supstanca 4 0,9965 0,9510
srodna supstanca 6 0,9992 0,9808
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srodna supstanca 7 0,9992 0,9813

srodna supstanca 8 0,9278 0,3431

Rezultati ponovo pokazaju nedovoljno dobro opisivanje ovog kompleksnog sistema,
zbog Cega se u sledecem delu disertacije vrSilo kreiranje novog, splajn interpolacionog
modela, od kojeg je, na osnovu teorijskih predznanja ocekivano da zbog njegovih

specifi¢nosti posmatrani sistem bolje opise.

9.1.4. Kreiranje novog empirijskog modela splajn interpolacijom

Nakon testiranja nekoliko teorijskih i jednog empirijskog modela, shvaceno je da ¢e
se savrSen model veoma tesko naci. Uoceno je da se dobijeni eksperimentalni rezultati ne
mogu dobro uklopiti u ve¢ postojece teorijske i empirijske modele u odredenim delovima
eksperimentalnog prostora, dok se u drugima uklapaju dosta bolje. Ipak, ovaj fenomen je i
bio ocekivan, zbog razli¢itih retencionih mehanizama koji su prisutni pri ve¢im, odnosno

manjim udelima acetonitrila u mobilnoj fazi.

Uzimaju¢i sve navedeno u obzir, kreiran je novi, splajn interpolacioni model, uz
pomo¢ vec postojec¢ih eksperimentalnih podataka. Samo kreiranje kubnog splajna je
detaljno opisano u poglavlju 4. Budué¢i da je za svaku od supstanci dostupno Sest
eksperimentalnih tacaka, kubni splajn je kreiran za pet intervala, a na svakom od tih
intervala kreiran je polinom tre¢eg reda. Konstruisani su splajn modeli za analizirane

supstance i na slici 7 prikazani splajn modeli dobijeni na silika.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz splajna za sve ispitivane analite na Betasil Silica koloni *

* Tumpa, A., Miskovic, S., Stanimirovi¢, Z., Janci¢-Stojanovi¢, B., Medenica, M. Modeling

of HILIC retention behavior with theoretical models and new spline interpolation

technique. Journal of Chemometrics 2017 : 31
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Koeficijenti polinoma Pj3(x) koji aproksimiraju funkciju na intervalu [Xi.1, Xi] su aio, ai1, ajz i

ais, 1I=1, 2,.., 5, a prikazani su u tabeli 8.

Tabela 8. Dobijeni koeficijenti (ao-ass) kao i koeficijent predvidanja Q? za splajn na A)

Betasil Silica, B) Betasil CN, C) Betasil Diol i D) ZIC-HILIC kolonama*

A) Betasil Silica

ao an app as azo az az azs
olanzapin 4.4 -10,2 | -1755 731,4 4,8 —22,2 —66,8 402,1
ssl 51 —-30,6 —84,8 565,1 3,7 224 | 7415 3326,5
ss 2 3,1 -17,8 68,8 | —4584 2,2 16,1 | -254,0 1303,1
ss 3 52 126 | -320,3 970,7 111 -1140 584,3 | —1183,2
ss 4 2,2 —14,6 200,2 | —13345 0,7 425 | -5135 1639,3
Ss 6 6,0 -32,2| -1129 752,4 4,8 14,4 | -695,2 3178,6
ss 7 3,1 -16,9 -90,9 606,7 3,5 -32,2 99,0 | -185,2
ss 8 11 -5,1 106,4 | —709,5 0,9 0,1 429 | -—4448
azo az az azs Ao as ag a3
olanzapin 79 -87,1 397,1| -702,7 50 -37,0 102,3| -124,6
ssl 14,2 | -263,3 1850,1 | —4545,1 —2,7 98,1 | -731,7 1602,1
ss 2 59 —86,8 581,5 | —1531,6 -3,5 1152 | —861,9 1905,0
ss 3 -6,0 187,5 | —1189,7 2295,3 38,7 | —482,3| 2159,6 | —3286,9
ss 4 3,4 -31,2 155,9 | —389,2 0,9 23,3 | —232,8 536,2
Ss 6 144 | -253,8 1742,4 | —4207,7 0,6 453 | —393,8 878,3
ss 7 3,1 —20,7 =51 130,3 3,9 -38,4 120,8 | -169,4
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ss 8 -0,9 51,6 —425,3 974,1 0,8 15,2 | -165,7 355,9
aso as; as, as3 Q°
olanzapin 6,5 -58,8 211,3 -306,2 | 0,9965
ssl 98| -123,0 569,1 | -—948,6 | 0,9920
ss 2 11,8 | -1555 73,1 | —1218,0 | 0,9936
ss 3 -15,9 230,4 | -939,2| 1204,0 | 0,9930
ss4 57 —62,4 271,0 —451,7 | 10,9831
ss 6 7,9 -83,0 360,9 | -601,6 | 0,9932
ss 7 49 -56,8 2294 | 3824 | 0,9977
ss 8 3,4 -30,9 105,4 —175,6 | 0,9855
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B) Betasil CN

dio

ann

dis

dxo

dz

az

dzs

olanzapin 3,4 54| 7794 5196,3 10,8 -270,5| 2670,3| -—9177,7
ssl 4,0 12,0 | —1051,0 7009,0 13,0 —344,0 | 3394,0 | —11514,0
ss 2 15| 27,1 585,2 | —3901,1 —2,6 127,3 | —1345,3 4142,4
ss 3 0 0 -0,1 0,4 0 0 0,3 -1,0
ss 4 3,0 21,0 | —1051,0 7007,0 12,0 —310,0 | 3098,0 | —10282,0
Ss 6 4,0 11,0 | —1058,0 7055,0 13,0 -339,0 | 3316,0 | —11170,0
ss 7 29| -110| -2654 1769,1 54 —105,8 920,0 | -3170,0
ss 8 0,7| —-114 213,1 | —-1420,6 -1,3 619 | -703,7 2399,5

azo as; ds dsz dgo as as sz

olanzapin | —14,6 | 421,8 | —3624,0 9896,0 36,8 —679,8 | 42449 | -8839,5
ssl -16,0 | 462,0 | —3936,0 | 10700,0 38,0 —713,0 | 4458,0 | —9286,0
ss 2 -1,9 | 108,0 | —1169,4 3609,4 26,1 -492,4 | 31195 | -6602,3
ss 3 0 0,1 —0,4 1,0 0 0 0,2 —0.5
ss 4 -1,0 46,0 | —140,0 —468,0 —29,0 644,0 | —4417,0 9714,0
Ss 6 —15,0 | 417,0 | —3556,0 9653,0 33,0 —606,0 | 3746,0 | —7734,0
ss 7 -1,0 | 233,2 | —2162,1 6169,8 30,6 —574,0 | 3603,7 | —7558,3
ss 8 21| 314 1442 —-170,0 9,6 -191,5| 1288,0 | -—2893,5

aso as, as, as3 Q*

olanzapin | —21,0 | 340,2 | —1755,0 29249 | 0,8709

ssl —22,0 | 360,0 | —1855,0 3091,0 | 0,8090
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ss 2 -19,8 | 318,5 | —1650,9 27516 | 0,8136
0.0994*1 | 10,9587

