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Rezime

Vankomicin i teikoplanin pripadaju grupi glikopeptidnih antibiotika koji se danas Siroko
primenjuju u terapiji teskih infekcija izazvanih multirezistentnim gram-pozitivnim
bakterijama.

Teikoplanin predstavlja smeSu Sest komponenata i to: teikoplanin A3-1, teikoplanin A2-1,
teikoplanin A2-2, teikoplanin A2-3, teikoplanin A2-4 i teikoplanin A2-5

Cilj ove doktorske disertacije jeste sveobuhvatna studija retencionog i jonizacionog ponasanja
vankomicina i svih Sest oblika teikoplanina u sistemu UPLC sa tandemskom masenom
spektrometrijom kako bi proces njihove analitike i bioanalitike bio unapredens-

Prvi deo istraZivanja podrazumevaO je opisivanje retencionog ponasanja pomenutih
antibiotika u UPLC sistemu i jonizacionog ponasanja u masenom spektrometru. Zatim je
postavljena UPLC-MS/MS metoda u skladu sa AQbD konceptom, a u cilju pracenja Sest
oblika teikoplanina (teikoplanin A3-1, teikoplanin A2-1, teikoplanin A2-2, teikoplanin A2-3,
teikoplanin A2-4 i teikoplanin A2-5), njegove farmakopejske necistoce, kao i vankomicina u
odgovaraju¢im farmaceutskim oblicima. Data metoda primenjena je u analizi odgovaraju¢ih
farmaceutskih oblika, kao i za sistematicnu procenu i pracenje stabilnosti teikoplanina i
vankomicina.

Drugi deo doktorske disertacije posvecen je postavljanju nove UHPLC-MS/MS metode za
analizu vankomicina i $est oblika teikoplanina u uzorcima humane plazme. AQbD koncept je
implementiran kroz nekoliko ta¢no definisanih faza, u okviru kojih je, u cilju preciznog
odabira hromatografskog optimuma, primenjen hemometrijski pristup.

Implementacija AQbD pristupa omogudéila je razvoj brze metode Zeljenih karakteristika i
kvaliteta ¢ime je analitika pomenutih antibiotika znatno pouzdanija i1 preciznija, a
istovremeno znanje iz oblasti masene spektrometrije dosta unapredeno.

Kljuéne reci: teikoplanin, vankomicin, hemometrija, masena spektrometrija, AQbD, razvoj
metode, priprema uzorka

Nauéna oblast: Analitika lekova

Uza naud¢na oblast; Analitika lekova



Abstract

Vancomycin and teicoplanin belong to the glycopeptide antibiotics group that are widely used
today in the treatment of severe infections caused by multiresistant gram-positive bacteria.

Teicoplanin is a mixture of six components: teicoplanin A3-1, teicoplanin A2-1, teicoplanin
A2-2, teicoplanin A2-3, teicoplanin A2-4 and teicoplanin A2-5

The goal of this doctoral dissertation is a comprehensive study of the retention and ionization
behavior of vancomycin and all six forms of teicoplanin in the UHPLC system with tandem
mass spectrometry with the aim to improve the process of their analysis and bioanalysis.

The first part of the research involved describing the retention behavior of the mentioned
antibiotics in the UHPLC system and the ionization behavior in the mass spectrometer. After
that UHPLC-MS/MS method was set up in accordance with the AQbD concept, and in order
to monitor six forms of teicoplanin (teicoplanin A3-1, teicoplanin A2-1, teicoplanin A2-2,
teicoplanin A2-3, teicoplanin A2-4 and teicoplanin A2- 5), its pharmacopoeial impurity, as
well as vancomycin in appropriate pharmaceutical forms. The given method was applied in
the analysis of appropriate pharmaceutical forms, as well as for the systematic assessment and
stability monitoring of teicoplanin and vancomycin.

The second part of the doctoral dissertation is dedicated to setting up a new UHPLC-MS/MS
method for the analysis of vancomycin and six forms of teicoplanin in human plasma
samples. The AQbD concept was implemented through several precisely defined phases,
within which, in order to precisely select the chromatographic optimum, a chemometric
approach was applied.

The implementation of the AQbD approach enabled the development of a fast method of the
desired characteristics and quality, which makes the analysis of the mentioned antibiotics
significantly reliable and precise, and at the same time the knowledge in the field of mass
spectrometry has been greatly improved.

Key words: teicoplanin, vancomycin, chemometrics, mass spectrometry, AQbD, method
development, sample preparation

Scientific field: Drug Analysis

Scientific subfield: Drug Analysis
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1. UvOD

Vankomicin i teikoplanin pripadaju grupi glikopeptidnih antibiotika koji pokazuju
baktericidnu aktivnost prema gram-pozitivnim multirezistentnim aerobnim i anaerobnim
bakterijama. Svoje farmakolosko delovanje ostvaruju nekovalentnim vezivanjem za prekursor
sinteze Celijskog zida ¢ime inhibiraju sintezu peptidoglikana §to dalje uslovljava nestabilnost i
liziranje bakterijske ¢elije. Danas se $iroko primenjuju u terapiji teskih infekcija izazvanih
multirezistentnim gram-pozitivnim bakterijama. Ozbiljni nezeljeni efekti koji se javljaju u
toku primene ovih antibiotika su ototoksi¢nost i nefrotoksi¢nost [1-3].

Teikoplanin

Teikoplanin predstavlja smesu Sest komponenata i to: teikoplanin A3-1, teikoplanin A2-1,
teikoplanin A2-2, teikoplanin A2-3, teikoplanin A2-4 i teikoplanin A2-5. Sve komponente
teikoplanina su glikopeptidni analozi sa istim glikopeptidnim jezgrom koje ¢ine linearni
heptapeptidni aglikon, a-D-manozni Secer i acetil--D-glukozamin. Komponenta A3-1 po
svojoj strukturi predstavlja zapravo samo gore navedeno glikopeptidno jezgro, dok ostalih pet
komponenata dodatno sadrzi N-acil-p-D glukozamin, a razlikuju se po duzini acil-alifaticnog
lanca. Ako uporedimo komponente teikoplanina, moze se primetiti da se razlikuju po prirodi
alkilnog lanca, a samim tim i po polarnosti. Komponenata A3-1 predstavlja najpolarniju
komponentu dok kod preostalih pet komponenata polarnost opada polaze¢i od komponete A2-
1 do komponente A2-5 koja je najlipofilnija. Teikoplanin A2-2/A2-3 i teikoplanin A2-4/A2-5
predstavljaju izomerne parove [3-4].

Vankomicin

Vankomicin je takode slozene polipetidne strukture i predstavlja lanac od sedam peptida koji
formiraju tricikli¢ni sistem za koji je vezan disahird. Disaharid ¢ine glukoza i vankozamin. U
svojoj strukturi sadrzi proteinogene (Tyr, Leu, Asn, Ala, and Glu) 1 neproteinogene ostatke
aminokiselina (4-hidroksifenilglicin, 3,5-dihidroksifenilglicin i B-hidroksitirozin). Pet
aminokiselina je aromati¢ne strukture dok su dve aminokiseline alifaticne strukture. Za
antimikrobnu aktivnost vankomicina veliku ulogu ima N-terminalna aminokiseline leucin [3-
4].

Navedena jedinjenja nastaju fermentacijom odgovarajucih bakterijskih sojeva. Uzimajuéi u
obzir da su proizvodi fermentacije, mala promena fermentacionih uslova moZze dovesti do
odstupanja u njihovom ukupnom sadrzaju ili sadrzaju nekih od komponenata teikoplanina.
Svaka mala promena u sadrzaju dovodi do promene u njihovoj kinetici i sledstveno do
promene u terapijskoj efikasnosti.



Zbog slozene polipeptidne strukture, od velikog je znacaja ispitivanje njihovog jonizacionog i
retencionog ponasanja u UHPLC-MS/MS (eng. Ultra High Pressure Liquid Chromatography
— Mass Spectrometry/Mass Spectrometry) sistemu.

U nastavku su date strukturne formule svih Sest oblika teikoplanina (slika 1) i vankomicina
(slika 2).
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Slika 1. Strukturna formula teikoplanina




0

NH;

Slika 2. Strukturna formula vankomicina



Masena spektrometrija

Poceci razvoja masene spektrometrije (eng. Mass Spectrometry, MS) vezuju se za kraj 19.
veka, kada je nemacki nau¢nik W. Wien (dobitnik Nobelove nagrade 1911. godine) pokazao
da pod dejstvom magnetnog polja dolazi do savijanja snopa naelektrisanih Cestica. Znacajnu
ulogu u razvoju masene spektrometrije imaju i istrazivac¢i Thomson, Aston i Dempster koju su
konstruisali prve instrumente i svojim eksperimentima ukazali na Siroke mogucnosti primene
ove metode. ,,Siguran sam da postoje brojni problemi u hemiji koji bi mogli biti reSeni mnogo
jednostavnije primenom ove metode u odnosu na postojece metode. Metoda je iznenadujuce
osetljiva — mnogo vise nego $to to zahtevaju spektralne analize. Zahteva zanemarljivo malu
koli¢inu uzorka koji ne treba da bude specijalno preciscen.....“, napisao je Thomson 1903.
godine u jednom od svojih prvih radova o elektriénom praznjenju u izolovanim cevima. Na
mogucnost koriS¢enja masene spektrometrije u hemijskoj analizi ukazali su Hoover i
Washburn 1940. godine, koji su utvrdili da se u masenim spektrima prostih organskih
jedinjenja uocavaju sustinske razlike koje mogu biti koriSéene za analizu viSekomponentnih
smesa [5].

Masena spektrometrija je fizicko-hemijska metoda koja se zasniva na prevodenju ispitivanog
uzorka u jonski snop i razdvajanju tog snopa na sastavne komponente na osnovu njihovog
odnosa mase i naelektrisanja (m/z). Grafik zavisnosti koli¢ine jona od m/z vrednosti naziva se
maseni spektar i predstavlja karakteristiku analiziranog uzorka [5].

Ova metoda, kao §to je ve¢ navedeno, razdvaja smeSu jona na osnovu njihovog m/z odnosa,
obezbedujuci podatke o molekulskoj masi jedinjenja. Brzim razvojem MS poslednjih decenija
znatno je proSirena njena uloga u strukturnoj karakterizaciji malih molekula u procesu razvoja
novih lekova [5].

U kombinaciji sa hromatografskim tehnikama, posebno sa tecnom hromatografijom visokih
performansi (eng. High Performance Liquid Chromatography, HPLC), masena spektrometrija
je postala glavna metoda za analizu smeSa u farmaceutskim istrazivanjima i razvoju [6].

Pocetak istrazivanja ¢esto ukljucuje analizu velikog broja jedinjenja iz biblioteke jedinjenja
koris¢enjem LC/MS (eng. Liquid Chromatography — Mass Spectrometry) metode.

Identifikacija i kvantifikacija aktivnih farmaceutskih supstanci i njihovih metabolita je
esencijalan korak za odredivanje metabolizma i kinetike lekova. Strukturna karakterizacija
necistoca i degradacionih proizvoda lekova je sastavni deo razvoja farmaceutskih proizvoda.

LC/MS kombinuje moguénost separacije HPLC metode sa moguénostima detekcije i
karakterizacije MS metode, imajudi na taj nacin veoma bitnu ulogu u svim aspektima procesa
razvoja leka [6].



1.1. Metode jonizacije i LC/MS prelazi (interface)

Primena razli¢itih fizi¢kih principa za razdvajanje i odredivanje jona razli¢itih m/z vrednosti u
uslovima visokog vakuuma uslovila je nastanak brojnih masenih spektrometara [7].

Generalno, svi maseni spektrometri u procesu generisanja masenog spektra ukljucuju Cetiri
koraka:

1. UnoSenje uzorka

2. Jonizacija molekula uzorka tj. prevodenje neutralnih molekula u jone u gasovitom
stanju

3. Razdvajanja jona u gasovitom stanju na osnovu njihovih m/z vrednosti
4. Detekcija razdvojenih jona

Klju¢ni delovi masenog spektrometra su jonski izvor i maseni analizator (slika 3). Pored ovih
elemenata, treba uzeti u obzir 1 uredaje za dobijanje vakuuma kojim se obezbeduju pogodni
uslovi za nesmetano funkcionisanje svih komponenata.

U zavisnosti od tipa uzorka i Zeljene primene mogu se koristiti razli¢iti maseni spektrometri
za izvodenje analiza. Kada je re¢ o tipu uzorka, uzorak moze biti razli¢itog agregatnog stanja
(Cvrsto, te¢no ili gasovito), razli¢ite pH vrednosti (kiselina/baza) kao i razli¢it bioloski
materijal (plazma, serum, urin...).
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Slika 3. Sematski prikaz masenog spektrometra

1.1.1 Metode jonizacije

Idealna metoda jonizacije treba da obezbedi visoku efikasnost procesa jonizacije i visoku
stabilnost jona za sledstvenu analizu u masenom analizatoru.

Razvijene su brojne metode jonizacije, i to: elektronska jonizacija (eng, Electron lonization,
El), hemijska jonizacija (Chemical lonization, CI), desorpciona jonizacija (Desorption
lonization, DI), matriksom potpomognuta laserska desorpcija/jonizacija (Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization, MALDI), desorpciona elektropsrej jonizacija (Desorption
Electrospray lonization, DESI), elekrospej jonizacija (Electrospray lonization, ESI) i
hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskom (Atmospheric Pressure Chemical lonization,
APCI).

U tabeli 1 prikazane su osnovne karakteristike nekih od metoda jonizacije. Za LC/MS metodu
od posebnog znacaja su elektrospej jonizacija i hemijska jonizacija pod atmosferskim
pritiskom.



Tabela 1. Sazetak nekih osnovnih karakteristika metoda jonizacije

Metoda Agens jonizacije Prednosti Ogranicenja
jonizacije
Obimna fragmentacija,

El Elektroni (70 eV) reproducibilnost spektra, | Ograni¢ena na
moguénost pretrazivanja | nepolarna i
bibliteke EI spektara isparljiva
velikog broja referentnih | jedinjenja
jedinjenja

Ogranic¢ena na

Cl Joni reagentnog gasa Najveca zastupljenost nepolarna i
molekulskog jona, dobro | delimi¢no polarna
kontrolisana jedinjenja.
fragmentacija. Ogranicena

fragmentacije
Operativna pri Ogranicena na
APCI | Corona praznjenje/ joni atmosferskom pritisku, nepolarna i
reagentnog gasa jednostavan prelaz i umereno polarna
velika zastupljenost jedinjenja
molekulskog jona

DI Cestice visoke energije (atomi, | Velika zastupljenost Otezano

joni, fotoni) molekulskog jona povezivanje sa
molekula velikih HPLC sistemom
molekulskih masa
Operativna pri

ESI Elektri¢na/termalna/pneumatska | atmosferskom pritisku, Oskudni rezultati

energija jednostavan prelaz sa za nepolarne
HPLC sistemom, molekule,
viSestruko naelektrisani ogranic¢ena
joni za brojne fragmentacja
biomolekule

El i Cl su prve razvijene metode jonizacije. Izuzetno su korisne za jonizaciju isparljivih
jedinjenja. U procesu elektronske jonizacije, molekuli jonizuju usled sudara sa elektronima
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visoke energije (oko 70 eV) nastali zagrevanjem katode od volframove niti, daju¢i visoko
reproducibilni maseni spektar sa izrazenom fragmentacijom molekulskog jona. Zbog viska
unutras$nje energije molekulskih jona koja nastaje kao posledica sudara sa elektronima, dolazi
do znatne fragmentacije molekulskog jona, pa je njegova zastupljenost u masenom spektru
mala ili ga skoro i nema. Sa druge strane, Cl spada u meke (eng. soft) metode jonizacije gde
molekulski jon nastaje jonsko-molekuskim reakcijama izmedu jona reagentnog gasa i
molekula uzorka [8,9]. Najcesce koriS¢eni reagentni gasovi su metan, amonijak i izobutan.
Izborom odgovarajuéeg reagentnog gasa, mogucée je kontrolisati stepen fragmentacije. U
reakcijama transfera protona u CI-MS, relativni afinitet analita i reagentnog gasa prema
protonu direktno odreduje da li ¢e do¢i do jonizacije analita. Analit sa ve¢im afinitetom prema
protonu u odnosu na reagentni gas bi¢e jonizovan, dok u slucaju nizeg afiniteta u odnosu na
reagentni gas, nece do¢i do jonizacije. Takode, razlika analita i reagentnog gasa po afinitetu
prema protonu dalje odreduje obim fragmentacije ako do jonizacije analita dode.