ss 3 0 0 -0,1 | .0e+009
—715, 0,6672

ss4 48,0 0| 3583,0| -5971,0
Ss 6 —-16,0 | 255,0 | —1318,0 2196,0 | 0,8274
ss 7 -20,2 | 3231 | —1673,7 2789,4 | 10,9596
ss 8 -14,9 | 240,1 | —1250,8 2084,6 | 0,7444
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C) Betasil Diol

aio an ap as azo az az azs
olanzapin 4,2 27,4 166,8 | —1112,1 2,5 35,0 —613,3 2138,5
ssl 4,5 -16,6 | —412,7 2751,6 6,6 —96,9 591,3 | —14321
Ss 2 2,3 -8,1| -100,4 669,4 3,2 —42,7 331,9 | —1132,0
ss 3 6,1 -10,4 | —-229,6 956,7 7,7 —52,6 154,0 | —205,8
ss 4 2,1 —-8,2 -21,8 1455 2,7 —29,5 2446 | —964,7
Ss 6 55 —-15,6 | —534,4| 3562,5 8,3 | —121,0 782,3 | —1923,8
ss 7 3,2 -16,3 | -143,6 957,2 4,2 -53,4 320,1 | 9747
ss 8 1,0 -7,9 98,4 | -656,0 —0,4 43,7 | 5458 2028,1
azo as as as3 40 as ag a3
olanzapin 51 -35,4 26,7 199,0 4,4 -19,9 —83,7 461,9
ssl 6,6 —97,4 595,8 | —14455 —4.,8 148,3 | —1159,0 2732,4
Ss 2 1,7 -3,7 -21,9 -59,9 -3,4 107,4 | -816,0 1831,0
ss 3 6,3 —22,7 -59,9 303,7 8,7 —66,5 197,7| -201,6
ss 4 -0,3 52,8 | -503,4 1302,0 3,8 —34,4 119,2 | -180,5
Ss 6 78| -106,8 653,7 | —1534,0 —-0,3 655 | -5773 1396,9
ss 7 1,6 16,4 | -314,8 949,2 4,2 -39,1 82,1 4,0
ss 8 81| -187,1| 1552,5| —4330,3 —-16,7 344,8 | —2246,7 4715,4
aso as; asy as3 Q°
olanzapin 15,0 | —206,3 1012,3 | —1687,2 0,9824
ssl 21,4 | -3146| 1563,9| —2606,5| 0,9643
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Ss 2 12,0 | -164,7 785,1 | —1308,4 | 0,9886
ss 3 13,9 | -1447 588,6 | —853,0 | 0,9935
ss 4 4,4 44,9 181,5| -302,4| 0,9979
Ss 6 140 | -185,8 901,0 | —1501,6 | 0,9643
ss 7 8,8 | —120,6 561,4| —9356 | 0,9935
ss 8 151 | -216,4| 10543 | —1757,2| 0,9234
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D) ZIC-HILIC

ao an ap a3 azo az az azs
olanzapin 2,7 —26,8 334,1 | —2227,1 —0,4 92,0 | —1150,4 3958,0
ssl 2,5 -23,1 128,3 | —8554 0,7 43,0 | -697,2 25844
Ss 2 1,0 36| 3114 2076,2 40| -1118 1130,8 | —3932,9
ss 3 52| —293,0 179,6 | —1197,4 3,0 53,7 | -—857,6 3124,3
ss 4 0,8 -3,6 —54,4 362,7 1,5 —29,7 2715 | —9951
Ss 6 3,8 -17,2 | -185,9 1239,4 4,1 —217,6 —56,2 699,1
ss 7 2,1 —14,6 -104,0 693,2 2,6 -32,5 119,1 | -236,3
ss 8 0 86| —286,8 1912,3 31| -106,3 1148,7 | —4069,0
azo az az as3 Ao as ag a3
olanzapin 7,5 —1249 821,0 | —2015,8 —4,5 133,1 | —-1021,9 2372,0
ssl 6,8 -123,1 812,2 | —1989,6 —4,1 1120 | -866,5 2007,2
Ss 2 -2,8 74,8 | —565,5 1207,4 5,0 1216 | —899,8 2003,3
ss 3 116 | -182,1| 12855 | —3370,0 -8,9 257,6 | —1855,1 4107,7
ss 4 -0,2 16,2 | —1458 269,4 -2,5 67,2 | -509,8 1136,1
Ss 6 8,7 153,0 | 10835 | —2754,5 —6,5 172,2 | —1238,8 2774,6
ss 7 3,0 —42,0 206,0 | —499,7 -2,1 67,8 | -578,6 1368,3
ss 8 —4,2 91,7 | —651,4 1385,9 =51 1115 | -792,6 17219
aso as; asy as3 Q*
olanzapin 17,4 | -2535 1252,2 | —2087,0 0,9614
ssl 143 | —-213,5| 1048,0 | —1746,6 | 0,9845
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Ss 2 115 -169,5 812,4 | —1354,0 | 0,9510
ss 3 244 | —-329,5| 1598,7 | —2664,5| 0,9847
ss 4 6,8 —98,4 463,9 | —773,2| 0,9898
ss 6 16,8 | —-238,2| 11752 | —1958,6 | 0,9760
ss 7 11,1 | -165,7 795,3 | —1325,5| 0,9906
ss 8 8,0 | -120,2 570,6 | —951,0 | 10,8472

* Tumpa, A., Miskovi¢, S., Stanimirovic¢, Z., Janci¢-Stojanovi¢, B., Medenica, M. Modeling
of HILIC retention behavior with theoretical models and new spline interpolation

technique. Journal of Chemometrics 2017 : 31
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Jedan od uslova za kreiranje splajna je da se njegove vrednosti podudaraju sa
eksperimentalnim vrednostima u tatkama kroz koje prolazi. Iz tog razloga, R? ¢e za splajn
modele uvek biti najvis§i mogué¢i (jedan) i ta vrednost nije relevantna za poredenje sa
prethodnim modelima. Za poredenje su koris¢ene Q* vrednosti kao sposobnost modela da
opiSe sistem 1 predvidi retenciono ponaSanje analiziranih supstanci. One su posluzile za
poredenje rezultata za splajn modele i teorijske i eksperimentalne modele iz prethodnog

dela disertacije.

U ovom sluéaju, unakrsno validirani koeficijent predstavlja bolji parametar za
ocenu modela, jer se on dobija unakrsnom validacijom i izbacivanjem po jednog ¢lana iz
skupa, time pokazujuc¢i sposobnost da se ovaj model Kkoristi i za predvidanja retencionog
ponasanja odredenih anlita. Dobijene Q? vrednosti su prikazane u poslednjoj koloni tabele
7. Moze se primetiti da su sve Q? vrednosti vrlo blizu jedinici, Sto ukazuje na kvalitet
predlozenog modela. Takode, proverene su i sposobnosti ekstrapolacije splajna u regionima
bliskim spoljasnjim ivicama eksperimentalnog skupa. 1 taj test je pokazao dobre
sposobnosti predvidanja ovog modela, $to predstavlja njegovu veliku prednost nad

kvadratnim modelom.

Tehnika splajn interpolacije se moze koristiti za razli¢ite smeSe supstanci, kao 1 za
razli¢ite hromatografske sisteme. Naroc¢ito moZe biti korisna u slucajevima kada postojeci
modeli nisu zadovoljavajuci za opis sistema. lako kreirani splajn interpolacioni model ne
daje uvid u retencione mehanizme koji su ukljuceni u celokupan proces, on predstavlja

odli¢nu osnovu za precizno predvidanje retencionog ponaSanja ispitivanih supstanci.

Kako bi ta tvrdnja bila potvrdena, izvrSeno je eksperimentalno testiranje
sposobnosti predvidanja splajn modela. Izabrana je nasumi¢no jedna tacka iz
ekpserimentalnog opsega, ¢=16% i izvedeni su eksperimenti. Eksperimentalno dobijene
vrednosti su uporedene sa onima koje su izracunate uz pomoc¢ splajn interpolacije i rezultati

su prikazani u tabeli 9.
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Tabela 9. Uporedivanje ekperimentalno dobijenih vrednosti i vrednosti predvidenih uz
pomo¢ splajn modela, za eksperimentalnu tacku p=16%

Predvidena In k Eksperimentalno
vrednost dobijena In k vrednost Gredka (%)

olanzapin 1,2246 1,3437 8,9
srodna supstanca 1 0,8478 0,7736 9,6
srodna supstanca 2 0,6749 0,6373 59
srodna supstanca 3 2,9888 3,0028 0,5
srodna supstanca 4 0,8378 0,8319 0,7
srodna supstanca 6 1,3989 1,2209 9,6
srodna supstanca 7 0,1402 0,1330 54
srodna supstanca 8 0,4295 0,3965 8,3

U tabeli 9 mogu se videti rezultati koji potvrduju dobre osobine predvidanja

modela, sa greSkama prilikom dobijanja retencionih faktora manjim od 10%.

Na kraju ovog dela disertacije, tehnika splajn interpolacije je isprobana na jos$ jednoj
test smesi supstanci, kako bi se ispitala njena primenljivost. Splajn model je kreiran uz
pomo¢ veé objavljenih rezultata [62]. U radu Maksic i saradnika, granisetron i njegove dve
necistoée su ispitivane u HILIC sistemu, kao 1 njihovi retencioni mehnizmi.
Eksperimentalni uslovi pod kojima su eksperimenti izvodeni su detaljno opisani u radu,
dobijeni rezultati su fitovani u adsorpcioni i particioni model, dok su sada iskorisc¢eni za

pravljenje splajn modela. Dobijeni koeficijenti predvidanja su prikazani u tabeli 10.
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Tabela 10. Koeficijenti predvidanja splajn interpolacionog modela na primeru granisetrona
i njegove dve necistoce *

pH =30 Q’

granisetron 0,8914
nedisto¢a A 0,8916
nedistoca B 0,8194
pH =60 Q°

granisetron 0,8858
nedistoca A 0,7608
necisto¢a B 0,9109

Uzimajuéi u obzir prihvatljivo visoke Q? vrednosti, moZe se zakljugiti splajn

interpolacija moze biti primenjena na smese razlicitih supstanci.

* Tumpa, A., Miskovic, S., Stanimirovi¢, Z., Janci¢-Stojanovi¢, B., Medenica, M. Modeling
of HILIC retention behavior with theoretical models and new spline interpolation

technique. Journal of Chemometrics 2017 : 31
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9.2. Razvoj HILIC metode za analizu olanzapina i njegovih ne¢istoéa

9.2.1. Optimizacija metode

Prilikom razvoja HILIC metode analiticari se susrecu sa brojnim teSko¢ama zbog
kompleksnosti retencionih mehanizama, kao i broja faktora koji znafajno uti¢u na
retenciono ponaSanje. Izokratske HILIC metode su vrlo kompleksne dok metode sa
gradijentnim eluiranjem donose i dodatne teskoce, koji znacajno komplikuju razvoj i
postavljanje metode.

Iz ovih razloga, veoma je bitno da se prilikom razvoja HILIC gradijentnih metoda
koristi princip zasnovan na nau¢nim ¢injenicama koji ¢e omoguciti prevazilazenje svih tih
problema i pomoci pri razvoju robusne i primenljive metode. U ovoj disertaciji primenjen
je AQbD pristup za razvoj gradijentne HILIC metode, a njegov tok je prikazan kroz
nekoliko faza: definisanje ciljanog analitickog profila (ATP) i kriti¢nih procesnih prametara
(CPP); ispitivanje eksperimentalnog prostora i modelovanje kriticnih atributa kvaliteta

(CQA); optimizacija i design space, verifikacija optimalne tacke i validacija metode.

Preliminarna istrazivanja

Kako bi se obezbedila osnova za razvoj metode kao i za odabir odgovaraju¢ih CPP i
CQA, hilo je neophodno sprovesti preliminarna istrazivanja. Iz prethodnog dela istrazivanja
preuzete su informacije o ponasanju analita na razli¢itim stacionarnim fazama (poglavlje
9.1.2). Nakon analize dobijenih rezultata odluceno je da se razvoj metode radi na diolnoj
modifikaciji silika kolone. U nedostatku pufera oblik pikova nije bio zadovoljavajué. 1z tog
razloga dodat je formijatni pufer, koji je izabran jer je kompatibilan sa masenim
detektorom. Ipak, ispitivanje variranja koncentracije pufera od 10 mmol L™ do 40 mmol L™
nije dovelo do znacajnih promena u retencionim vremenima analita zbog Cega je njegova
koncentracija drzana konstantnom nivou 20 mmol L™. pH vrednost vodene faze odabrana

je na osnovu analize logP vrednosti analita (tabela 3), dok su protok mobilne faze i talasna
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duzina detekcije drzane na konstantnim vrednostima (protok mobilne faze 1 mL min™, a
talasna duzina detekcije 235 nm).

Nakon izvodenja vise hromatografskih analiza pod izokratskim uslovima eluiranja
mobilne faze, zakljueno je da nece biti moguée na taj nacin razdvojiti sve srodne
supstance. Osim toga, srodna supstanca 3 se predugo zadrzava U koloni i1 pod odredenim
uslovima se eluira i do 20 minuta nakon poslednje srodne supstance. Zbog ta dva razloga
odabrano je gradijentno eluiranje za ovu analizu, i to linearni gradijent na pocetku koji bi
razdvojio olanzapin i Sest srodnih supstanci, nakon Cega sledi plato ¢ija je uloga da ubrza

eluiranje srodne supstance 3.

Definisanje ATP, CPP i CQA

Kao sto je ve¢ navedeno, prvi korak u AQbD razvoju metode je odredivanje
zeljenog profila anlitiCke metode (ATP). ATP je skup kriterijuma koji odreduju koji ¢e se
odgovori pratiti i koji su Zeljeni kriterijumi koje metoda treba da postigne (CQA) [8,10].
Ovaj korak je kljucan prilikom razvoja metode jer postavlja smer za celokupnu dalju
analizu. Kriti¢ni procesni parametri (CPP) su “faktori ¢ije variranje direktno uti¢e na CQA 1
koje je stoga neophodno pratiti kako bi se obezbedilo da analiza ima odgovaraju¢i kvalitet”
[7]. Dobar izbor CPP i CQA je naroCito vazan u HILIC sistemima zbog njihove
kompleksnosti i nedovoljnog poznavanja ovog tipa hromatografije.