Ogranicenje EI i CI metode predstavlja uslov da analizirani uzorak mora biti isparljiv, pa su
prakticno neprimenljive za polarna jedinjenja. Jedan od naina za prevazilaZzenje ovog
ogranienja je primena DI metode za jonizaciju neisparljivin molekula uzorka velike
molekulske mase [5].

1.1.2 Pregled prelaza (interface)

VaZzna komponenta LC/MS sistema je interface koji povezuje HPLC sistem sa masenim
spektrometrom. Osnovni zahtevi za uspeSno povezivanje jeste odrzavanje hromatografskih
performansi (minimalno dodatno pro$irenje pika), visoka efikasnost transfera od LC-a do
MS-a i bez ikakvih promena performansi masenog spektrometra. Istorijski posmatrano, glavni
izazov za LC/MS inetrface je visok protok mobilne faze kroz HPLC sistem koji otezava
odrZavanje visokog vakuuma koji je potreban za normalno funkcionisanje masenog
spektrometra. Godinama su razvijani razli¢iti LC/MS prelazi kako bi se ovaj problem i
poteskoce koje se javljaju prevazisle [7].

1.1.2.1 Elektrosprej jonizacija

ESI se prvi put pominje u radu koji je objavljen 1917. godine i gde se opisuje nacin na koji
primena visokog potencijala uslovljava razbijanje rastvarata na mikrokapljice [9,10]. U
osnovi, elektrosprej aparatura se sastoji iz sprej-igle koja je pod visokim elektri¢énim
potencijalom (4-5 kV), termalne/pneumatske desolvatacione komore i vakuum interface-a
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(slika 4). Proces elektrosprej jonizacije podrazumeva generisanje naelektrisanih mikrokapljica
pod uticajem jakog elektricnog polja i sledstveno uparavanje kapljica koriSéenjem suSeceg
gasa (N2) ili poviSene temperature.

Slika 4. Sematski prikaz ESI izvora

Prvi korak pri generisanju jona je formiranje kapljica te€nosti na vrhu igle. Zapravo pod
uticajem jakog elektriénog polja joni iste polarnosti formiraju tzv. Tejlorovu kupu (eng.
Taylor cone) na povrsini rastvora uslovljavajuci emisiju naelektrisanih kapljica. Slede¢i korak
je uklanjanje rastvaraca, Sto predstavlja poprilicno sporan proces. Jedno od objasnjenja je
posredstvom Dole/Fenn-ove kulonove eksplozije (eng. Dole/Fenn’s coulombic explosion).
Inicijalno formirane kapljice te¢nosti usled isparavanja rastvaraca postaju sve manje, pri cemu
dolazi do povecanja gustine naelektrisanja na povrsini kapljica. Usled delovanja kulonove sile
dolazi do povecanja povrSinskog napona $to dovodi do razbijanja kapljica na jo§ manje
kapljice. Procesom daljeg uparavanja i fragmentacije nastaju joni analita.

Inicijalno formiranje kapljica Sto manje veli¢ine favorizuje i1 olakSava proces njihove
desolvatacije i jonizaciju analita. 1z tog razloga treba izbegavati mobilne faze visokog
povrsinskog napona i visoke viskoznosti. U tom smislu, ¢ista voda je apsolutno nepoZzeljna
mobilna faza [10].

Takode, primena viSeg napona u elektrosprej igli uslovljava nastanak manjih kapljica, ali
cesto moze dovesti do visokonaponskog praznjenja, pa je nastanak kapljica onemogucen. 1z
tog razloga ovaj parametar treba optimizovati za svaku mobilnu fazu pre analize [10].
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Koncentracija pufera ima direktan uticaj na veli¢inu kapljica. Njegova veca koncentracija
dovodi do odrzavanja pH vrednosti mobilne faze ¢ime se sprecavaju elektrohemijski procesi
na vrhu elektrospej igle (koji mogu nastati usled pada pH vrednosti) a §to daje manje kapljice
i veéu efikasnost jonizacije. Sa druge strane, visoka koncentracija pufera (>10 M) narusava
linearnu zavisnost izmedu intenziteta signala i koncentracije analita usled moguénosti
formiranja adukta analita sa puferom [10,11].

Na velicinu i distribuciju veli¢ine kapljica (nisu sve kapljice iste veli¢ine), pa samim tim i na
njihovo naelektrisanje ima izuzetno vazan uticaj brzina protoka mobilne faze i dijametar
kapilare. Elektrosprej jonizacija je najefikasnija pri brzini protoka mobilne faze od 5 do 10 uL
min, a sa smanjenjem dijametra elektrosprej igle dobijaju se manje kapljice sa uskom
distribucijom njihove veli¢ine, pa je prenos uzorka znatno efikasniji [10].

Jedna od najvaznijih karakteristika ESI metode je formiranje viSestruko naelektrisanih jona
peptida i proteina [9,12,13]. Maseni spektrometar meri m/z vrednost jona, pa u slucaju
viSestruko naelektrisanih jona, u masenom spektru se na odredenoj m/z vrednosti pojavljuje
frakcija molekulske mase koja zavisi od broja jonizuju¢ih mesta. Ova karakteristika ESI
omogucava detekciju i precizno odredivanje velikih molekulskih masa, kao Sto je to slucaj sa
proteinima/peptidima, koris¢enjem standardnog kvadrupolnog masenog analizatora. Druga
jako bitna karakteristika ESI metode je da pripada grupi tzv. mekih (eng. soft) metoda
jonizacije. Zapravo, ESI je jedan veoma blag proces u kome uglavnom nastaje molekulski
jon, sa neznatnom fragmentacijom. U slu¢aju malih molekula, u masenom spektru dominiraju
jednostruko naelektrisani joni. Tre¢a karakteristika ESI je jednostavnost izgleda izvora i
mogucnost funkcionisanja pod atmosferskim pritiskom §to omogucava povezivanje sa HPLC
sistemom. Treba napomenuti da je, u cilju odrzavanja stabilnosti procesa rasprSivanja
potreban nizak protok mobilne faze (oko 200 pL min?). Iz tog razloga se u slucaju
ESI/LC/MS koriste splitter-i protoka. Naravno, njihova upotreba se ne odrazava na osetljivost
odredivanja koncentracije jer je mereni odgovor u direktnoj korelaciji sa koncentracijom
analita koji je unet u izvor. Medutim, odrZavanjem iste koncetracione osetljivosti, osetljivost
Na masu moze biti znatno povecana koriS¢enjem nizeg protoka. Ovo je uslovilo Siroku
upotrebu nano-spreja (nL min™) u LC/MS sistemima za analizu proteina i peptida postizuéi
osetljivost reda veli¢ine femtomola [10,13,14].
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1.2. Maseni analizator

Osnovna funkcija masenog analizatora je merenje m/z vrednosti jona i razdvajanje jona na
osnovu njihove m/z vrednosti. Princip funkcionisanja masenog analizatora zavisi od
interakcija naelektrisanih Cestica sa magnetnim ili elektricnim poljem. NajceS¢e koris¢eni
maseni analizatori su maseni analizator sa magnetnim sektorom, kvadrupolni maseni
analizator, jon-trap maseni analizator i maseni analizator na bazi vremena preletanja (eng.
Time of Flight, TOF). Kombinacijom razli¢itih masenih analizatora dobijaju se jos dodatne
mogucnosti pri izvodenju eksperimenata u tandem masenoj spektrometriji (MS/MS) za
strukturnu karakterizaciju jedinjenja [15].

1.2.1 Kvadrupolni maseni analizator

Kvadrupolni analizator sastoji se iz Cetiri paralelne elektrode (slika 5) kojima se saopStava
osnovni potencijal. Osnovni potencijal jednak je zbiru jednosmernog potencijala i
radiofrekventnog potencijala [16].

Osnovni potencijal dve susedne elektrode je istog intenziteta, a suprotnog predznaka.
Prilikom prolaska kroz analizator, joni se filtriraju na osnovu m/z vrednosti tako da samo joni
koji imaju stabilnu putanju bivaju propusSteni, dok se ostali razelektriSu u sudaru sa
elektrodama. m/z vrednost jona koji ¢e proci kroz analizator zavisi od vrednosti osnovnog
potencijala, odnosno vrednosti saopStenog jednosmernog i radiofrekventnog potencijala.
Radiofrekvetni potencijal odbija ili prenosi jone na osnovu njihove m/z vrednosti, fokusirajuéi
ih naizmeni¢no i u razli¢itim ravnima. Istovremeno se menja i elektri¢no polje pa kao krajnji
rezultat nastaje trodimenzionalni talas kretanja jona.

Odabirom odgovarajuce radiofrekvence 1 potencijala, analizator propusta do detektora jone
vece m/z vrednosti, dok joni manje m/z vrednosti bivaju privuceni prema elektrodama.

Na kretanje jona veliki uticaj ima i jednosmerni napon. Uticaj je veéi na jone vec¢e molekulske
mase jer se oni sporije refokusiraju pod dejstvom radiofrekventnog polja nego joni manje
molekulske mase. Zato se laksi joni usmeravaju dalje od centra kvadrupola i pri kraju
analizatora bivaju privuceni prema elektrodama. Promenom naizmeni¢nog i jednosmernog
napona, pri ¢emu je njihov odnos konstantan, dolazi do preraspodele jona ¢ime se dalje
postize snimanje spektra [16].

Kvadrupolni maseni analizator spada u analizatore niske rezolucije, odnosno analizatore niske

moc¢i razdvajanja, pa se ne mogu Koristiti za razdvajanje jona pribliznih masa. U odnosu na

magnetne analizatore, pored nize rezolucije, imaju i uzi opseg masa molekula koje mogu da
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analiziraju. Medutim, pogodni su za primenu zbog njihove niske cene, brzog snimanja spektra
1 zbog primene niskog potencijala. Njihova naj¢eS¢a primena je kao koliziona celija za
kolizionu aktivaciju jona i jonsko-molekulske reakcije. Takode, mogu biti povezani sa drugim
masenim analizatorima. Jedna od popularnih konfiguracija je trostruki kvadrupol koji se
Siroko primenjuje u LC/MS i LC/MS/MS sistemima [16,17].

Slika 5. Sematski prikaz kvadrupolnog masenog analizatora

1.2.2 Tandem masena spektrometrija

Maseno masena spektrometrija (eng. Mass Spectrometry/Mass Spektrometry, MS/MS) ili
tandem masena spektrometrija predstavlja kombinaciju tri masena analizatora u okviru istog
masenog spektrometra i omogucava ispitivanje individualnih jona iz smeSe jona [18].
Ispitivani joni (odredene m/z vrednosti) ¢ija selekcija se vrsi prolaskom kroz prvi maseni
analizator i njihovom kolizijom u toku boravka u drugom masenom analizatoru koji ima
ulogu kolizione ¢elije, nastaju fragmentni joni koji se razdvajaju prolaskom kroz treé¢i maseni
analizator. Fragmentni joni daju informacije o strukturi molekula i imaju ulogu u strukturnoj
karakterizaciji kompleksnih molekula.

U tipicnim MS/MS eksperimentima, dva masena analizatora se koriste u cilju odredivanja
parent i product jona. Uloga prvog masenog analizatora je da iz smese jona izdvoji ispitivani
jon (parent ion — molekulski jon). Izdvojeni jon podleze fragmentaciji u kolizionoj ¢eliji koja
moze biti uslovljena uvodenjem kolizionog gasa u maseni spektrometar (eng. Collision-
Induced-Dissociation, CID), usled kolizije sa odredenom povrsinom (eng. Surface-Induced-
Dissociation, SID) ili fotodisocijacijom. Naj¢esée koris¢ena metoda disocijacije je CID, zbog
jednostavnosti primene. Relativno veliki prostor za procese efikasne ekscitacije/disocijacije u
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CID znatno doprinosi $irokoj upotrebi CID-a u MS/MS eksperimentima. Najces¢e koris¢eni
kolizioni gasovi su argon i azot [17].

MS/MS eksperimenti mogu biti izvedeni kori§¢enjem razliitih instrumenata kod kojih se
gore opisani procesi deSavaju u istom prostoru, ali su vremenski razdvojeni (eng. tandem-in-
space) ili se desavaju istovremeno (eng. tandem-in-time). Instrumenti tandem-in-space su
trostruki kvadrupol (QQQ) i kvadrupol-TOF.

U slucaju trostrukog kvadrupola, tri skeniraju¢a mode-a mogu biti izvedena [16,17,19]. Na
slici 6 dat je Sematski prikaz trostrukog kvadrupola u product ion scan mode-u. Prvi
kvadrupol (Q1) je postavljen da propusta jon odredene m/z vrednosti (parent jon). Drugi
kvadrupol ima ulogu kolizione ¢elije gde dolazi do kolizije propustenih jona sa kolizionim
gasom (azot ili argon). U treCem kvadrupolu razvrstavaju se product joni nastali u kolizionoj
¢eliji. Trostruki kvadrupol se uobicajno koristi i za kvalitativna i za kvantitativna ispitivanja
[17,19].

Kvadripol 2
Kvadripol 1  Koliziona celija  Kvadripol 3
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Slika 6. Sematksi prikaz funkcionisanja trostrukog kvadrupola

Prednost MS/MS tehnike ogleda se u znatnom poboljSanju specifi¢nosti 1 signal/Sum odnosa.
Posebno je korisna u diferencijaciji izomera, odredivanju sekvence proteina i1 analizi
kompleksnih smeSa. MS/MS se najc¢esce primenjuje u kombinaciji sa HPLC metodom.
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1.3. Uticaj parametara masenog spektrometra na efikasnost jonizacije u LC/MS
sistemima

Jonizacija jedinjenja podrazumeva prevodenje neutralnog molekula datog jedinjenja u
naelektrisanu Cesticu, odnosno jon. Jonizacija direktno utiCe na osetljivost masenog
spektrometra u LC/MS sistemu. Nekoliko parametara instrumenta ima izuzetno vaznu ulogu
pri jonizaciji jedinjenja, i oni su (kao i1 njihovi nazivi) specifi¢ni za proizvodaca instrumenta
[15,16].