Glavni cilj razvoja ove metode je bio kreiranje robusne metode sa $to boljom
selektivnoséu (razdvojenost svih komponenata), a u najkra¢em vremenskom periodu.
Uzimaju¢i u obzir te ciljeve, kao CQA su definisani kriterijumi separacije s izmedu
kriti¢nih parova analita (Sp3: srodne supstance 2 i 4; Sg7: olanzapin i srodna supstanca 6).
Pokazatelj selektivnosti (s faktor) je racunat kao razlika vremena pocetka drugog pika i
vremena zavrSetka prethodnog pika u kriticnom paru pikova. Ukupno trajanje analize nije

prepoznato kao CQA jer nije znacajno variralo pod ispitivanim uslovima.

Kao CPP prvo je definisana temperatura kolone zato $to je pokazala veliki uticaj na

selektivnost 1 oblik pikova. Slede¢i je bio udeo vodene faze na pocetku linearnog dela
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gradijenta, jer je takode dosta uticao na selektivnost u linearnom delu gradijenta. Na kraju,
duzina trajanja linearnog segmenta gradijenta bila je definisana kao tre¢i kriti¢ni procesni

parametar, kako bi se Sto viSe skratilo ukupno trajanje analize.

Analiziranjem rezultata preliminarnih ispitivanja, intervali definisanih faktora su
suzeni, i na kraju postavljeni opsezi za optimizaciju: temperatura kolone od 40°C do 50°C,
udeo vodene faze u ukupnoj mobilnoj fazi od 5% do 9%, duzina trajanja linearnog dela

gradijenta od 12 minuta do 16 minuta.

Modelovanje kriticnih atributa kvaliteta

Slede¢i korak u procesu razvoja metode je uspostavljanje matematicke veze izmedu
faktora i odgovora. Ova faza omogucava simulaciju hromatografskog procesa u celom
eksperimentalnom prostoru a bez sprovodenja brojnih eksperimenata. Granice
eksperimentalnog prostora (eng. knowledge space, KS) su donje i gornje granice CPP.
Eksperimenti koje je u ovoj fazi istrazivanja trebalo sprovesti su odabrani uz pomo¢
metodologije eksperimentalnog dizajna (eng. Design of Experiments, DoE). Ova
metodologija, osim samog odabira eksperimentalnih uslova, omoguéava kreiranje
matematickih modela, opisivanje uticaja razli¢itih faktora na odabrane odgovore i
predvidanje odgovora u tackama unutar eksperimentalnog prostora koje nisu
eksperimentalno izvedene. U tu svrhu, odabran je Rechtschaffen optimizacioni dizajn. Za
ispitivanje tri faktora, trebalo je izvesti samo deset eksperimenata , uz dodatne tri centralne
tacke koje su neophodne za pravilno gradenje matematickih modela. Plan eksperimenata je
dat u tabeli 1, u poglavlju 8.5, dok su dobijene vrednosti pracenih CQA prikazane u tabeli
11.
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Tabela 11. Dobijene vrednosti za kriti¢ne atribute kvaliteta *

Redni

broj S23 Se7
1 0,10 0,24
2 0,84 1,44
3 0,00 0,03
4 0,00 0,15
5 0,57 0,87
6 0,66 0,97
7 0,00 0,00
8 0,00 0,00
9 0,09 0,96
10 0,00 0,82
11 0,05 0,68
12 0,14 0,63
13 0,09 0,75

Redni broj — broj eksperimenta; sp3 — faktor selektivnosti kriticnog para pikova (srodne
supstance 2 i 3); Se7 — faktor selektivnosti kriticnog para pikova (olanzapin i srodna
supstanca 6).

* Tumpa, A., Staji¢, A., Janci¢-Stojanovi¢, B., Medenica, M. Quality by Design in the
development of hydrophilic interaction liquid chromatography method with gradient

elution for the analysis of olanzapine. J Pharm Biomed Anal 2017; 134: 18-26.
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Plan eksperimenata je kreiran u MODDE 11 programu koji predstavlja Windows
program koji se uobicajeno koristi prilikom razvoja metode uz pomo¢ QbD metodologije.
Nakon nasumicnog izvodenja svih predvidenih eksperimenata, odabrani odgovori su
praceni i rezultati uneti u program. Linearna regresija i metoda najmanjih kvadrata su
koriSéene za kreiranje matematickih modela. StatistiCka validacija kreiranih modela je
izvrSena primenom ANOVA testa, ¢ime su dobijene vrednosti slede¢ih statistickih
parametara: koeficijent determinacije (R?), prilagodeni koeficijent determinacije (Adj R?) i
koeficijent predikcije (Q%). Ove vrednosti su, zajedno sa znadajnim koeficijentima modela,

prikazane u tabeli 12.
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Tabela 12. Koeficijenti matemati¢kih modela kreiranih za ispitivane odgovore sistema i

njihova statisticka znacajnost

Kosficijent Standardna p - Interval
greska vrednost pouzdanosti

S23
konstanta 0,0383 0,0537 0,0020 0,1270
vodena faza —0,2142 0,0348 0,0005 0,0823
temperature 0,0873 0,0360 0,0456 0,0851
vreme 0,0625 0,0360 0,1260* 0,0851
vod faza*vod faza 0,1624 0,0471 0,0107 0,1113
vod faza*temp —0,0615 0,0310 0,0872* 0,0732

Q°=0,636; R*=0,907;

Interval pouzdanosti = 0,95

R” adj. = 0,841 Lack of fit = 0,079

Se7

konstanta 0,6871 0,0701 9,85E-06 0,1616

vodena faza —0,3038 0,0447 0,0001 0,1031

temperature 0,1980 0,0460 0,0026 0,1060

vreme 0,1484 0,0460 0,0121 0,1060

vod faza*vod faza —0,1160 0,0607 0,0924* 0,1400
Q°=0,810; R®=0,926; R”adj.=0,889 Lack of fit=10,114

Interval pouzdanosti = 0,95

R® — koeficijent determinacije, Adj R® — prilagodeni koeficijent determinacije i Q° —
koeficijent predikcije; vodena faza — udeo vodene faze na pocetku linearnog gradijenta;
temperatura — temperatura kolone; vreme — trajanje linearnog dela gradijenta

* - faktori koji nisu imali znacajan uticaj na odgovore ali su ukljuceni u svrhu unapredenja

kvaliteta modela

Na osnovu visokih R? i Adj R? vrednosti, moZe se zakljuéiti da predloZeni modeli
veoma dobro opisuju dobijene eksperimentalne podatke, dok visoke Q? vrednosti ukazuju
na dobre sposobnosti predvidanja, $to je ispitano internom validacijom modela. Dalje, lack

of fit vrednosti nisu znac¢ajne Sto je jos jedna potvrda kvaliteta kreiranih modela.
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Uopsteni zakljuéei o uticajima CPP na razli¢ite CQA mogu se takode izvuci iz
tabele 11. Prvo, kao $to je i bilo ocekivano, udeo vodene faze na pocetku linearnog
gradijenta ima najveci uticaj na oba pracena odgovora, $to je vrlo specificno za HILIC
sistem. Takode 1 vrednost kvadratnog koeficijenta za isti faktor je znacajna za odovor Sp3 §to
ukazuje na jo$ jaci, odnosno eksponencijalni uticaj na praceni odgovor. Negativne
vrednosti koeficijenta upucuju na to da se sa porastom udela vodene faze smanjuje
selektivnost metode. Na razdvojenost srodnih supstanci 2 i 3, osim udela vodene faze,
uticaj ima jo$ samo temperatura kolone, dok na razdvojenost olanzapina i srodne supstance

6 znacajno uticu i temperatura i duzina trajanja linearnog gradijenta.

Nakon Sto je statistiCki potvrden kvalitet dobijenih modela, oni se dalje mogu
koristiti za kreiranje grafika kontura koji prikazuju zavisnost odabranih odgovora sistema

od ispitivanih faktora. Dobijeni grafici su prikazani na slici 8.

s23

Temperatura
Temperatura

5 55 6 6,5 7 75 8 8,5 9 5 55 6 6,5 7 75 8 85 9

Udeo vodene faze (%) Udeo vodene faze (%)
MODDE 11.0.1 - 6.5.2016. 10.53.01 (UTC+2)

Slika 8. Zavisnost pracenih odgovora od temperature i udela vodene faze pri konstantnoj duzini

trajanja linearnog dela gradijenta od 13 minuta
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S obzirom da optimizacija u ovom istrazivanju ima dva osnovna cilja, ovi grafici se
moraju preklopiti kako bi se pronasli uslovi pri kojima su oba uslova zadovoljena.
Novokreirani grafik se zove sweet spot grafik i predstavlja grafi¢ki prikaz uslova pri kojima
je samo jedan od uslova zadovoljen, kao i uslova pri kojima su oba uslova zadovoljena.
Kako bi se to izvelo neophodno je postaviti granice prihvatljivosti za oba uslova. U ovom
slucaju, oba faktora selektivnosti je treblo da budu iznad 0,01 kako bi se smatralo da su
pikovi razdvojeni. Preklapanjem grafika kontura za sy3 i Sg7 dobijen je sweet spot grafik koji

je prikazan na slici 9.

. Sweet spot
1 kriterijum
ispunjen

t=13 min

temperatura

5 55 6 6,5 7 7.5 8 8,5 9
vodena faza
Sweet spot = s23(0.01 -0.84); s67(0.01- 1.44)

MODDE 11.0.1 - 17.4.2016. 09.50.45 (UTC+2)

Slika 9. Sweet spot grafik dobijen preklapanjem dva grafika kontura zavisnosti odgovora od
temperature i udela vodene faze pri konstantnoj duzini linearnog dela gradijenta od 13 minuta, a

definisan slede¢im zahtevima: Sy3 0-0,84 i sg; 0-1,44

Zeleni region predstavlja skup uslova pri kojima su oba kriterijuma zadovoljena dok
plavi region predstavlja skup uslova pri kojima je samo jedan od uslova zadovoljen. Sa
slike se moze zakljuciti da je relativno veliki region u kome promene faktora ne dovode do

promena odgovora sistema van zadatih granica. Medutim, ovaj zeleni region ne uzima u
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obzir moguce varijacije u preciznosti prilikom merenja faktora, kao ni u nesigurnosti
modela koja je u odredenoj meri neizbezna. Iz tih razloga, dalje se sprovode Monte Carlo
simulacije (takode u MODDE 11 programu) koriste¢i dobijene matematicke modele, a u
cilju kreiranja design space-a. Na taj nacin, za svaku od tacaka u prethodnom sweet spotu
se izracunava rizik za nepostizanje zeljenjih kriterijuma. Design space je region u okviru
sweet spota unutar koga je za sve tacke verovatnoca da ¢e posti¢i Zeljene rezultate veca ili
jednake 99%. Shodno tome, oéekuje se da ¢e design space biti znacajno uzi od sweet spota,
ali on predstavlja robusni reigon unutar koga analiticari mogu odabrati uslove za
sprovodenje analize i ocekivati dobre odgovore sistema. Zbog toga, robusnost optimalne
tatke ne mora dodatno eksperimentalno da se ispituje Sto je veoma znacajno u cilju
skra¢ivanja vremena potrebnog za razvoj metode. Dobijeni design space je prikazan na slici
10.

%

temperatura
S
w

44

42

41

5 55 6 6,5 7 75 8 8,5 9 sl
vodena faza 0,5

t =131

17.49 (UTC+2

Slika 10. Design space kreiran za temperaturu i udeo vodene faze, dok se duzina linearnog dela

gradijenta drzi konstantnom tokom 13 minuta *

* Tumpa, A., Stajié, A., Janci¢-Stojanovié, B., Medenica, M. Quality by Design in the
development of hydrophilic interaction liquid chromatography method with gradient
elution for the analysis of olanzapine. J Pharm Biomed Anal 2017; 134: 18-26.
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Uzimajuéi u obzir dobijeni design space i prakti¢na razmatranja, odabrana radna
tacka je okarakterisana slede¢cim CPP: udeo vodene faze na pocetku gradijenta je 5,3%;
duzina trajanja linernog dela gradijenta je 13 minuta, a temperatura kolone je 41°C. Ovi

uslovi su jo§ jednom eksperimentalno verifikovani, a dobijeni hromatogram je prikazan na
slici 11.

2000

18003 Olanzapin

ss = srodna supstanca
16007
14004
1200
10003 [‘JL‘H
F |
8003 |
6007 |‘ I l
i [| ss5 | |
4003
E 2
2004 ss T S‘S|"- =4 'ﬁL/—//\’J \
1
3 ' | HA— \
2 4

mALl

i}

Slika 11. Verifikacija optimalne tacke. Hromatografski uslovi: udeo vodene faze na pocetku
gradijenta je 5,3%; duzina trajanja linernog dela gradijenta je 13 minuta; temperatura kolone je

41°C; protok mobilne faze 1 mL min™, a talasna duZina detekcije 235 nm *

Nakon $to je radna tacka odabrana i eksperimentalno verifikovana, sledeca faza je
da se predlozena HILIC metoda u potpunosti i validira.

* Tumpa, A., Stajié, A., Janci¢-Stojanovié, B., Medenica, M. Quality by Design in the
development of hydrophilic interaction liquid chromatography method with gradient
elution for the analysis of olanzapine. J Pharm Biomed Anal 2017; 134: 18-26.
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9.2.2. Validacija metode

U poslednjem delu ovih istrazivanja, razvijena HILIC metoda je validirana.
Validacija je sprovedena u skladu sa ICH Q3B (R2) smernicama — Necisto¢e u novim
farmaceutskim proizvodima [63]. Maksimalna dnevna doza olanzapina je 20 mg. U tom
slucaju, u skladu sa ICH Q3B, limit detekcije 0,2% a limit kvantifikacije 0,5%.

Validirani opseg metode za srodne supstance je obuhvatio raspon od LOQ do deset
puta vece koncentracije, u kome se nalaze sva tri ciljana limita (za srodne supstance 1, 3, 7 i
8 opseg je od 0,5 pg mL™ do 5 pg mL™, a za srodne supstance 2, 4 i 8 od 0,25 pg mL™ do
2,5 ug mL™). LOQ vrednosti su odredene eksperimentalnim putem razblazivanjem rastvora
do najniZze koncentracija koja je ponovljiva (iz tri injektovanja, relativna standardna

devijacija mora biti manja od 10%).