1.3.1. Optimizacija MS parametara

Tecni uzorak uvodi se u HPLC sistem preko auto-sampler-a. Nakon razdvajanja na koloni,
uzorak se prenosi do UV detektora i masenog spektrometra. Na intenzitet jonskog signala
uticu brojni faktori.

Mode jonizacije

Pri podeSavanju parametara u cilju postizanja Sto efikasnije jonizacije potrebno je najpre
odabrati mode jonizacije; pozitivan ili negativan. Izbor mode-a jonizacije zavisi od strukture
ispitivanog jedinjenja. Za bazna jedinjenja (npr. amini), za dobijanje protonovanih ili
katjonskih oblika molekula koristi se pozitivan mode jonizacije. Izborom negativhog mode-a
jonizacije za kisela jedinjenja dobijaju se njihovi deprotonovani oblici. Za jedinjenja kao §to
su npr. kvaternarne amonijum soli, potrebno je izvesti eksperimente u jednom i drugom
mode-u kako bi se dobile $to preciznije informacije o strukturi analita. Uobi¢ajno je da se
naizmeni¢no izvode eksperimenti u pozitivnom i negativnom mode-u za inicijalno
odredivanje nepoznatih jedinjenja. Savremeni instrumenti pruZaju moguénost veoma brzog
prelaska sa jednog na drugi mode. Jedino ograni¢enje ovog postupka jeste smanjenje vremena
analize u mode-u specifi¢nom za jedinjenje koje mozda jonizuje samo u tom mode-u.

Optimalan sastav mobilne faze za jedan i drugi mode se razlikuju (kasnije ¢e biti objasnjen
uticaj sastava mobilne faze na efikasnost jonizacije) [20].

Nakon izvrSenog izbora mode-a jonizacije, potrebno je odabrati odgovarajuu metodu
jonizacije; i to ESI ili APCI. Izbor metode jonizacije takode zavisi od strukture ispitivanog
jedinjenja. ESI predstavlja metodu izbora za polarna jedninjenja, dok je APCI pogodnija sa
slabo i umereno polarne molekule. Za detekciju nepoznatih jedinjenja preporucuje se
naizmeni¢no izvodenje ESI 1 APCI, pa najpogodniju metodu treba odabrati na osnovu
intenziteta signala. Na performanse ESI i APCI metode veliki uticaj, takode, imaju
hromatografski uslovi [20].
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Napon jonizacije

Veoma bitan MS parametar je napon kapilare (eng. capillary voltage). U LC/ESI-MS
sistemima, primenom napona kapilare od 4-5 kV nastaje jako elektri¢no polje. Primena viseg
napona u elektrosprej kapilari uslovljava nastanak manjih kapljica, ali ¢esto moze dovesti do
visokonaponskog praznjenja, pa je nastanak kapljica onemogucen. Iz tog razloga ovaj
parametar treba optimizovati za svaku mobilnu fazu [21,22].

Napon konusa

Napon konusa (eng. cone voltage) je tre¢i parametar koji moze biti kori§¢en za postizanje
fragmentacije u izvoru i samim tim u strukturnoj determinaciji molekula. Primenjuje se u
konusu (eng. cone sampling) ¢ime se postize izvlacenje jona iz dela jonskog izvora koji je
pod atmosferskim pritiskom i njihovo usmeravanje u deo masenog spektrometra koji je pod
vakuumom. Sa povecanjem napona konusa, povecava se brzina kretanja jona kroz ovaj
region, podlezu¢i koliziji u kontaktu sa parama rastvaraca i desolvatacionim gasom koji
uslovljava njihovu fragmentaciju. lako fragmentacija jona uslovljena promenom napona
konusa nije selektivna (nije izabran parent jon odredene mase), moze biti efikasna za
generisanje nekih fragmentnih jona koji iako mogu usloviti kompleksniji maseni spektar,
mogu dati i veoma korisne informacije o strukturi analiziranog jedinjenja. Njegova vrednost
moze biti prilagodena za detekciju molekulskog jona jedinjenja (niske vrednosti napona) ili za
dobijanje fragmentnih jona (viSe vrednosti napona) [21,22].

Protok desolvatacionog gasa i temperatura

Protok desolvatacionog gasa (eng. desolvatation gas flow) i temperatura spadaju u klju¢ne
parametre koji uti¢u na efikasnost jonizacije jedinjenja.

U LC/ESI-MS sistemu rasprSujuéi gas (eng. nebulizing gas, N2) prolazi kroz ESI probu
protokom od 70 do 90 L hr' omoguéavaju¢i formiranje aerosola iz rastvora uzorka.
Temperatura izvora je, u zavisnosti od protoka i sastava mobilne faze, obi¢no postavljena
izmedu 100°C 1 150°C. Zagrejani desolvatacioni gas (N2) uvodi se kroz jonski izvor i pomaze
u isparavanju i uklanjanju rastvaraca. Veci protok desolvatacionog gasa je Cesto potreban
kada je protok mobilne faze veéi. Na primer, pri protoku mobilne faze od 50 uL min?,
odgovarajuéi protok desolvatacionog gasa je 400 L hrl. Temperatura desolvatacije varira od
100 °C za protoke mobilne faze manje od 10 uL min do 400 °C za protoke veée od 50 pL
min [21-23].
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Uticaj brzine protoka mobilne faze

Brzina protoka mobilne faze u LC/MS sistemu ima veliki uticaj na separaciju, kao i na
efikasnost jonizacije u masenom spektrometru. U zavisnosti od izbora kolone mogu biti
primenjene razli€ite vrednosti protoka.

U LC/ESI-MS sistemu, ESI-MS je kompatibilan sa LC kapilarnim kolonama i
konvencionalnim analitickim kolonama. ESI metoda, kao §to je ve¢ napomenuto, moze da
zahteva smanjenje protoka (0,5 - 1,0 mL min) kori$éenjem odgovarajuéih splitter-a, . Jedna
od jedinstvenih karakteristika ESI je koncentraciona zavisnost, odnosno dobijeni odgovor
(intenzitet signala) je u direktnoj korelaciji sa molarnom koncentracijom analita u uzorku, a
ne sa ukupnom koli¢inom analita koja je uneta u izvor. U tom smislu, smanjenje protoka ne
utice na intenzitet dobijenog odgovora. Naprotiv, primenom optimalnog protoka u ESI izvor
moguce je povecati osetljivost masenog spektrometra. Optimalan protok za postizanje
stabilnog rasprsivanja u ESI izvoru je 200 uL min™.

Takode, smanjenjem protoka povecava se period izmedu ¢iS¢enja jonskog izvora jer u jonski
izvor dolazi manja koli¢ina teCnosti. UobiCajan pristup je post-column razdvajanje
postavljanjem splitter-a.

Kao S$to je ve¢ napomenuto, temperatura i protok gasova u jonskom izvoru moraju biti
optimizovani prema brzini protoka mobilne faze u cilju postizanja sto efikasnije jonizacije
[21-23].
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1.4. Hromatografski uslovi

U nastavku uvoda ove doktorske disertacije bi¢e opisani hromatografski parametri koji imaju
uticaj na efikasnost jonicazije u LC/MS sistemu, a koji su dalje tokom disertacije kori$¢eni za
detaljnu analizu u cilju razvoja brzih, osetljivih i efikasnih LC-MS/MS metoda za analitiku i
bioanalitiku odabranih glikopeptidnih antibiotika, vankomicina i teikoplanina [20-23].

1.4.1. Uticaj sastava mobilne faze na efikasnost jonizacije u LC/MS sistemu

Izbor rastvaraca

Uobicajno koriSc¢eni rastvara¢i u RP-HPLC sistemu su acetonitril, voda i metanol, koji su
ujedno i idealni rastvaraci u LC/MS sistemima. U cilju odrzavanja stabilnosti jonskog signala
potrebno je degazirati sve rastvarace pre LC/MS analize. U slucaju koris¢enja mobilne faze sa
ve¢im udelom vode, potrebno je povecati temperaturu izvora i probe kako bi se olaksala
desolvatacija u jonskom izvoru [16].

Izbor dodataka mobilne faze

Dodaci mobilne faze koriste se u cilju podeSavanja pH vrednosti i postizanja efikasne i
pouzdane separacije u HPLC sistemu. U slucaju kiselih jedinjenja smanjenje pH vrednosti
dovodi do povecanja retencionog vremena, dok povecanje pH vrednosti dovodi do smanjenja
retencionog vremena. Kada je re¢ o baznim jedinjenjima, smanjenje pH vrednosti dovodi do
smanjenja retencionog vremena dok povecanje pH vrednosti dovodi do povecanja
retencionog vremena. Koris¢eni dodaci moraju biti kompatibilni sa ESI uslovima
funkcionisanja. Ukoliko je potrebno smanjiti pH vrednost kako bi se postigla $to bolja
separacija, za LC/MS sistem najpogodnije su siréetna 1 mravlja kiselina u koncetraciji od
0,1% do 1,0%. Treba imati na umu da dodatak kiselina suprimira jonizaciju u negativnom
mode-u. Slabo kisela jedinjenja nec¢e formirati deprotonovane oblike u kiselim uslovima. Ako
je potrebno povecati pH vrednost mobilne faze u cilju poboljSanja LC separacije, amonijum-
hidroksid (u koncetraciji od 0,1 do 1,0%) je najpogodniji [20].

Soli imaju veliku primenu u hromatografiji jer imaju uticaj na retenciono ponasanje, oblik
pika. Upotreba neisparljivih soli kao $to su fosfati je nepozeljna jer lako krisaliSu u jonskom
izvoru i uslovljavaju njegovu blokadu, kao i supresiju procesa jonizacije.
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Neki od nepozeljnih dodataka u mobilnoj fazi za LC/MS sistem su surfaktanti/deterdzenti i
neorganske kiseline (sumporna ili fosforna kiselina). Surfaktanti/deterdzenti teze da
suprimiraju jonizaciju jedinjenja, dok neorganske kiseline mogu usloviti koroziju metalnih
delova jonskog izvora.

Medutim, desava se da, i kada se koriste dozvoljeni aditivi u mobilnoj fazi za LC/MS sistem,
nastanu neocekivani protonovani i1 deprotonovani oblici molekula usled uzorkovanja jako
baznih ili jako Kiselih rastvora ispitivanih jedinjenja. Za rastvore mobilne faze priblizno
neutralne pH vrednosti i niske jonske jacine, jonizujuéi protoni nastaju elektrolitickim putem.
U slucaju jako baznih rastvora koji sadrze amonijak, transfer protona sa amonijum jona moze
usloviti nastanak protonovanih oblika molekula. U rastvorima mobilne faze visoke jonske
jacine i neutralne ili visoke pH vrednosti dolazi do jonizacije indukovane praznjenjem (eng.
discharge induced ionization) koja je odgovorna za generisanje protonovanih oblika molekula
koji mogu usloviti supresiju jonskog signala [20].

Formiranje adukta

Dodaci mobilne faze, kao i necisto¢e u rastvorima uzorka, mogu doprineti kompleksnosti
masenog spektra. UobiCajna je pojava nekovalentnih kompleksnih jona kao $§to su
protonovani dimerni joni [2M+H*]. Pored njih, neretko se mogu javiti i kompleksi katjona
([M+NH4*], [M+Na'], [M+K™]), adukti rastvraca ((M + H20 + H'], [M + CH3OH + H'], [M
+ CH3CN + H'], [M + CI],[M + CH3COOQO) i multimerni joni ([3M + H™], [2M + Na']).
Formiranje aduktnih jona obezbeduje dodatne informacije pri odredivanju molekulske mase
nepoznatih jedinjenja. Medutim, visak jona alkalnih metala u mobilnoj fazi moze da
suprimira jonizaciju jedinjenja, pa je ¢esto potrebno da budu uklonjeni pre analize. U nekim
situacijama potrebno je u uzorak dodati katjone u tragovima kako bi se, ukoliko do
protonovanja ne dolazi, obezbedilo formiranje kompleksa katjona sa analiziranim jedinjenjem
[20].

Uticaj koncentracije analita

Kao $to je ve¢ prethodno objaSnjeno, odgovor dobijen primenom ESI metode jonizacije
pokazuje koncentracionu zavisnost. Maksimalna koncetracija analita do koje je moguce
uspostaviti linearnu zavisnost sa odgovorom (intenzitet signala) je 10° M. Ukoliko
koncetracija analita prede ovu granicu, dolazi do pada intenziteta odgovora. Intenzitet ESI
odgovora proporcionalan je povrSini naelektrisanih kapljica koja je raspoloziva za formiranje
jona. Pri koncentraciji od 10° M povrsine kapljica te¢nosti su u potpunosti zasiéene, pa dalje
povecanje koncentracije ne povecava povrSinu naelektrisanih kapljica iz koje se generiSu joni.
U slucaju niskih koncetracija, limiti detekcije zavise od osetljivosti LC/MS sistema,
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ukljucujuéi efikasnost transfera jona i njihove detekcije, kao i uklanjanje hemijskog Suma iz
sistema [20-22].

SIM (eng. Selecting lon Monitoring) i MRM (eng. Multiple Reaction Monitoring) pristupi u
snimanju masenog spektra

Postoje dva pristupa za poboljSanje osetljivosti LC/MS sistema; a to su SIM i MRM. SIM
pristup podrazumeva ogranicavanje masenog analizatora da kontinuirano prati odredeni jon
(m/z vrednost reprezentativnog jona ispitivanog molekula), $to znacajno poboljsava odnos
signal/Sum. U SIM mode-u osetljivost instrumenta se povecava 100 do 1000 puta jer se
povecava vreme pracenja jona, Sto ima veliki znacaj pri detekciji 1 kvantifikaciji veoma niskih
koncetracija jedinjenja.

MRM predstavlja visoko specificnu i osetljivu tehniku koja se koristi za selektivhu
kvantifikaciju jedinjenja iz kompleksne smese. MRM mode se najcesce izvodi u trostrukom
kvadrupolnom analizatoru. Uloga prvog kvadrupola (Q1) je da propusti jon odredene m/z
vrednosti (parent jon). Drugi kvadrupol ima ulogu kolizione c¢elije gde dolazi do
fragmentacije parent jona usled njegove kolizije sa neutralnim gasom. Tre¢i kvadrupol
propusta samo odredene product jone nastale fragmentacijom parent jona. MRM ima S$iroku
primenu u analizi kompleksnih smesa [21-23].