U cilju potvrdivanja selektivnosti metode, injektovana je placebo smesa , a dobijeni

hromatogram nije imao nijedan pik koji bi mogo da interferira sa analitima.

Dalje je uradeno ispitivanje linearnosti, tacnosti i preciznosti, kao i odredivanje

LOD i LOQ vrednosti za srodne supstance, a dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 13.
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Tabela 13. Parametri validacije metode *

Olanzapin Srodna Srodna Srodna Srodna Srodna Srodna Srodna
supstanca | supstanca | supstanca | supstanca | supstanca | supstanca | supstanca
1 2 3 4 6 7 8
LOD
pg mL™ - 0,16 0,08 0,16 0,08 0,16 0,08 0, 16
LOQ
pg mL* — 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5
Linearnost
Opseg koncentracija
3 40-200 0,5-5,0 0,25-2,5 0,5-5,0 0,25-2,5 0,5-5,0 0,25-2,5 0,5-5,0
(Mg mL ™)
a 84,41 133,59 175,77 129,74 146,33 117,60 259,84 183,89
b -856,56 -22,04 -0,1 -23,87 -6,039 -29,48 -6,50 -44,29
r 0,9976 0,9916 0,9912 0,9984 0,9920 0,9928 0,9935 0,9965
Tacnost
Koncentracija 1
., 80 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5
(Mg mL™)
Recovery 1 (%)* 100,2 120,4 106,9 114,6 101,5 124,1 1154 117,0
Koncentracija 2
., 100 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
(g mL ™)

97




Recovery 2 (%) 101,4 108,6 110,8 1111 115,0 109,3 116,8 100,6
Koncentracija 3
., 120 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
(Mg mL™)
Recovery 3 (%) 102,0 117,1 107,4 113,6 113,6 1111 1141 113,3
Preciznost
Koncentracija
. 100 0,6 2,0 1,2 2,0 2,0 2,0 2,0
(g mL™)
RSD (%)° 1,8 20,6 55 12,9 51 9,0 6,6 5,9

a— nagib, b — odsecak na ordinati, r — koeficijent korelacije (> 0,99 za aktivne supstance, > 0,98 za srodne supstance)

% Recovery: 98%-102% za akivne supstance, 70%-130% za srodne supstance u LOQ koncentraciji, 80%—-120% u ostalim

koncentracijama

® Relativna standardna devijacija (RSD): 2% za akivne supstance, 15%/20%/25% za srodne supstance

* Tumpa, A., Staji¢, A., Jancic¢-Stojanovi¢, B., Medenica, M. Quality by Design in the development of hydrophilic interaction

liquid chromatography method with gradient elution for the analysis of olanzapine. J Pharm Biomed Anal 2017; 134: 18-26.
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Na kraju, razvijena HILIC gradijentna metoda je i primenjena za analizu
Olanzapine® tableta od 10 mg. Dobijeni hromatogram je prikazan na slici 12. Koncentracije

ispitivanih srodnih supstanci bile su ispod LOQ vrednosti, a izracunati sadrzaj olanzapina je
bio 98,6% (RSD=1,8%, interval sigurnosti 95%).
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| |
600 |
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Minutes

Slika 12. Hromatogram analize Olanzapine® tableta na Betasil Diol koloni pod optimalnim
uslovima razdvajanja: udeo vodene faze na pocetku gradijenta 5,3%; duzina trajanja linernog dela
gradijenta 13 minuta; temperatura kolone 41°C; protok mobilne faze 1 mL min™, a talasna duzina

detekcije 235 nm *

* Tumpa, A., Staji¢, A., Janci¢-Stojanovié, B., Medenica, M. Quality by Design in the
development of hydrophilic interaction liquid chromatography method with gradient
elution for the analysis of olanzapine. J Pharm Biomed Anal 2017; 134: 18-26.
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9.3.  Transfer HILIC metode na LC/MS/MS sistem i validacija metode

9.3.1. Transfer HILIC metode na LC/MS/MS sistem

Nakon razvoja i validacije HILIC metode sa UV detekcijom kojom su uspesno
razdvojeni olanzapin i njegovih sedam srodnih supstanci, pristupilo se transferu metode na
LC/MS/MS sistem. Na taj nacin, iskori§¢eni su rezultati dobijeni sistemati¢nim AQbD
pristupom, a ideja je bila da se dobije osetljiva metoda koja ¢e moc¢i da detektuje veoma
male koncentracije srodnih supstanci u uzorcima, sto UV detekcijom nije moglo da se
postigne. Osim vece osetljivosti, prenosom sa HPLC na UPLC metodu, dobi¢e se brza

analiza koja ¢e za krace vreme razdvojiti sve ispitivane analite.

Optimalni uslovi dobijeni razvojem metode AQbD pristupom u prethodnom delu
doktorske disertacije uneti su u ACQUITY Columns kalkulator. Ovaj kalkulator, na osnovu
unetih parametara gradijenta i parametara kolone, kao i protoka mobilne faze izracunava
uslove gradijenta i protok mobilne faze u UPLC uslovima. Dobijene vrednosti prenete na
UPLC sistem bile su: protok mobilne faze 0,21 mL min™, duZina trajanja analize 11

minuta, a uslovi gradijenta prikazani su u tabeli 14.

Tabela 14. Uslovi gradijenta

Vreme (minuti) | Protok (mL min™) | Udeo acetonitrila (%) | Udeo vodene faze (%)
pocetak 0,21 94,1 5,9

6,50 0,21 86,2 13,8

6,51 0,21 66,7 333

8,00 0,21 66,7 33,3

11,00 0,21 94,1 5,9
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Parametri masene spektrometrije su optimizovani MS tuning metodom, a dobijeni
su slede¢i uslovi: napon kapilare 3 kV, desolvaciona temperatura 500°C, protok
desolvacionog gasa 1000 L h™*, protok gasa kona 10 L h™' temperatura izvora 150°C.
Optimalni naponi kona i koliziona energija dobijeni su koriS¢enjem IntelliStart programa.
Za olanzapin i srodne supstance definisani su parametri MS detektora i prikazani u tabeli
15.
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Tabela 15. MS parametri za sve tranzicije ispitivanih analita

Analit Tranzicija Napon kona Koliziona energija

Olanzapin 313,17 — 84,10 42 22
313,17 — 256,12* 42 22

Srodna supstancal | 360,96 — 282,15 40 20
360,96 — 325,22* 40 12

Srodna supstanca2 | 341,14 — 198,09 48 34
341,14 — 213,06* 48 26

Srodna supstanca 3 | 329,17 — 213,05 36 28
329,17 — 229,25* 36 18

Srodna supstanca4 | 511,24 — 256,17 52 30
511,24 — 282,19* 52 36

Srodna supstanca 6 | 299,15 — 198,10 48 38
299,15 — 213,06* 48 26

Srodna supstanca 7 | 230,04 — 169,14 40 28
230,04 — 198,10* 40 26

Srodna supstanca 8 | 327,13 — 198,08 50 36
327,13 — 213,10* 50 26

Mianserin 265,21 — 90,06 42 42
265,21 — 208,12* 42 20

* Zvezdicom su obelezene jace tranzicije koje su koris¢ene u kvantitativnoj analizi
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Kako bi se izvrsila validacija optimizirane HILIC metode sa MS/MS detekcijom,
izvedena je hromatografska analiza pod ovako definisanim optimalnim uslovima. Dobijeni

MRM hromatogrami prikazani su na slici 13.
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153 265.21 » 208.116 (Mianserin)
‘003 7.60e4
=
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesallin 19 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 2 Channels ES+
167 230.038 > 169.142 (olanzapin nec 7)
100 11624
= 5.12 1062
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-0.p0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 §.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 1. MRM of 2 Channels ES+
367 230.038 > 198.096 (olanzapin nec 7)
‘UEUR 2.29ed
8.11 10.58 .
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
-0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
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olanzapin
Smesa(in 19 Sm (Mn, 2x3)

10° MRM of 2 Channels ES+ |

5.61 511.236 > 256.172 (olanzapin nec 4)
100 4.4%e4
ES
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 18 Sm (Mn, 2x3) 10: MRM of 2 Channels ES+
562 511.236 = 282.185 (olanzapin nec 4)
100 2.16ed
LIS
0 T T T i T i T T T i T T T T T T 1
-0p0 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesallin 19 Sm (Mn, 2x3) 9. MRM of 2 Channels ES+
590 360.965 > 325.225 (olanzapin nec 1)
100 0.04e3
ES
0 T T T i T i T T T i T T T T T T 1
-0po0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 9: MRM of 2 Channels ES+
590 360.965 » 282153 (olanzapin nec 1)
100 /\ 7.34e3
G T T T i T i T T T i T T T T T T 1
-000 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 18 Sm (Mn, 2x3) 8: MRM of 2 Channels ES+
473 341.14 > 198.089 (olanzapin nec 2)
100 6.12e4
ES
0 T T T i T T T T T i T T T T T T 1
000 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesallin 18 Sm (Mn, 2x3) 8: MRM of 2 Channels ES+
4.73 341.14 = 213.056 (olanzapin nec 2)
100 42ed
ES
0 T T T i T i T T T i T T T T T T 1
-0p0 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesalin 18 Sm (Mn, 2x3) 7:MRM of 2 Channels ES+
10.68 329172 > 213.052 (olanzapin nec 3)
”]; 1.51e4
0.36
0 T T T i T i T 1 T i T T T T T T 1
00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 7: MRM of 2 Channels ES+
1058 320,172 » 229.25 (olanzapin nec 3)
100 040 1.65e4
H Y 4.05 5.59 9.88 _
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
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olanzapin
Smesa(Tin 19 Sm (Mn, 2x3)

9. MRM of 2 Channels ES+

5.90 360.965 > 325.225 (olanzapin nec 1)
100 9.04e3
ES
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 9: MRM of 2 Channels ES+
590 360.965 > 262.153 (olanzapin nec 1)
100 7.34e3
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesallin 19 Sm (Mn, 2x3) 8: MRM of 2 Channels ES+
473 341.14 = 198.089 (olanzapin nec 2)
100 6.12e4
ES
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesalin 19 Sm (Mn, 2x3) 8: MRM of 2 Channels ES+
473 341.14 = 213.056 (olanzapin nec 2)
100 T.42e4
ES
0 T T i T T T T T i T i T i T T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesallin 19 Sm (Mn, 2x3) 7: MRM of 2 Channels ES+
10.58 320.172 > 213.052 (olanzapin nec 3)
‘U; 1.51ed
0.36
0 T T i T T T T T i T i T i T T T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 7: MRM of 2 Channels ES+
10.58 320,172 » 229.25 (olanzapin nec 3)
100 010 1.85e4
H 405 559 9.88
0 T T i T 1 T T T i 1 i T 1 T T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 6. MRM of 2 Channels ES+
3.37 327.133 > 198.076 (olanzapin nec 8)
100 5.06e4
Es
0 T T i T T T T T T i T i T i T T T T T T T T 1
-0po 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00
Smesa|lin 19 Sm (Mn, 2x3) 6. MRM of 2 Channels ES+
337 327.133 > 213.104 (olanzapin nec 8)
100 7.20e4
Es
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00

Slika 13. Hromatogram provere optimalnih uslova za sme$u olanzapina i srodnih supstanci
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9.3.2. Validacija

Razvijena HILIC LC/MS metoda je zatim validirana s ciljem primene za pracenje
stabilnosti olanzapina u razli¢itim uzorcima. Kao visokoosetljiva metoda omogucava da se
detektuju veoma male koncentracije postoje¢ih srodnih supstanci. Prvo su odredene LOQ
vrednosti za srodne supstance. Odredivanje je vrSeno eksperimentalnim putem,
razblazivanjem osnovnih rastvora srodnih supstanci do najmanje koncentracije koja je
ponovljiva, odnosno kod koje je relativna standardna devijacija, nakon pet injektovanja,

manja od 2%.

Priprema rastvora za ispitivanje linearnosti, tacnosti i preciznosti je opisana u
pogavlju 8.6. Nakon odredivanja LOQ vrednosti i pripreme rastvora, izvr§ena je procena

linearnosti, ta¢nosti i preciznosti, a svi dobijeni rezultati validacije su prikazani u tabeli 16.
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Tabela 16. Parametri validacije HILIC LC/MS metode

Olanzapin Srodna Srodna Srodna Srodna Srodna Srodna Srodna
supstanca | supstanca | supstanca | supstanca | supstanca | supstanca | supstanca
1 2 3 4 6 7 8
LOD
ngmL*! — 0,5 0,2 16,7 0,3 3,3 0,3 0,2
LOQ
ngmL"* — 1,5 0,5 50,0 0,8 10,0 1,0 0,5
Linearnost
Opseg koncentracija 0,5-5,0
(ng mLY) LgmL? 1,5-15,0 0,5-5,0 50,0-500,0 0,8-8,0 10,0-100,0 | 1,0-10,0 0,5-5,0
a 76,319 0,0079 0,1642 0,0001 0,0326 0,0165 0,0342 0,1335
b 25,193 -0,0010 0,0065 0,0663 0,0041 -0,0251 0,0104 -0,0066
R® 0,9916 0,9818 0,9931 0,9800 0,9980 0,9913 0,9953 0,9989
Taénost
Koncentracija 1 1
(g mL’l) 0,8 ug mL 1,5 0,5 50,0 0,8 10,0 1,0 0,5
Recovery 1 (%)* 99,6 104,3 117,8 98,1 97,0 130,2 124,2 130,0
Koncentracija 2 1
1,0 pg mL 7,5 2,5 250,0 4,0 50,0 5,0 2,5

(ng mL™)
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Recovery 2 (%) 101,8 87,3 93,8 98,8 104,7 98,3 106,9 86,4
Koncentracija 3 1
., 1,2 pg mL 9,0 3,0 300,0 4,8 60,0 6,0 3,0
(ngmL™)
Recovery 3 (%) 101,4 99,8 108,0 112,8 115,4 118,3 94,9 103,5
Preciznost
Koncentracija 1
. 1,0 g mL 7,5 2,5 250,0 4,0 50,0 5,0 2,5
(ng mL ™)
RSD (%)° 2,0 14,4 6,1 9,8 14,4 16,7 13,0 6,1

a— nagib, b — odsedak na ordinati, R? — koeficijent determinacije (> 0,99 za aktivne supstance, > 0,98 za srodne supstance)

% Recovery: 98%-102% za akivne supstance, 70%—-130% za srodne supstance u LOQ koncentraciji, 80%-120% u ostalim

koncentracijama

" RSD: 2% za akivne supstance, 15%/20%/25% za srodne supstance
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9.4. Ispitivanje olanzapina pod stres uslovima primenom HILIC/LC/MS/MS
metode

Kao poslednji korak u ovoj doktorskoj disertaciji, razvijena i validirana
HILIC/LC/MS/MS metoda je iskoris¢ena za pracenje stabilnosti olanzapina pod stres
uslovima. U tu svrhu, olanzapin je tretiran razliitim stres agensima, kao $to su kiselina,
baza i oksidaciono sredstvo. Stabilnost je pra¢ena u definisanim vremenskim intervalima

primenom prethodno postavljene HILIC metode sa masenom detekcijom.