Gradijentno eluiranje

Tradicionalno, izokratsko eluiranje mobilne faze je reproduktivnije u odnosu na gradijentno
eluiranje. Isti sastav mobilne faze obezbeduje konstante uslove na koloni i konstantnu brzinu
kretanja komponenata kroz kolonu; analit-eluent i analit-stacionarna faza interakcije su
takode konstantne tokom trajanja analize. Ove c¢injenice CcCine izokratsko eluiranje
eluiranje se primenjuje za analizu kompleksnih multikomponentih smeSa koje se srecu u
LC/MS analizama jer je razdvajanje i kvantifikacija komponenata neefikasna primenom
izokratskih uslova. U cilju postizanja §to bolje selektivnosti za komponente smeSe i
optimalnog vremena trajanja analize u toku razvoja metode treba uzeti u obzir nagib
gradijenta, kao veoma vaznu varijablu. Optimizacijom nagiba gradijenta postiZze se zeljena
selektivnost. U slucaju da analiza predugo traje, kako bi se zadrzala postignuta selektivnost,
nagib gradijenta treba drzati konstantnim, a promenom (povecanjem) protoka mobilne faze
optimizovati vreme trajanja anlize. Medutim, povecanje protoka mobilne faze je ograniceno
zbog ogranicenih vrednosti pritiska HPLC sistema.
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Nakon izbora mode-a gradijenta, treba izvrSiti izbor tipa gradijenta; linearni ili multistep
gradijent. Generalno je preporucljivo upotreba prostog linearnog gradijenta zbog bolje
reproducibilnosti, manjeg stresiranja kolone i bolje rezolucije. Prisustvo izokratskih koraka u
gradijentu uslovljava Sirenje pika, Sto se odrazava na rezoluciju sistema. Prilikom primene
gradijentnog eluiranja potrebno je kondicionirati kolonu poc¢etnim uslovima gradijenta [20].

Stacionarna faza

Izbor stacionarne faze (kolone) zavisi od karakteristika ispitivanog jedinjenja i cilja analize.
Najsire koris¢ene kolone sadrze hemijski modifikovanu silika stacionarnu fazu. Hemijskom
modifikacijom uti¢e se na polarnost kolone. Dosta Cesto se koriste kolone sa vezanom C18
alkil grupom za povrsinu silike.

Naravno, moguce su jo§ brojne modifikacije u cilju postizanja $to bolje separacije. Kolona
mora biti stabilna pri pH vrednosti i opsegu temperature primenjene u razvoju metode. Dobro
poznavanje hemijske stabilnosti stacionarne faze je iz tog razloga od velike vaznosti [20].

1.5. Priprema uzorka

Uzorak za analizu u LC/MS sistemu moze biti razliitog porekla, i ¢esto zahteva posebnu
pripremu pre analize. Postupak pripreme uzorka predstavlja kriti¢an korak za kvantitativnu i
kvalitativnu analizu, odnosno moze imati veliki uticaj na specificnost, osetljivost, tacnost i
preciznost bioanaliticke procedure.

Priprema wuzoraka iz razli¢itih izvora obuhvata njihovu ekstrakciju, precis¢avanje i
koncetrisanje pre LC/MS analize u cilju postizanja dobre selektivnosti metode. To
podrazumeva uklanjanje ili smanjenje uticaja interferiraju¢ih supstanci matriksa, odnosno
uklanjanje proteina, soli i lipida iz bioloskog materijala. Metoda te¢no-te¢ne ekstrakcije (eng.
Liquid Liquid Extraction, LLE), ¢vrsto-teéne ekstrakcije (eng. Solid Phase Extraction, SPE) i
precipitacije proteina (eng. Protein Precipitation, PP) su naj¢escée koris¢ene metode [24].

Za pripremu uzorka u doktorskoj disertaciji koris¢ena je metoda precipitacije proteina, pa je u
nastavku | opisana.

Precipitacija proteina

Metoda precipitacije proteina podrazumeva uklanjanje proteina iz uzorka njihovom
denaturacijom kori§¢enjem odgovarajuceg precipitiraju¢eg agensa. Kao precipitirajuéi agensi
najcesce se koriste metanol ili acetonitril.
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Efekat matriksa

Efekat matriksa predstavlja modifikaciju odgovora analita, odnosno modifikaciju
visine/povrsine hromatografskog pika uslovljene endogenim supstancama matriksa (proteini,
fosfolipidi i soli) i egzogenim supstancama koje mogu biti unete u uzorak usled njegove
pripreme. Interferirajuée susptance iz matriksa generalno predstavljaju problem svih
analiti¢kih tehnika. U slu¢aju LC/MS metoda, efekat matriksa najceS¢e se odrazava kroz
supresiju jonskog signala analita uslovljen isparljivim komponentama matriksa koje mogu
uticati na proces rasprSivanja (samim tim i na veli¢inu nastalih kapljica) i evaporaciju
rastvaraca iz uzorka, a onda i1 na koli¢inu jona analita koji stizu do detektora [25]. Razlicit
potencijal ovog fenomena odrazava se generalno na detekciju jona, kao 1 na selektivnost,
ponovljivost, tacnost, linearnost i limit kvantifikacije postavljene metode. Takode, usled
uticaja matriksa na izgled masenog spektra tesko je dobiti pouzdanu biblioteku spektara.

Jonska supresija odrazava se na kvantifikaciju i identifikaciju analita. Razli¢ita jedinjenja
mogu usloviti jonsku supresiju. To mogu biti endogene supstance, ve¢ prisutne kao
komponente uzorka ili prisutne nakon ekstrakcije. Jonska supresija moze dovesti do lazno
negativnih rezultata jer smanjuje intentezitet jonizacija analita, ali i do lazno pozitivnih u
slu¢aju da interni standard podleZe intenzivnijoj supresiji od ispitivanog analita. Dodatak
internog standarda se Siroko primenjuje. Kako bi se postigla Zeljena eliminacija efekta
matriksa potrebno je da interni standard bude slicne hemijske strukture i retencionog
ponasanja kao ispitivano jedinjenje. Ocekivano je da je uticaj ko-eluiraju¢ih komponenata
matriksa na analit i interni standard komparabilan.

Procena efekta matriksa i metode za njegovo prevazilazenje treba da budu ukljucene u proces
validacije metode [26]. Efekat matriksa je uobicajna pojava i regulatorni organi u okviru dela
za validaciju bioanaliti¢kih metoda zahtevaju njegovu procenu i eliminaciju, ne navode¢i, bar
za sad, za to eksperimantalnu proceduru [27].

Stepen jonske supresije varira ne samo od uzorka do uzorka, ve¢ i od jedinjenja do jedinjenja
I zavisi od postupka pripreme uzorka [28], kao i od koncentracije analita odnosno odnosa
matriksa i koncetracije analita [29]. 1zborom pogodnijih hromatografskih uslova i postupka
preciS¢avanja uzorka ovaj efekat treba minimizirati.

Molekulska masa i naelektrisanje analita uticu na proces jonizacije. Generalno, joni vece
mase pokazuju potencijal da suprimiraju signal manjih jona [25]. Polarnija jedinjenja su
podloznija jonskoj supresiji, dok organski rastvara¢i generalno pojaCavaju intenzitet
jonizacije u elektrosprej izvoru, naro¢ito u pozitivnom jon-modu [29,30].
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1.6. Pregled literature

Detaljnim pregledom literature utvrdeno je da ne postoji ni jedan rad koji opisuje analizu
teikoplanina i vankomicina u humanoj plazmi i farmaceutskom doziranom obliku primenom
UHPLC-MS/MS metode koja je razvijena u skladu sa nau¢no zasnovanim AQbD pristupom.
U nastavku je dat pregled objavljenih radova koji opisuju analizu ispitivanih antibiotika
primenom drugih metoda.

Precizna, visoko selektivna 1 efikasna HPLC metoda razvijena je za odredivanje teikoplanina
u injektabilne farmaceutske oblike, opisuju Passoni MH i saradnici [31]. Analiza je
sprovedena na Waters Cig (250 x 4,6 mm, 5 um veli¢ina ¢estice) koloni, sa mobilnom fazom
koja sadrzi acetonitril i metanol (50:50, v/v). Primenjen je izokratski rezim eluiranja sa
protokom mobilne faze od 1,0 mL mint. Talasna duZina detekcije bila je 279 nm. Navedena
metoda uspesno je validirana.

Chapelle G i saradnici opisuju odredivanje glavne komponente teikoplanina u humanoj
plazmi primenom HPLC metode [32]. Ova metoda je osetljiva i specifi¢na pri ¢emu je
primenjena metoda ¢vrsto-teéne ekstrakcije za pripremu uzoraka plazme, dok je detekcija
vr$ena na 240 nm talasne duzine. Linearnost metode je ispitana koris¢enjem uzoraka u kojima
je koncentracije teikoplanina u plazmi bilau opsegu 5-40 mg mL™*. Koeficijent varijacije
kojim je procenjena intra-day i inter-day preciznost nije bio ve¢i od 5,4%. Zapremina uzorka
potrebnog za ispitivanje bila je 250 pL, §to je bilo dovoljno za pracenje koncentracije
teikoplanina u plazmi.

Mochizuki N i saradnici opisali su analizu komponenata teikoplanina HPLC metodom sa
elektrohemijskom detekcijom u uzorcima plazme ili cerebrospinalne te¢nosti [33]. Linearnost
metode za odredivanje teikoplanina ispitana je u opsegu koncentracija 0,025-10 ug mL™.
Koeficijenti korelacije bili su veé¢i od 0,999 za obe vrste uzoraka. Limit detekcije glavne
komponente teikoplanina bio je 1 ng mL™ (odnos signal/Sum > 3). Vrednost relativne
standardne devijacije, RSD, koja je izraunata u okviru ispitivanja intra-day preciznosti bila
je 5,9%. dok je u slu¢aju inter-day preciznosti bila od 2,6% do 6,8%.

Kim KY i saradnici opisali su LC/MS/MS metodu za odredivanje koncentracije teikoplanina u
uzorcima humane plazme [34]. Uzorci plazme pacijenata razblazeni su vodenim rastvorom
pufera pre injektovanja u LC/MS/MS sistem. Hromatografsko razdvajanje sprovedeno je na
Cadenza HS-C18 koloni primenom gradijentnog eluiranja sa mobilnom fazom koju ¢ini
smeSa acetonitril/voda (sa dodatkom mravlje kiseline u koncentraciji od 0,1%). Protok
mobilne faze bio je 0,5 mL min. Ispitivani analiti su analizirani u MRM rezimu primenom
elektrosprej jonizacije u pozitivnom mode-u. Koncentracija teikoplanina odredena je kao zbir
koncentracija Sest komponenata (A3-1, A2-1, A2-2, A2-3, A2-4, i A2-5). Linearnost metode
je ispitana u osegu koncentracija 1-50 mg mL™ 3to obuhvata terapijske koncetracije
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teikoplanina u plazmi. Vrednosti RSD za procenuintra- i inter-day preciznosti bile su manje
od 15%. Validirana metoda je primenjena za prac¢enje koncentracije teikoplanina u klinickoj
praksi.

Razvoj UPLC-MS/MS metode za odredivanje teikoplanina u serumu pacijenata opisali su
Fung FH i saradnici [35]. Kao interni standard primenjen je ristocetin. Jonska supresija,
linearnost, stabilnost, efekat matriksa, recovery, preciznost, LOQ i LOD uspe$no su ispitani.
Vreme eluiranja teikoplanina bilo je 1,39 min, dok je vreme eluiranja internog standarda bilo
1,24 min. Linearnost metode je ispitana u opsegu koncentracija rastvora teikoplanina 0-200
ng mL™. Postekstrakciona stabilnost postignuta je do 20h, minimalan efekat matriksa sa
prinosom ekstrakcije > 93%. Vrednost limita kvantifikacije, LOQ, bio je 1 pg mL™, dok je
vrednost limita detekcije, LOD, bio 0,2 pg mL™. Ova metoda predstavlja dodatnu opciju za
odredivanje teikoplanina u serumu pacijenata.

Begou O i saradnici prikazali su razvoj i validaciju UPLC-MS/MS metode sa ciljem da se
primeni za kvantifikaciju koncentracija teikoplanina u plazmi kod novorodencadi [36].
Farmakokineticki podaci o teikoplaninu u neonatalnoj populaciji su veoma ograniceni, pa je
osetljiva 1 pouzdana metoda za odredivanje svih izoformi teikoplanina primenjena u maloj
zapremini uzorka. Glavne komponente teikoplanina su ekstrahovane jednostavnom metodom
precipitacije acetonitrilom i analizirane na C18 hromatografskoj koloni pomocu trostrukog
kvadrupolnog masenog spektrometra. Metoda obezbeduje pouzdane podatke u opsegu
koncentracija od 25-6400 ng mL* sa vrednostima LOD od 8,5 ng mL? i LOQ 25 ng mL™* za
ukupni teikoplanin. Metoda je primenjena u uzorcima plazme novorodencadi da podrzi
farmakokineticke podatke i koriS¢ena je za odredivanje nivoa koncentracije teikoplanina u
plazmi odojcadi tokom terapije u Jedinici intenzivne nege.

Tsai IL i saradnici opisali su studiju koja je razvila brzu, jednostavnu i osetljivu UPLC-
MS/MS metodu za istovremeno odredivanje koncentracija vankomicina, teikoplanina,
daptomicina i kolistina u ljudskoj plazmi [37]. Proces pripreme uzorka ukljucuje jednostavan
korak denaturacije proteina koriS¢enjem acetonitrila, nakon cega sledi 11-struko razblaZivanje
sa 0.1% mravlje kiseline. Osam ciljnih pikova za Cetiri leka moze se analizirati u roku od 3
minuta koris¢enjem Kinetek™ 2,6 mm C18 kolone. Optimizovani su parametri masene
spektrometrije, pri ¢emu su prac¢ene po dve tranzicije svakog leka u MRM rezimu, $to je
obezbedilo visoku osetljivost i specifi¢nost. UPLC-MS/MS metoda je validirana u opsezima
klini¢kih koncentracija leka u plazmi. RSD vrednosti odredene za inter- i intra-day
preciznosti bile su 12,7% odnosno 14,7%. Ta¢nost odredena pri niskim, srednjim i visokim
koncentracijama analita u uzorku bila je izmedu 89,3% i 110,7%. Standardne kalibracione
krive za analite su bile linearne i imale su koeficijente korelacije ve¢e od 0,997. Limiti
detekcije za sve analite imale su vrednosti ispod 70 ng mL™. Primena ove metode za analizu
uzoraka plazme pacijenata potvrdila je njenu efikasnost za terapijsko pracenje ova cCetiri leka,
Sto je preduslov za poboljsanje terapijske efikasnosti i bezbednosti ovih antibiotika.
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Jesus Valle MJ i saradnici razvili su i validirali brzu i jednostavhu HPLC metoda sa UV
detekcijom za kvantifikaciju vankomicina u uzorcima vestacke perfuzione tecnosti i plu¢nog
tkiva [38]. Hromatografsko razdvajanje izvedeno je Nucleosil 120 C18 5 um (duZzina 15 cm;
unutra$nji prec¢nik 0,4 cm) koriS¢enjem smese 0,05 M NH4H2PO4 (pH 4,0) - acetonitril (92:8,
v/v) kao mobilne faze pri protoku od 1 mL min, sa UV detekcijom na 220 nm. Metoda
koris¢ena za kvantifikaciju vankomicina pokazala je linearnost za opsege koncentracija od
0,1-2, 2-15 i 15-250 pug mL™*. Vrednost LOQ bila je je 0,1 pg mL™?, a koeficijenti varijacije
tokom procene inter- i intra-day preciznosti bili su izmedu 0,6% i 7,0%. Retenciono vreme
vankomicina bilo je 8,5 min. Metoda je uspesno koris¢ena za ispitivanje farmakokinetike
vankomicina u izolovanim plu¢ima pacova nakon njegove sistemske i inhalacione primene.