Olanzapin je prvo izloZen dejstvu kiseline (0,1 M HCI), zatim baze (0,1 M NaOH) i
na kraju oksidacionog sredstva (30% H,0,). U sva tri slucaja, pokazao se stabilnim nakon
perioda od 24h tj. nivo ispitivanih srodnih supstanci se nije povecao u poredenju sa

pocetnim koncentracijama.
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10.

ZAKLJUCAK

Ispitano je hromatografsko ponasanje olanzapina i osam srodnih supstanci na HILIC
kolonama razli¢itih hemijskih Kkarakteristika. Smesa je analizirana pod istim
hromatografskim uslovima na Cetiri razlil¢ite kolone (silika, cijano, diolna i ZIC
HILIC). 1z dobijenih hromatograma izvedeni su sledeci zakljucci: analiti se najkrace
zadrzavaju u cijano i cviterjonskoj koloni, zatim u diolnoj, pa u silika koloni.
Selektivnost je najslabija na cviterjonskoj koloni; srodna supstanca 5 je
neretenciona na svim kolonama; a redosled eluiranja je skoro u svim slu¢ajevima
isti, ali zbog razlika u selektivnosti, analiti nisu podjednako dobro razdvojeni u svim
kolonama. Jedina supstanca koja menja redosled eluiranja jeste srodna supstanca 4,
koja se eluira pre olanzapina na diolnoj, silika i cviterjonskoj koloni, ali nakon

olanzapina na cijano koloni.

Ispitani su retencioni mehanizmi olanzapina i srodnih supstanci u HILIC sistemu.
Fitovanjem eksperimentalno dobijenih rezultata u teorijske modele definisani su
dominantni procesi separacije. U tu svrhu analizirani su svi adsorpcioni, particioni,
meSoviti i kvadratni modeli. Male vrednosti statistickih parametara R? i Q° za
adsorpcioni i particioni model pokazale su da ni adsorpcija ni particija ne
dominiraju u ukupnom retencionom mehanizmu, dok su male vrednosti za meSoviti
model pokazale da osim ta dva, u ukupnom retencionom mehanizmu ucestvuju
verovatno i neki drugi mehanizmi i da je on izuzetno kompleksan. Jedino je
kvadratni model pokazao zadovoljavajuée vrednosti Q° parametra, ali je on u
literaturi dokazan da nije pogodan za predvidanje hromatografskog ponaSanja.
Nakon teorijskih modela, rezultati su fitovani u Neue empirijski matemati¢ki model.
Ipak, rezultati statistickih parametara za Neue model su pokazali da u ovom
kompleksnom slu¢aju ni on nema moguénost da na zadovoljavajuci nacin predvidi

retenciono pona$anje i detaljno opiSe analizirani hromatografski sistem.
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3. Uz pomo¢ ve¢ postoje¢ih eksperimentalnih podataka kreiran je novi, kubni splajn
interpolacioni model. Budu¢i da je za svaku od supstanci dostupno Sest
eksperimentalnih tacaka, kreiran je splajn za pet intervala, a na svakom od tih
intervala kreiran je polinom tre¢eg reda. IzraSunate Q? vrednosti su bile vrlo blizu
jedinici, $to ukazuje na Vvisok kvalitet predlozenog modela i njegovu sposobnost
predvidanja retencionog ponasanja. Dodatno su proverene i sposobnosti
ekstrapolacije splajn  modela u regionima bliskim spoljasnjim ivicama
eksperimentalnog skupa. Test je pokazao dobre sposobnosti predvidanja ovog
modela, §to predstavlja njegovu veliku prednost nad kvadratnim modelom.
Eksperimentalnim  testiranjem  sposobnosti  predvidanja  splajn  modela,
uporedivanjem eksperimentalne vrednosti i vrednosti dobijene splajn modelom,
utvrdeno je da su odstupanja u predvidanju bila manja od 10%. Primenljivost
novokreiranog splajn modela potvrdena je na separaciji jo$ jedne smeSe u HILIC

sistemu i dobijene su zadovoljavajuce Q? vrednosti.

4. Zatim, razvijena je metoda za razdvajanje olanzapina i njegovih sedam srodnih
supstanci, primenom AQbD principa. Ovaj princip je, po prvi put primenjen u ovoj
doktorskoj disertaciji za razvoj HILIC metode sa gradijentnim eluiranjem. Nakon
definisanja kriti€nih kvaliteta atributa 1 kritinih procesnih parametara, sprovedeni
su eksperimenti i odreden je design space u okviru koga promena eksperimentalnih
uslova ne dovodi do narusavanja kvaliteta predlozene HILIC gradijentne metode.
Optimalno hromatografsko razdvajanje je postignuto na na Betasil Diol koloni, a uz
primenu gradijentnog eluiranja. Mobilna faza A sastojala se od 20 mmol L*
rastvora amonijum-formijata, pH podeSenog mravljom kiselinom na 3,0 i
acetonitrila u odnosu 90:10 V/V. Mobilna faza B je bila Cist acetonitril. Udeo
vodene faze na pocetku linearnog gradijenta bio je 5,3%, a gradijent je trajao
ukupno 31 minut (13 minuta linearni gradijent, zatim 3 minuta plato za ¢ime je
sledilo rekondicioniranje u trajanju od 15 minuta). temperatura kolone 41°C; protok

mobilne faze 1 mL min™, a talasna duzina detekcije 235 nm *
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5. Razvijena HILIC metoda sa UV detekcijom uspesno je preneta na LC/MS/MS
sistem koris¢enjem Aquity UPLC kalkulatora. Dobijena je veoma osetljiva i
selektivna metoda koja se moze Kkoristiti za pracenje stabilnosti olanzapina.
Procenjen je uticaj znacajnih parametara masene detekcije 1 odredene su njihove
optimalne vrednosti u cilju dobijanja maksimalnog intenziteta signala prac¢enih
tranzicija analita i internog standarda. Metoda je testirana na stabilnost, linearnost,
tatnost i preciznost u sklopu kompletne validacije. Postavljena metoda je
iskori§¢ena za ispitivanje stabilnosti olanzapina pod stres uslovima, gde se pokazalo
je utvrdeno da je olanzapin stabilan 24h u kiseloj, baznoj sredini i pod dejstvom
oksidacionog sredstva.
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