Shibata N i saradnicu razvili su LC/MS/MS metodu za odredivanje vankomicina u plazmi
pacova [39]. Nakon precipitacije 100 uL uzorka plazme sa 300 puL 10% trifluorosiréetne
kiseline-metanola (2:1, v/v), supernatant je razblazen sa 300 pL destilovane vode.
Kalibraciona kriva je imala linearni opseg od 0,01 do 20 pg mL™? sa duzinom trajanja analize
od 5 min. Preciznost, tacnost i vrednost LOQ pokazali su da je ova metoda pogodna za
odredivanje vankomicina u plazmi pacova.

Za analizu vankomicina u humanom serumu razvijena je LC/MS metoda koju su opisali
Zhang T i saradnici [40]. Kao interni standarda koris¢en je atenolol. Vankomicin je
ekstrahovan iz seruma upotrebom ekstrakcije ¢vrsto-tecne kstrakcije sa mehanizmom
zadrzavanja analita zasnovanom na katjonskoj izmeni. Utvrdeno je da je metoda linearna u
opsegu koncentracija vankomicina 0,05-10 pg mL™, §to je bilo adekvatno za kvantifikaciju
vankomicina u uzorcima. Osim toga, odredene su I vrednosti LOQ od 0,005 pg mL? i LOD
od 0,001 ug mL™. Metoda je koris¢ena za odredivanje koncentracije vankomicina kod
pacijenata tokom perioperativne infuzije leka, za koju je utvrdeno da dovodi do koncentracije
leka unutar potrebnog terapijskog okvira

Za odredivanje vankomicina u serumu i urinu opisana je LC/MS/MS metoda od strane Cass
RT i saradnika [41]. Nakon dodavanja internog standarda (teikoplanina), uzorci seruma i urina
su direktno injektovani u HPLC sistem. Uz minimalnu prethodnu obradu uzorka, metoda je
jednostavna i brza. Detekcija vankomicina bila je ta¢na i precizna, sa vrednos¢u LOD od 1 ng
mL™ u serumu i urinu. Kalibracione krive za vankomicin kod pacova, pasa i primata bile su
linearne u opsegu koncentracija od 0,001-10 pg mL™ za serum i urin. Ova metoda je uspesno
primenjena za odredivanje koncentracije vankomicina u uzorcima seruma i urina pacova, pasa
1 primata u farmakokineti¢kim studijama.

HPLC metoda razvijena je za odredivanje teikoplanina u parenteralnom doziranom obliku.
Koris¢ena je Ksterra RP C18, 250%4,6 mm, kolona sa veli¢inom ¢estica od 5 pm 1 mobilnom
fazom koja se sastoji od 0,02 M kalijum-dihidrogen-ortofosfata, 0,02 M dikalijum- hidrogen-
ortofosfata i 0,5% rastvora trietil amina u vodi(pH vrednost vodenog dela mobilne faze
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podesen je orto-fosfornom kiselinom na 3,2) i acetonom (40:50, v/v). Koriscen je acetonitril u
izokratskom rezimu. Brzina protoka mobilne faze je bila 0,5 mL min?, a talasna duzina
detekcije 210 nm. Retenciono vreme teikoplanina bilo je 4,178 min. Opseg koncentracija
kalibracione krive za procenu linearnosti bio je 24,1-289,2 ug mL™. Vrednosti LOD i LOQ
bile su 1,205 pg mL™? i 3,615 pg mL?, tim redosledom Metoda je validirana ispitivanjem
ta¢nosti, preciznosti i podobnosti sistema [42].

Studija koju su predstavili Marrubinia G i saradnici opisuje razvoj LC metode za odvajanje
teikoplanina i njenih povezanih necisto¢a kompatibilnih sa detekcijom MS. Uslovi separacije
za teikoplanin su postavljeni na koloni LiChrospher 100 RP-18 pod gradijentim eluiranjem sa
mobilnom fazom sastavljenom od rastvora amonijum-formijata 25 mM ¢ija pH vrednost je
podesena na 6,00 i acetonitrila. Nova metoda se pokazala ekvivalentnom u smislu
selektivnosti u odnosu na metodu koja je objavljena u monografiji teikoplanina iz Evropske
farmakopeje, i validirana je prema ICH Q2 R1 smernici [43].

Veliki je broj radova je publikovan u kojima se opisuje implementacija AQbD (eng.
Analytical Quality by Design) pristupa u razvoju metoda. Kao $to je ve¢ istaknuto, U 0vOj
doktorskoj disertaciji, AQbD je prvi put primenjen u analitici i bioanalitici teikoplanina i
vankomicina. U nastavku je dat pregled nekoliko radova koja opisuju primenu AQbD
pristupa.

Ove studije opisuju sistematski razvoj 1 validaciju HPLC bioanaliticke metode reverzne faze
za nevirapin u plazmi pacova sa primenom QbD-a. Hromatografsko razdvajanje izvedeno na
C18 koloni koris¢enjem izokratskog eluiranja sa mobilnom fazom koju ¢ini 68:9:23% (v/v)
metanola, acetonitrila 1 vode (pH 3, podeSen ortofosfornom kiselinom) pri brzini protoka od
1,0 mL mint | primenu UV detekcije na 230 nm. Box-Behnken dizajn je primenjen za
optimizaciju hromatografskih uslova uzimaju¢i odnos mobilne faze, pH i brzinu protoka kao
kritiéne parametre metode. Ukratko, studije pokazuju korisnost analitickog QbD pristupa za
racionalan razvoj bioanaliticke metode sa poboljSanim hromatografskim odvajanjem 1
dobijanjem nevirapina u plazmi pacova, opisali su Beg S i saradnici [44].

Kalariya PD i saradnici primenili su princip QbD u razvoju metode za brzo i selektivno
odvajanje dolutegravira i njegovih proizvoda razgradnje. Razvijena metodologija je
zasnovana na eksperimentalnom dizajnu za ispitivanje kriticnih parametara hromatografskih
sistema. Efikasno hromatografsko razdvajanje je postignuto na Waters Acquity UPLC fenil
heksil (100 x 2,1 mm, 1,7 mm) koloni sa gradijentnim eluiranjem. Rastvor 10 mM acetatnog
pufera (pH 4,0) i methanol ¢ine mobilnu fazu. Program gradijenta je podeSen na taj nacin da
je pocetni udeo metanola 15%, a zatim raste do 65% tokom 5 minuta, a zatim je zadrzan
nepromenjen tokom narednih 6 minuta pri brzini protoka od 0,3 mL min™. Metoda je uspesno
prenesena na UPLC-QTOF-MS/MS system za potrebe strukturne karakterizacije cetrnaest
proizvoda razgradnje dolutegravira, [45].
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1.7. Analytical Quality by Design pristup u razvoju leka i analitickih metoda za kontrolu
kavaliteta lekova

Quality by Design (QbD) predstavlja savremeni, sistemati¢an i nau¢no zasnovan pristup sa
jasno unapred definisanim ciljevima i odgovaraju¢om procenom rizika.

Pocetkom XXI veka pocela je implementacija QbD pristupa u farmceutskoj industiji za
proizvodne procese jer je Medunarodna konferencija za harmonizaciju (eng. International
Conference on Harmonisation — ICH) u smernicama Q8 i Q11 definisala QbD; ICH Q8 — za
farmaceutski razvoj i Q11 — za razvoj i proizvodnju aktivnih supstanci. Primenu ovog
pristupa u razvoju analitiCkih procedura opisana je u smernici ICH Q14 [46-47].

Rezultat primene ovog pristupa jeste dobijanje proizvoda Zeljenog profila i kvaliteta. Sustina
je ugradnja kvaliteta u svakoj fazi proizvodnje leka kroz sistematicnu procenu Svih
potencijalnih rizika na kvalitet proizvoda i dobro razumevanje svake faze procesa
proizvodnje.

Pored primene u procesima proizvodnje, kao neizostavan i primarni korak u obezbedenju
kvaliteta finalnog proizvoda, jeste i primena u razvoju svake analiticke metode. QbD u
razvoju analitiCkih metoda definisan je kao Analytical Quality by Design (AQbD) pristup.
Rezultat primene AQbD pristupa je dobijanje analiticke metode Zeljenih performansi, a koje
dalje predstavlja osnovu za dobijanje finalnog proizvoda zeljenog kvaliteta.

Do razvoja AQbD pristupa, primenjivan je empirijski pristup, a koji podrazumeva nasumi¢no
izvodenje eksperimenata na osnovu kojih se definiSu optimalni uslovi analize finalnog
proizvoda. Primena ovako dobijene metode u rutinkoj kontroli kvaliteta leka ispitivana je u
fazi validacije. Nedostatak ovog pristupa je §to ne daje moguénost procene rizika na
performanse metode.

Uzimajuéi u obzir sve navedene prednosti AQbD pristupa u odnosu na empirijski pristup,
danas je najéesce prvi izbor od strane analiti¢ara u razvoju metode.

Savremena i nau¢no zasnovana AQbD metodologija u postizanju Zeljenog cilja podrazumeva
sledece korake [46-50]:

1) Definisanje zeljenih osobina hromatografske metode (eng. Analytical Target
Profile — ATP) i definisanje kritiénih atributa kvaliteta (eng. Critical Quality
Attributes — CQA);

2) Definisanje kriticnih parametara hromatografskog procesa (eng. Critical Process

Parameters — CPP) i procena rizika kvaliteta (eng. Quality Risk Assesment — QRA);
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3) Definisanje prostora znanja (eng. Knowledge Space — KS) i primena
eksperimentalnog dizajna (eng. Design of Experiments — DoE) kao efikasnog pristupa
za ispitivanje uticaja definisanih CPP na kriticne odgovore sistema;

4) Definisanje prostora dizajna (eng. Design Space — DS);
5) Definisanje radnih uslova i procena robusnosti metode;

6) Validacija metode

1.7.1. Definisanje zeljenih osobina hromatografske metode i definisanje kriticnih atributa
kvaliteta

Zeljeni kvalitet proizvoda predstavlja skup svih karakteristika kvaliteta farmaceutskog
proizvoda koje bi se mogle posti¢i u idealnim uslovima uz ofuvanje bezbednosti i efikasnosti
samog proizvoda [51].

Zeljeni kvalitet hromatografske metode (ATP) predstavlja kriterijume i zahteve koji se odnose
na karakteristike same metode (npr. tacnost, preciznost i opseg) [46], a u cilju postizanja
zeljenog razdvajanja pikova analizirane smese i $to kraCem vremenu trajanja analize.
Uopsteno kriti¢ni atributi kvaliteta (eng. Critical Quality Atributes, CQA) je karakteristika
(fizicka, hemijska, bioloska ili mikrobioloska) koja treba da bude u okviru odgovarajuéeg
opsega, a u cilju dobijanja proizvoda Zeljenog kvalitetat [46]. U razvoju hromatografske
metode, CQAs su odgovori sistema koji se prate (eng. output), odnosno, zavisno promenljive.
Njacesc¢e su to fakor rezolucije, faktor selektivnosti i kriterijum koji se zasniva na odnosu
visine pika i doline koja spaja susedne pikove (eng. Peak-to-Valley Ratio) [52].

1.7.2. Definisanje kriticnih parametara hromatoqrafskog procesa i procena rizika kvaliteta

ICH Q8 (R2) smernica [46] definiSe kriticne parametre, CPPs (eng. Critical Process
Parameters) kao parametre Cija varijabilnost utice na CQAs, pa je njihovo pracenje od
izuzetnog znacaja kako bi se postigao Zeljeni kvalitet proizvoda. Parametri procesa nazivaju
se faktori, input-i ili nezavisno promenljive.

Najces¢i parametri koji se mogu procenjivati u razvoju LC metode su tip stacionarne faze, tip
1 udeo organskog rastvarac¢a u mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze, temperatura kolone,
vreme trajanja gradijenta (u sluc¢aju metoda gradijentnog eluiranja).
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1.7.3. Definisanje prostora znanja i primena eksperimentalnog dizajna

Cilj razvoja metode je utvrdivanje odgovaraju¢e kombinacije faktora (CPPs) i definisanje
opsega (interval) CPPs koja ¢e omoguciti dobijanje Zeljenih CQAs. Takav interval CPPs ¢ini
jedan deo ukupnog moguceg eksperimentalnog prostora koji se naziva prostor znanja (KS).
QRA pristup, iskustvo istrazivacéa i preliminarni eksperimenti omoguc¢avaju definisanje KS.
Posle definisanja KS pristupa se primeni metodologije DoE, ¢iji je cilj da detaljno opiSe
variranje CQASs u zavisnosti od variranja definisanih CPPs. DoE metodologija je sistematican
pristup koji podrazumeva izvodenje relativno malog broja dobro isplaniranih eksperimenata u
okviru prostora znanja, na osnovu kojih se primenom statistickih i matematickih tehnika
detaljno objasnjava zavisnost CQAs od CPPs.

Metodologija DoE omoguéava procenu interakcija razlic¢itth CPPs kroz eksperimente u
kojima je moguée istovremeno menjati vise CPPs. Ovo je i glavna prednost DoE
metodologije u odnosu na one factor at the time ispitivanje koje podrzumeva da jedan CPP
bude odrzavan na konstantnom nivou, a da se drugi CPPs menjaju. Istovremena promena
razli¢itih CPPs mnogo realnije opisuje stvarni sistem i moZe se desiti da je efekat takve

promene znac¢ajno razli¢it u odnosu na pojedinacne efekte pojedinacnih promena.

1.7.4. Definisanje prostora dizajna

Prostor dizajna (eng. Design Space, DS) predstavlja multidimenzionalnu kombinaciju i
interakciju faktora i procesnih parametara za koju je pokazano da omogucava obezbedenje
kvaliteta [46,53-56]. Sustinski, DS predstavlja region teorijske robusnosti i deo
eksperimentalnog prostora u kome ¢e definisani CQAs ostati na Zeljenom nivou kvaliteta bez
obzira na promenu faktora. Stoga se uslovi metode vise ne definiSu kao tacno odredene tacke
ve¢ kao oblast u okviru DS-a. Takode, postize se velika fleksibilnost u rutinskoj primeni
metode jer se pomeranje u okviru DS-a ne smatra promenom koja zaheva dodatnu potvrdu
adekvatnosti metode. Na slic¢an nacin, olaksan je i transfer metode izmedu laboratorija jer se
svi uslovi unutar DS-a smatraju prihvatljivim. Konacno, glavni razlog definisanja DS-a je
mogucnost da se na osnovu njegove veliCine tacno proceni koliko Cesto ¢e metoda moci da
zadovolji definisane zahteve kvaliteta .

Procena DS-a vrsi se u dve faze, odnosno prvo se definiSe DS za stacionarnu fazu, a zatim DS
za mobilnu fazu, kao i za ostale procesne parametre. DS za mobilnu fazu i ostale parametre
procesa definiSe se na osnovu uspostavljene matematicke veze izmedu ispitivanih CPPs i
CQAs.
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Naime, jednadine omogucéavaju da se tacno izdvoje regioni eksperimentalnog prostora u
kojima ¢e kombinacija CPPs dati zadovoljavaju¢u vrednost jednog CQA, a zatim se takvi
regioni preklapaju kako bi se pronasao deo eksperimentalnog prostora u kome ¢e kombinacija
CPPs dati Zeljene odgovore za sve posmatrane CQAs. Ukoliko je broj ispitivanih CPPs
relativno mali, graficki prikaz DS-a dobija se preklapanjem povrSina odgovora za ispitivane
CQAs. U slucaju slozenijih sistema mogu se koristiti 1 razliite funkcije hromatografskog
odgovora [54].

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 jo$ i pseudo-DS. Kako bi se definisao DS maksimalne
pouzdanosti potrebno je nesigurnosti u podesavanju CPPs dodati i nesigurnost u
izracunavanju koeficijenata matematickog modela. Postoje razliCiti statisticki pristupi za
postizanje ovakvog DS-a, a jedan od najée$¢e primenljivanih je Monte—Karlo simulacija.

1.7.5. Definisanje radnih uslova i procena robusnosti metode

Kao radna tacka moze biti bilo koja tacka u okviru prostora dizajna DS. To moze biti tacka sa
najboljom vrednos¢u CQA ili neka tacka koja je odgovarajuca sa prakti¢ne tacke gledista.
Medutim, veoma je pogodno odabrati one tacke koje ¢e biti najrobusnije, tako da nije
preporucljivo birati tacke koje se nalaze na samim ivicama prostora dizajna DS. Pozeljno je
odabrati tacku u kojoj ¢e biti najveéa verovatnoc¢a postizanja zeljenog odgovora.
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2.

CILJ RADA

Cilj ove doktorske disertacije jeste sveobuhvatna studija retencionog i jonizacionog ponasanja
vankomicina 1 teikoplanina, kao odabranih glikopeptidnih antibiotika, s ciljem unapredenja
procesa njihove analitike i bioanalitike kroz sledece faze:

1)

2)

3)

4)

5)

Hemijska karakterizacija procesa jonizacije odabranih glikopeptidnih antibiotika u
masenom spektrometru sa hemometrijskim pristupom

Razvoj nove, AQbD usaglaSene UPLC-MS/MS metode za pracenje teikoplanina,
njegove farmakopejske necisto¢e i vankomicina u odgovaraju¢im farmaceutskim
oblicima

Procena stepena degradacije i predvidanje potencijalnih puteva degradacije odabranih
glikopeptidnih antibiotika sprovodenjem studija forsirane degradacije, a primenom
prethodno razvijene i validirane UPLC-MS/MS metode

Izbor optimalnih hromatografskih uslova za analizu Sest oblika teikoplanina i
vankomicina u uzorcima humane plazme primenom AQbD pristupa

Optimizacija pripreme uzoraka plazme i biovalidacija—optimizirane UPLC-MS/MS
metode, kao i njena primena za odredivanje koncentracije vankomicina i teikoplanina
(teikoplanin A3-1, teikoplanin A2-1, teikoplanin A2-2, teikoplanin A2-3, teikoplanin

A2-4 i teikoplanin A2-5) u uzorcima plazme pacijenata.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1.Aparati, laboratorijski pribor, reagensi i matematicko-softverski sistemi

Teéni hromatograf : Waters Acquity H-Class UPLC System, Milford, Masacusets, SAD

e Pumpa: Waters Quaternaty UPLC Pump sa sistemom za deaeraciju, SAD

e Detektor: UV/VIS Plus detektor

o Sistem za injektovanje: autosempler sa kapacitetom od 112 standardnih bocica
e Softver za obradu podataka: MassLynx® v4.1 Software Upgrade, Waters Group
e Zapremina injektovanja: 1 pL

Tandem maseni spektrometar: Waters Triple Quadrupole System, Masacusets, SAD

e Jonski izvor: Elektrosprej jonizacija
e Maseni analizator: Trostruki kvadrupol
e Detektor: Elektronski multiplikator kanonskog tipa

Elektronska analiticka vaga: Sartorius tip 121, Sartorius GmbH, Getingen, Nemacka
Ultrazvuéno kupatilo: Fungilab, Barselona, Spanija

pH-metar sa kombinovanom staklenom elektrodom: Metrohm tip 780, Herisau, Svajcarska
Vorteks mesalica: Vortex-Genie tip 2T, Scientific Industries Inc, Njujork, SAD
Centrifuga: Eppendorf tip 5424R, Eppendorf Ltd, StivenidZ,Velika Britanija

Laboratorijski pribor

o Sistem za filtriranje: Whatman 47 mm glass/mesh membranski nosac, Whatman
International Ltd, Mejdston, Engleska

o  Membranski filteri: Nylon membranski filteri, 0,45 um i 0,22 um velicina
pora,Whatman International Ltd, Mejdston, Engleska

e Automatske pipete: FinnpipetteTM F1 adjustable-volume pipettes, Thermo Fisher
Scientific Inc, Vanta, Finska

Reagensi

e Acetonitril: LC-MS grade, Fischer Scientific International, Hampton, SAD
e Voda: HPLC gradient grade, Fischer Scientific International, Hampton, SAD
e Mravlja kiselina: ~ 99%, Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri, SAD
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Hromatografske kolone

e UPLC Acquity CSH Phenyl-hexyl — dimenzije 50 mm x 2,1 mm, 1,7 um velicina
Cestica, Waters, Milford, Masacusets, SAD

e UPLC Acquity BEH Amide — dimenzije 50 mm x 2,1 mm, 1,7 um veli¢ina
Cestica, Waters, Milford, Masacusets, SAD

Matematicko-softverski sistemi

e Design-Expert® 10.0. — Stat-Ease Inc, Mineapolis, Minesota, SAD
e Microsoft Office Excel 2010 — Microsoft, Neitik, Masacusets, SAD
e Modde Pro 12, Umetrics, Umea. Svedska

Standardne supstance i farmaceutski oblik

e Teikoplanin (sledeceg sastava teicoplanin A3-1, 11.7%; A2-1, 7.3%; A2-2/2-3, 60.2%;
A2-4/A2-5, 20.8 %.) — referentni standard, Sigma Aldrich St Louis, SAD

e Necistoca A, necistoca teikoplanina - referentni standard, Sigma Aldrich St Louis,
SAD

e Vankomicin — referentni standard, Sigma Aldrich St Louis, SAD

e Roksitromicin — interni standard, Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA)

e Targocid 400 mg puder za rastvor za injeciju/infuziju ili oralni rastvor (broj serije: A
6186) and Vancomycin 1 g puder za rastvor za infuziju (broj serije 2742606)

e Cista plazma — matriks, Sanguin, Amsterdam

Strukturne formule internog standarda i analizirane necisto¢e A (necistoce teikoplanina) date
naslici 71 8.

AN

Slika 7. Strukturna formula negisto¢e A
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Slika 8. Strukturna formula roksitromicina
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3.2. Optimizacija hromatografskog razdvajanja izomera teikoplanina, njegove necistoce
A i vankomicina u UHPLC-MS/MS sistemu — farmaceutski oblik

3.2.1 Optimizacija uslova tandem masenoq spektrometra

e Maseni analizator — trostruki kvadrupolni system (TQD, Waters, SAD)
e Metoda jonizacije — elektrosprej jonizacija (metoda pracenja viSestrukih reakcija -
multiple reaction monitoring (MRM)
e Desolvatacioni gas — Azot
o temperatura desolvatacije - 500 °C
o Protok desolvatacionog gasa - 1000 L ht
¢ Kolizioni gas — argon
e Protok gasa konusa - 10 L h'
e Temperatura jonskog izvora - 150 °C
e Softverski programi — Modde Pro 12, Umetrics, Umea. Svedska

Detekcija i kvantifikacija analita sprovodena je kori§¢enjem pozitivne elektosprej jonizacije i
MRM mode-a pracenja.

Parametri masenog spektrometra (MS) — napon kapilare (capillary voltage), napon konusa
(cone voltage (CV)) i koliziona energija (collision energy (CE)) optimizovani su
implementacijom metodologije ekperimentalnog dizajna. Optimalne vrednosti navedenih MS
parametara za svaki fragmenti jon koji je koris¢en u kvantifikaciji definisane su pracenjem
njihovog intenziteta jonskog signala/odgovora izvodenjem eksperimenata prema matrici
Rechtschaffen dizajna, a koja je prikazana u tabeli 2.
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Table 2. Eksperimentalni plan Rechtschaffen dizajna sa prikazanim rezultatima intenziteta
jonskog signala/odgovora

Br.Eksp | A B It A2-2/A2-3 It Az-am2- | lta21 | It asa Iv limpA
5

1 2.5 10 |10 301255 104101 3658 5821 218324 582541

2 25 |50 |40 1,52363e+06 | 675810 30254 | 36254 1,33256e+06 | 3,00146e+06
3 4.5 10 |40 402581 158741 | 4002 6258 417524 800526

4 4.5 50 |10 584251 219452 7152 10247 435265 1,11479e+06
5} 2.5 10 |40 1,42584e+06 | 601254 15247 | 30251 1,17259e+06 | 2,54784e+06
6 25 |50 |10 75841 3425 1241 1568 63824 150487

7 4.5 10 |10 625841 222584 | 70025 | 10284 432256 1,24781e+06
8 45 |30 |25 1,25647e+06 | 514725 16254 | 26785 1,05122e+06 | 2,50148e+06
9 35 50 |25 1,72548e+06 | 914752 20192 | 46257 1,8811e+06 | 3,48751e+06
10 35 |30 |40 1,65847e+06 | 870521 17258 | 40855 1,5525e+06 | 3,30148e+06
11 35 [30 |25 1,95698e+06 | 884561 32015 | 45265 1,74021e+06 | 3,86325e+06
12 35 [30 |25 1,89256e+06 | 895241 30254 | 47352 1,73013e+06 | 3,89654e+06
13 35 [30 |25 1,84752e+06 | 897593 | 29217 | 48523 1,73258e+06 | 3,84215e+06

A - napon kapilare; B — napon konusa; C — koliziona energija; | T a2-212-3 - intezitet jonskog
signala T A2-2/2-3 tranzicije (940,6—316,3); | T a2-412-5— intezitet jonskog signala T A2-4/2-5
tranzicije (947,6—330,0); | T a2-1 — intezitet jonskog signala T A2-1 tranzicije
(939,8—314,3); | T a3-1 — intezitet jonskog signala T A3-1 tranzicije (782,4—125,8); I v —

intezitet jonskog signala vankomicin tranzicije (725,1—99,9); | imp A — intezitet jonskog

signala tranzicije necisto¢e A (98,9—42,9)

Za postupak optimizacije koriséeni su rastvori koncentracije 10 pg mL? ukupnog
teicoplanina, 10 ng mL™ vancomicina, 10 ng mL™ neéistoce teikoplanina (necisto¢a A) and
200 ng mL™ roksitromcina (interni standard) pripremljeni u smesi acetonitril / voda (50/50,
v/v) sa 0,1% mravljom kiselinom.
Uzorci su direktno injektovani u maseni detektor. Optmalne vrednosti ispitivanih MS
parametara prikazani su u tabeli 3.
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Table 3. Optimalne vrednosti MS parametara

m/z vrednost CV (V) | CE(V) | Napom kapilare (kV)
Teikoplanin A3-1 782,4—203,7 29,2 33,8 3,0
782,4—125,8* 29,0 32,7 3,3
Teikoplanin A2-1 939,8—296,2 25,1 29,2 3,0
939,8—314,3* 24,0 26,0 3,1
Teikoplanin A2-2/A2-3 | 940,6—298,2 28,3 34,4 3,2
940,6—316,3* 26,0 30,6 3,2
Teikoplanin A 2-4/A 2-5 | 947,6—204,2 28,9 33,9 3,3
947,6—330,0* 36,9 32,9 3,3
Necisto¢a A 98,9—77,9 28,0 17,2 3,1
98,9—42,9* 29,6 22,5 3,3
Vancomicin 725,1—144,0 28,1 29,5 3,2
725,1—599,9* 28,0 32,0 3,5
Roksitromicin 837,6—679,5 30,0 20,0 3,0
837,6—158,1* 30,0 30,0 3,0

CV- napon konusa (eng. cone voltage); CE- koliziona energija (eng. collision energy); kV-
napon kapilare (eng. capillary voltage)

*Tranzicije koje su pracene u cilju kvantifikacije
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3.2.2. Optimizacija hromatogarfskih uslova

e Sastav mobilne faze — voda sa 0,1% mravljom kiselinom (mobilna faza A) i acetonitril
(mobilna faza B)

e Protok mobilne faze — 0,25 mL min

e Zapremina injektovanja — 3 pL

e Kolona - UPLC Acquity CSH Phenyl-hexyl — dimenzije 50 mm x 2,1 mm, 1,7 um
velicina Cestica

e Temperatura kolone — 30 °C

e Softverski programi — Modde Pro 12, Umetrics, Umea. Svedska

Smesa rastvora 10 pg mL™ ukupnog teicoplanina, 5 pg mL™ vancomicina, 1 ng mL*
nedisto¢e teikoplanina (neéistoéa A) i 200 ng mL*? roxitromcina (interni standard)
pripremljena u smesi acetonitril / voda (50/50, v/v) sa 0,1% mravljom kiselinom koris¢ena je
za izvodenje ecksperimenata prema matrici Rechtschaffen dizajna, a cilju definisanja
optimalnih hromatografskih uslova.

Matrica - plan eksperimenata navedenog dizajna prikazana je u tabeli 4.

Optimizirani linerni gradijent pocinje sa 6,5% (v/v) udela mobilne faze B i zavrSava se sa
95,8% (v/v) mobilne faze B u trajanju od 3,20 minuta. Nakon toga pocetni uslovi se vracaju
na pocetne vrednosti za 0,1 minuta kako bi se u naredna 2 minuta izvrsila re-ekvilibracija
kolone.
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Table 4. Eksperimentalni plan Rechtschaffen dizajna sa rezultatima odgovora koji su praceni

Exp. number | A B C S1 S2 S3

1 5 2 90 0,01 (012 |0,18
2 5 4 100 0,02 (036 |0,42
3 10 2 100 0,01 [015 |0,25
4 10 4 90 0,04 (0,38 |0,49
5 5 2 100 -0,01 (0,24 |0,20
6 5 4 90 0,06 (035 |0,52
7 10 2 90 0,08 (0,24 |0,38
8 10 3 95 0,03 (0,32 |0,46
9 7.5 4 95 0,05 (035 |0,30
10 7.5 3 100 0,07 (0,28 |0,54
11 7.5 3 95 0,08 [030 |0,45
12 7.5 3 95 0,08 (0,34 |0,46
13 7.5 3 95 0,08 (030 |0,45

A- pocetni sadrzaj acetonitrile (%); B-vreme linearnog dela gradijenta (min); C- zavrsni

sadrzaj acetonitrila (%)

s; — razlika retencionog vremena pocetka roksitromicin pika i zavrsetka teikoplanin A 2-2/A

2-3 pika; s2 — razlika retencionog vremena pocetka pika necistoce A i zavrSetka pika
roksitromicina; s3 — razlika retencionog vremena pocetka pika necistoce A i zavrSetka
teicoplanin A 2-2/A pika
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3.3 Validacija UHPLC-MS/MS metode
Priprema osnovnih i radnih rastvora standarda

Osnovni rastvori standarda za vankomicin, teikoplanin i njegovu necisto¢u A pripremljeni su
u vodi LC/MS kvaliteta, u slede¢im koncentracijama: vankomicin 2 mg mL™, teicoplanin 10
mg mL? i negistoéa A 1 ng mL™. Osnovni rastvori standarda serijski su razblazeni smesom
acetonitrile/voda (50/50, v/v) sa 0,1% mravljom kiselinom u cilju dobijanja radnih rastvora
zeljenih koncentracija (0,5 pg mL™? - 10 pg mL™? za vankomicin; 5 pg mL™? - 75 pg mL™* za
ukupni teikoplanin and 0,25-5 ng mL? za neéistoéu A). Osnovni rastvor roksitromicina
(interni standard) pripremljen je u metanolu u koncentraciji 2 pg mL™. Svi rastvori koji su
koriS¢eni za ispitivanje parametara validacije sadrze interni standard u koncentraciji 100 ng
mL™.

Limit kvantifikacije i limit detekcije (Limit of quantification (LOQ) and detection (LOD))

Limit kvantifikacije predstavlja najmanju koli¢inu analita koja moze biti odredena sa
prihvatljivom preciznos¢u i tatnos¢u. LOQ je odreden kao najniza koncentracija sa odnosom
signal/sum > 10:1 i relativnom standardnom devijacijom (RSD) za pet ponavljanja manjom
od 20%.

Limit detekcije odreden je kao najniza koncentracja sa odnosom signal/sum > 3:1.

LOD and LOQ odredeni su za necisto¢u A.

Selektivnost

U cilju potvrde selektivnosti razvijene metode injektovana je smesa acetonotril/voda (50/50,
vlv) sa 0,1% mravljom kiselinom. Cisti rastvori (blank samples) uporedivani su sa
opterecenim” rastvorom (rastvor koji sadrzi 5 pg mL™? vankomicin, 25 ug mL? ukupni
teikoplanin and 2 ng mL™ negistoéa A).

Tacnost
Ta¢nost metode procenjena je koriS¢enjem tri serije, tri nivoa koncentracije ispitivanih analita
(4 pg mLt, 5 pg mL?t i 6 pg mL? za vankomicin; 20 ug mL*, 25 pg mL? i 30 pg mL? za

ukupni teikoplanin; 1,6 ng mL?, 2 ng mL™ i 2,4 ng mL™ za necistoéu A) pripremljeni u smesi
acetonotril/voda (50/50, v/v) sa 0,1% mravljom kiselinom.

40



Preciznost

Preciznost je ispitana na pravim uzorcima, pa su u tu svrhu kori$¢eni komercijalno dostupni
Targocid 400 mg prasak za rasvor za injekciju/infuziju ili oralni rastvor Vancomycin 1 g
prasak za rastvor za infuziju. Sest nezavisnih uzoraka vankomicina u koncentraciji 5 pg mL™*
i teikoplanina u koncentraciji 25 ug mL™ koridéeni su za procenu preciznosti.

Uzimaju¢i u obzir da je koncentracija necisto¢e A bila ispod limita detekcije, uzorci su
‘opterec¢eni’ odgovaraju¢om zapreminom 0SNOVNOQ rastvora necistoce A.

Linearnost

Linearnost za vankomicin, svih Sest komponenata teikoplanina i njegove neCistoée A,
procenjena je koris¢enjem sedam rasvora razli¢itih nivoa koncentracije pripremljenih u smesi
acetonotril/'voda (50/50, v/v) sa 0,1% mravljom kiselinom. Teikoplanin A2-2/A2-3 i
teikoplanin A2-4/ A2-5 predstavljaju izomerne parove, pa je to razlog zasto je koris¢ena jedna
kalibraciona kriva za izomerni par A2-2/A2-3 i jedna kalibraciona kriva za izomerni par A2-
4/ A2-5.

Opseg linearnosti bio je sledeéi: 0,5-10 ug mL*? za vankomicin; 0,59 -8,75 pg mL? za
teikoplanin A3-1; 0,37-5,46 pg mL™ za teikoplanin A2-1; 3,01 -45,15 pug mL™ za teikoplanin
A2-2/A2-3i 1,04 — 15,6 pg mL™* za teikoplanin A2-4/A2-5 i 0,25-5 ng mL™ za neéistocu A.
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3.4. Ispitivanje stabilnosti vankomicina i teikoplanina u uslovima forsirane degradacije

3.4.1 Studije forsirane degradacije

Osnovni rastvori vankomicina i ukupnog teikoplanina pripremljeni su u smesi
acetonotril/voda (50/50, v/v) sa 0,1% mravljom kiselinom (50 pg mL™ rasvor vankomicina i
250 pg mL? rastvor teikoplanina). Koriséenjem 1 mL navedenih rastvora u odmernom sudu
od 10 mL koji su dopunjeni do crte stres agensom (0,1 M HCI, 0,01 M HCI, 0,1 M NaOH,
0,01 M NaOH, 3% H202, 15% H20: i 30% H202) dobijeni su rastvori koncentracije 5 pg mL"
! (vankomicin) and 25 pg mL? (teikoplanin). Pre injektovanja 1,8 mL dobijenog rastvora i
200 pL rastvora internog standarda (1 pg mL™) prebageno je u staklenu vialu. Dobijeni
rastvori za svaki stress agens injektovani su pod optimalnim MS i hromatografskim uslovima
uz pracenje stepena degradacije.

3.5. Optimizacija hromatografskog razdvajanja izomera teikoplanina i vankomicina u
UPLC-MS/MS sistemu — u uzorcima humane plazme

3.5.1 Optimizacija uslova tandem masenoq spektrometra

e Maseni analizator — trostruki kvadrupolni system (TQD, Waters, SAD)
e Metoda jonizacije — elektrosprej jonizacija (metoda pracenja viSestrukih rackicja -
multiple reaction monitoring (MRM)
e Desolvatacioni gas — Azot
o temperatura desolvatacije - 500 °C
o Protok desolvaatacionog gasa - 1000 L h
e Kolizioni gas — argon
e Protok gasa konusa - 10 L h'
e Temperratura jonskog izvora - 150 °C
e Softverski programi — Modde Pro 12, Umetrics, Umea. Svedska

Parametri masenog spektrometra (MS) - napon kapilare (capillary voltage), napon konusa
(cone voltage (CV)) i koliziona energija (collision energy (CE)) optimizovani su koris¢enjem
softverske opcije IntelliStart. Optimalne vrednosti gore navedenih parametara date su u tabeli
5.
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Tabela 5. Optimalne vrednosti MS parametara

m/z vrednost CV (V) | CE(V) | Napon kapilare (kV)
Teikoplanin A3-1 782.4—203.7 20 15 3.0
782.4—125.8* 20 30 3.0
Teikoplanin A2-1 939.8—296.2 18 20 3.0
939.8—314.3* 18 15 3.0
Teikoplanin A2-2/A2-3 | 940.6—298.2 20 20 3.0
940.6—316.3* 20 15 3.0
Teikoplanin A 2-4/A 2-5 | 947.6—204.2 20 20 3.0
947.6—330.0 20 15 3.0
Vankomicin 725.1—144.0 20 15 3.5
725.1—599.9% 20 40 35
Roksitromicin 837.57—679.45 | 30 20 3.5
837.57—158.13* | 30 30 3.5

CV- napon konusa (eng. cone voltage); CE- koliziona energija (eng. collision energy); kV-
napon kapilare (eng. capillary voltage)

*Tranzicije koje su pracene u cilju kvantifikacije
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3.5.2 Optimizacija hromatogarfskih uslova

Sastav mobilne faze — voda sa 0,1% mravljom kiselinom (mobilna faza A) i acetonitril
(mobilna faza B)

Protok mobilne faze — 0,25 mL min'*

Zapremina injektovanja — 1 pLL

Kolona - UPLC ACQUITY CSH (Charge Surface Hybrid) C18 — dimenzije 50 mm x
2,1 mm, 1,7 um velicina Cestica

Temperatura kolone — 30 °C

Softverski programi — Modde Pro 12, Umetrics, Umea. Svedsk

Za efikasno razdvajanje vankomicina i komponenata teikoplanina primenjeno je gradijetno
eluiranje. U cilju dobijanja optimalnih vrednosti parametara gradijetnog eluiranja primenjena
je metodologija ekperimentalnog dizajna, odnosno eksperimenti su izvedene prema matrici
definisanoj Rechtschaffen dizajnom. Plan ekrperimenata prikazan je u tabeli 6.

Tabela 6. Eksperimentalni plan Rechtschaffen dizajna sa rezultatima odgovora koji su praceni

Exp. number | A B C S1 S2 S3

1 5 2 90 1,36 |-0,02 |1,24
2 5 4 100 1,58 |0,02 |141
3 10 2 100 1,37 |-0,02 | 1,25
4 10 4 90 1,75 0,06 |1,52
5 5 2 100 1,29 |0,10 |1,19
6 5 4 90 1,64 |0,03 |1,46
7 10 2 90 1,46 |-0,01 |1,27
8 10 3 95 1,61 |0,03 |1,43
9 7.5 4 95 155 0,01 |141
10 7.5 3 100 1,43 |-0,04 | 1,29
11 7.5 3 95 146 |0,01 |1,32
12 7.5 3 95 146 |0,01 |1,32
13 7.5 3 95 148 |0,01 |131

A — pocetni sadrzaj acetonitrila(%); B-vreme linearnog dela gradijenta (min); C- zavrsni
sadrzaj acetonitrila (%)

s1 — razlika retencionog vremena pocetka pika roksitromicina i zavrsetka pika vankomicina; Sz
— razlika retencionog vremena pocetka pika roksitromicina i zavrs$etka pika teikoplanina A 2-
2/A 2-3; s3 — razlika retencionog vremena pocetka teikoplanin A 2-2/A 2-3 i zavrsetka pika

vankomicina




Smesa rastvora 5 pg mL™? ukupnog teicoplanina, 5 pg mL*? vancomicina i 200 ng mL*
roksitromcina (interni standard) pripremljena u smesi acetonitril/voda (50/50, v/v) sa 0,1%
mravljom kiselinom kori$¢ena je za optimizaciju hromatografskih uslova.

Optimalni hromatografski uslovi bili su slede¢i: linerni gradijent pocinje sa 5% (v/v) udela
mobilne faze B i zavrSava se sa 94% (v/v) mobilne faze B za 3,10 minuta. lzokratsko
eluiranje sa 94% (v/v) mobilne faze B nastavlja se tokom naredna 2 minuta, a potom se
kolona re-ekvilibrise sa 5% (v/v) mobilne faze B jo§ dodatnih 2 minuta.

3.5.3 Optimizacija metode pripreme uzorka

Za definisanje optimalnih uslova pripreme uzorka plazme primenjen je D-optimal dizajn.
Odabrani faktori za optimizaciju i plan eksperimenata prema D-optimal dizajnu prikazani su u
tabeli 7.

U cilju optimizacije metode pripreme uzorka plazme koris¢ena je smesSa koju ¢ine 100 uL
blank plazme sa 25 pL internog standarda (koncentracije 2 ug mL™) i 25 uL rastvora koji
sadrzi 100 pg mL* ukupnog teikoplanina i 100 pg mL* vankomicina.

Optimalni uslovi pripreme uzorka su slede¢i: 100 uLL humane plazme preneto je u eppendorf
tubu, a potom je dodato 25 pL internog standarda (roksitromicin, 2 pg mL™Y) i 350 uL0,16%
mravlje Kiseline u acetonitrilu. Uzorci su nakon toga mesani na Vortex aparatu u trajanju od 4
minuta, a potom centrifugirani pri brzini od 21 000 rcf u trajanju od 13 minuta na temperaturi
od 4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant je prenet u staklenu vialu i direktno injektovan u
UPLC-MS/MS sistem.

Design Expert 10.0 softverski program kori$éen je za kreiranje experimentalnog plana i dalju
obradu i analizu dobijenih rezultata. Plan eksperimenata definisan D-optimal dizajnom i
dobijene vrednosti prac¢enih odgovora prikazane su u tabeli 7.
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Tabela 7. Plan eksperimenata definisan D-optimal dizajnom i dobijene vrednosti pracenih

odgovora
Br. Eksp. A B C D Vankomicin | Teikoplanin
(%) (%)
1 0,15 10 2 ACN 61,3 57,6
2 0,15 20 3 ACN 58,8 51,9
3 0,15 20 3 ACN 57,8 55,3
4 0,15 10 3,2 MeOH 49,1 19,4
5 0,093 18,2 2 MeOH 53,8 28,1
6 0,05 10 4 MeOH 20,3 29,9
7 0,05 10 3 ACN 56,2 55,6
8 0,15 14,2 4 ACN 59,7 70,2
9 0,10 15 3 MeOH 59,5 37,1
10 0,05 10 2 MeOH 18,7 23,5
11 0,05 20 4 ACN 64,9 54,5
12 0,109 10 4 ACN 69,9 74,2
13 0,05 20 2 ACN 34,3 48,3
14 0,10 15 3 MeOH 61,3 35,1
15 0,1375 13,7 2 MeOH 60,3 18,8
16 0,05 20 2,8 MeOH 50,3 38,2
17 0,15 20 4 MeOH 61,6 28,2
18 0,05 10 3 ACN 58,5 48,6
19 0,086 13,35 2 ACN 44,6 69,9
20 0,118 12.8 4 MeOH 57,9 28,3
21 0,15 20 2 MeOH 60,3 30,1
22 0,06 16,2 3,9 MeOH 45,7 447
23 0,15 14,2 4 ACN 60,9 70,3
24 0,1 15 3 MeOH 60,7 34,1

A — sadrzaj mravlje kiseline (%), B — vreme centrifugiranja (min), C — vreme vorteksiranja
(min), D — agens precipitacije (metanol — MeOH ili acetonitril — ACN); Vancomicin (%)—
odnos intenziteta jonskog signala vankomicina u plazmi i rastvoru, Teikoplanin (%)— odnos

intenziteta jonskog signala ukupnog teikoplanina u plazmi i rastvoru
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3.2.4. Validacija UHPLC-MS/MS metode

Optimizirana UHPLC-MS/MS metoda validirana je prema zvani¢nim smernicama americ¢ke
Agencije za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration — FDA) za validaciju
bioanalitickih metoda iz 2013. godine [57].

Proces validacije podrazumevao je odredivanje LODs, LOQs, tacnosti, preciznosti,
linearnosti, stabilitosti, efekta matriksa i Recovery efekta.

Priprema rastvora standarda i uzoraka za kontrolu kvaliteta

Osnovni rastvori standarda vankomicina i teikoplanina pripremljeni su u vodi LC/MS
kvaliteta u koncentraciji od 2 mg mL™ odnosno 10 mg mL™. Osnovni rastvori standarda
koris¢eni su za pripremu radnih rastvora standarda Zeljenih koncentracija i to 1 pg mL™?* - 200
ng mL* za vankomicin i 10 pg mL™* - 4000 pg mL™? za ukupni teikoplanin. Za razblazivanje
osnovnih rastvora koris¢ena je smesa acetonitril/voda (50/50, v/v). Osnovni rastvor
roksitromicina (interni standard) pripremljen je u metanolu u koncetraciji 100 ug mL?, a
potom razblazen sa sme$om acetonitril/voda (50/50, v/v) do koncentracije 2 pg mL™.

Rastvori standarda za procenu linearnosti metode i rastvora za procenu kvaliteta uzorka (eng.
Quality Control, QC samples) za sve komponente teikoplanina i vakomicina pripremljeni su u
100 pL blank plazme, dodavanjem 25 L internog standarda (koncentracije 2 ug mL™?) i 25
puL radnog rastvora standarda odgovarajuée koncentracije.u cilju dobijanja Zeljenih
koncentracija vancomicina (0,05 pg mL™* — 10 ug mL™) i ukupnog teikoplanina (0,5 ng mL*
—200 pg mL1).

Za svaki od ispitivanih analita pripremljeno je po tri nivoa koncentracija (LOQ, srednja i
visoka koncentracija) prema opsegu koji je naveden u zagradi za svaki analit.

Limit kvantifikacije i limit detekcije

Limit kvantifikacije predstavlja najmanju koli¢inu analita koja moZe biti odredena sa
prihvatljivom preciznoscu 1 taénos¢u. LOQ je odreden kao najniza koncentracija sa odnosom
signal/sum > 10:1 i relativnom standardnom devijacijom (RSD) za pet ponavljanja manjom
20%.

Limit detekcije odreden je kao najniza koncentracja sa odnosom signal/Sum > 3:1.
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Selektivnost, tacnost i preciznost

Kako bi selektivnost razvijene metode bila potvrdena, koris¢eno je Sest uzoraka blank plazme.
Uzorci blank plazme uporedeni su sa uzorcima plazme koji sadrze vankomicin, teicoplanin i
interni standard kako bi potencijalne interfercije endogenih supstanci bile uo¢ene. Kriterijum
prihvatljivosti bio je da povrSina pika interferiraju¢ih supstanci na retencionom vremenu
analita bude manja od 20% u odnosu na njegovu povrSinu pika, odnosno da na retencionom
vremenu internog standarda bude manja od 5% u odnosu na njegovu povrsinu pika.

U cilju procene ta¢nosti i preciznosti razvijene metode, analizirano je po pet QC uzoraka u tri
nivoa koncentracije (0,05 pg mL™?, 5 uyg mL™t i 10 pg mL™? za vankomicin; 2,5 pg mL™?, 100
ug mL? i 200 ug mL* ukupnog teikoplanina za teikoplanin A3-1; 1 pg mL™?, 100 pg mL™? i
200 pg mL* ukupnog teikoplanina za teikoplanin A2-1, 0,25 ug mL™?, 100 pg mL™ i 200 pg
mL* ukupnog teikoplanina za teikoplanin A2-2/2-3, 0,5 ug mL%, 100 pg mL™? i 200 ug mL*
ukupnog teikoplanina za A2-4/2-5). Svaki uzorak sadrzao je interni standard u koncentraciji
100 ng mL™.

Intra-day preciznost i ta¢nost odredeni su u okviru istog dana dok su inter-day preciznost i
tacnost odredeni u okviru tri uzastopna dana.

Intra- i inter -day preciznost izraCunata je i prikazana kao RSD vrednost, dok je intra- i inter-
day tac¢nost izracunata kao srednja vrednost.

Kriterijumi prihvatljivosti ukljucili su preciznost i tacnost unutar regiona +15% od teorijske
koncentracije za srednju i veliku koncentraciju , odnosno +20% od teorijske koncentracije za
LOQ uzorke.

Procena linearnost metode — konstrukcija kalibracionih krivi

Za procenu linernosti metode i konstrukciju kalibracioni krivi koris¢eno je sedam nivoa
koncentracije ispitivaih analita. Teikoplanin A2-2/A2-3 i teikoplanin A2-4/ A2-5
predstavljaju izomerne parove, pa je to razlog zasto je koriS¢ena jedna kalibraciona kriva za
izomerni par A2-2/A2-3 i jedna kalibraciona kriva za izomerni par A2-4/ A2-5. Opseg
linearnosti bio je sledeéi: 0,05-10 pg mL? za vankomicin; 0,12-23,4 ug mL™* za teikoplanin
A3-1; 0,18-14,6 pug mL* za teikoplanin A2-1; 0,15-120,4 ug mL* za teikoplanin A2-2/A2-3 i
0,11-41,6 pg mL? za teikoplanin A2-4/A2-5. Svaki uzorak sadrzao je interni standard u
koncentraciji 100 ng mL™.
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Prinos ekstrakcije

Recovery vrednosti procenjene su za sve komponente teikoplanina i vankomicina na tri nivoa
koncentracije (niska, srednja i visoka koncentracija) kao odnos povrsine pikova ekstrahovanih
uzoraka i odgovarajucih rastvora standarda u vodi istih koncentracija ali bez procesa
ekstrakcije.

Efekat matriksa

Efekat matriksa odreden je deljenjem odnosa povrsine pika analita i intenog standara u plazmi
i odnosa povrsine pika analita i internog standarda u vodenom rastvoru (za nisku, srednju i
visoku koncentraciju analita i koncentraciju internog standarda od 100 ng mL™).

Ispitivanje stabilnosti

Studije stabilnosti sprovedene su na QC uzorcima niske i visoke koncentracije analite.
Kratkoro¢na stabilnost ispitana je ¢uvanjem uzoraka na sobnoj temperaturi (25 °C) do 24 h.
Dugorocna stabilnost procenjena je ¢uvanjem uzoraka na temperaturi -80 °C tokom 30 dana.
Stabilnost u toku zamrzavanja i odmrzavanja (eng. freeze-thaw stabilnost) ispitana je u tri
freeze-thaw ciklusa sa temperature od -80 °C do sobne temperature. Stabilnost je odredena
kao odnos koncetracije analita ispitivanog uzorka i ex-tempore pripremljenim uzorkom
odgovarajuce koncentracije. Dobijena vrednost je izrazena u procentima.

3.2.5. Primena UHPLC-MS/MS metode za odredivanje koncentracije vankomicina i
teikolanina u uzotcima humane plazme

Razvijena i validirana UHPLC-MS/MS bioanaliicka metoda uspesno je primenjena za
kvantitativno odredivanje vankomicina i svih komponenata teikoplanina u uzorcima plazme
pacijenata leCenih bilo kojim od ova dva antibiotika. Uzorci plazme uzeti su od 10 pacijenata
sa Klinike za nefrologiju VVojnomedicinske akademije, Beograd, Srbija. Pacijenti su podeljeni
u dve grupe, 5 pacijenata le¢enih vankomicinom i 5 pacijenata lecenih teikoplaninom. Studiju
je odobrio Eticki komitet Vojnomedicinske akademije u Beogradu 26. aprila 2017. godine.
Svi ucesnici SU pismeno i usmeno upoznati sa neophodnim informacijama o leku i cilju
izvodenja ispitivanja (ObaveStenje za ispitanike) uz davanje saglasnosti potpisivanjem
Formulara pristanka za u¢eSc¢e u pracenju efekata terapije.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

Pregledom literature zapazeno je da se sve veci broj nau¢nih radova zasnovaniva na tzv.
hibridnim tehnikama. Kako savremena analitika lekova, kao i sve oblasti nauc¢nih istrazivanja
koja se bave aktivnim farmaceutskim supstancama zahtevaju veoma separacione tehnike sa
osetljivim nacinima detekcije, to je sistem UHPLC sa tandemskom masenom spektrometrijom
izabran za unapredenje analitike glikopeptidnih antibiotika. Tome je posebno doprineo i
savremeni hemometrijski pristup koji je omogucio dobijanje zeljenih karakteristika, a time i
postizanje postavljenih strogih zahteva u pogledu osetljivosti, ta¢nosti i preciznosti metode.

U slucaju analize predlozenih odabranih glikopeptidnih antibiotika, vankomicina i
teikoplanina, definisano je retenciono ponasanje u UHPLC sistemu, kao i opisano jonizaciono
ponasanje u masenom spektrometru. Primenom AQbD prinstupa znatno su prosirena znanja o
mogucnostima ovih udruzenih metoda, Sto predstavlja svojevrsni doprinos dosada$njim
nau¢nim rezultatima, imajuéi u vidu da je ovakav pristup prvi put sproveden kod analitike i
bioanalitike ovih antibiotika.

4.1. Optimizacija hromatografskog razdvajanja izomera teikoplanina, njegove necistoce
A i vankomicina u UHPLC-MS/MS sistemu — farmaceutski oblik

Glavni cilj prvog dela nau¢nog istrazivanja bio je razvoj osetljive, pouzdane i efikasne
UHPLC-MS/MS metode za istovremenu kvantifikaciju vankomicina, svih Sest komponenti
teikoplanina i njegove farmakopejske necistoce A u odgovaraju¢im farmaceutskim doziranim
oblicima. U cilju postizanja navedenih ciljeva, u razvoju MS i UHPLC metoda implementiran
je naucno zasnovan AQbD pristup.

Razvoj analiti¢ke metode zasnovan na holistickim principima AQbD metodologije dobija sve
siru primenu u cilju boljeg razumevanje uticaja svih faktora povezanih sa razvojem LC/MS
metode i dobijanje unapred definisanih i zeljenih ciljeva optimizacije.

Zbog sloZenosti strukture odabranih glikopeptida i razli¢ite moguénosti jonizacije ispitani su
uticaji parametara masenog spektrometra na stepen jonizacije 1 fragmentacije.
Eksperimentalni dizajn primenjen je u opisivanju procesa jonizacije ovih antibiotika sto je
dalje omogucilo detaljno sagledavanje 1 predvidanje uticaja ispitivanih parametara, s ciljem
dobijanja maksimalnog intenziteta jonskog odgovora.

Postizanje visokog stepena jonizacije obezbedio je i =znatno olaksao dalji razvoj
visokoosetljive i selektivne UHPLC-MS/MS metode.
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Na kraju ispitivanja, razvijena UHPLC-MS/MS metoda je uspe$no validirana i1 dalje
primenjena za pracenje stepena degradacije ispitivanih antibiotika u prisustvu stres agenasa.

4.1.1 Optimizacija parametara masenoq spektrometra

Prvi korak u razvoju UHPLC-MS/MS metode bio je jasno definisanje metode i rezima
jonizacija i uticaja MS parametara na stepen jonizacije i fragmentacije. Uzimajuéi u obzir da
su vankomicin i teikoplanin jedinjenja velike molekulske mase i polipeptidne strukture, za
njihovu detaljnu analizu odabrana je elektrospej jonizacija (eng. electrospray ionization, ESI)
kao najpogodnija metoda jonizacije. Stavise, vankomicin i teikoplanin jonizuju kao joni sa
dvostrukim naelektrisanjem [M+2H]?* [37] unutar ESI jonskog izvora u rezimu pozitivne
jonizacije. Medutim, necisto¢a teikoplanina (necisto¢a A) i roksitromicin (primenjen kao
interni standard) jonizuju kao jednostruko naelektrisani joni [M+H]*.

Jednostruko i dvostruko naelektrisani joni generisani su zbog prisustva 0,1% mravlje kiseline
u mobilnoj fazi i uzorcima, jer se, kao $to je u uvodnom delu navedeno, mravlja Kiselina
ponasa kao donor H* jona.

Dvostruko naelektrisani molekulski joni vankomicina i Sest glavnih komponenata
teikoplanina, kao i jednostruko naelektrisani joni neistoce A i internog standarda, korisceni
su za dalje ispitivanje uticajaMS parametara u cilju dobijanja najveceg intenziteta odgovora.

Od velike je vaznosti napomenuti da su teikoplanin A2-2/A2-3 (izomeri 1) i teikoplanin A2-
4/A2-5 (izomeri 2) parovi izomera sa istim obrascem fragmentacije, jonizacije i
hromatografskim ponaSanjem (slika 1 i slika 2). Stoga su upravo pomenuti parovi izomera
praceni kao dva pika.

Da bi se postigao stabilan intenzitet jonskog signala i razvila pouzdana MS metoda,
definisana su po dva dominantna fragmentna jona za svaki molekulski jon koris¢enjem
softverske opcije IntelliStart Mass Lynx softverskog programa. Uzimajuci u obzir sloZenost
strukture analita 1 znaaj precizne i pouzdane analize, potpuna karakterizacija jona je
prepoznata kao veoma znacajan korak u razvoju MS metode. Pouzdanost MS metode posebno
zavisi od parametara MS detektora koji dalje utiCu na stepen jonizacije analita i stabilnost
jonskog signala.

Pracenje i detaljno razumevanje MS parametara izuzetno doprinose u uspostavljanju
pouzdane i osetljive metode, pa je u tom cilju odabran i primenjen AQDbD pristup. Ova nau¢no
zasnovana strategija obezbedila je mno go bolje razumevanje svih znac¢ajnih MS parametara
povezanih sa razvojem MS metode i dobijanje poboljSanih i stabilnijih jonskih odgovora.
Detaljni koraci AQbD strategije navedeni su u uvodnom delu. Dodatno, treba ista¢i da je
AQDD pristup prvi put primenjen u razvoju MS metode ove odabrane grupe antibiotika.
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Tokom preliminarne faze ovog dela istrazivanja odredeni su MS parametri i njihov opseg sa
znaCajnim uticijem na intenzitet i stabilnost jonskog signala najdominantnijih fragmentnih
jona, a koji su za dalje ispitivanje definisani kao CPPs (napon kapilare, napon konusa i
koliziona energija). Kao ATP definisan je stabilan jonski signal visokog intenziteta ispitivanih
analita. Za manje znaCajne MS parametre, takode su procenjene optimalne vrednosti
primenom manuelnog podesavanja i pojedna¢nog (eng. one factor at a time) testiranja.

Primena visokog napona kapilare dovodi do formiranje manjih kapljica elektrospreja i
posledi¢no visokog intenziteta jona, ali isto tako moze dovesti do visokonaponskog
praznjenja i na taj na¢in onemoguciti stvaranje kapljica. Povecanje vrednosti napona konusa
moze dovesti do neselektivne fragmentacije jona u konusu, $to uti¢e na dalju fragmentaciju
molekulskih jona i osetljivost metode.

U slucaju kolizione energije, veoma visoke vrednosti mogu uticati na fragmentaciju vec
generisanih fragmenata $to dovodi do stvaranja manje stabilnih i manjih jona fragmenata. 1z
svih navedenih razloga, ovi parametri su izabrani kao CPPs za dalju optimizaciju.

Konac¢ni opsezi CPPs bili su slede¢i: napon kapilare 2,5-4,5 eV; napon konusa 10-40 eV i
koliziona energija 10-40 kV. Definisanje opsega ispitivanih parametara je zahtevan i kriti¢an
korak AQbD pristupa, odnosno metodologije eksperimentalnog dizajna koja je neizostavan
deo AQbD pristupa.

U cilju detaljnog ispitivanja uticaja odabranih MS faktora, odabran je Rechtschaffen
optimizacioni dizajn, a merenje intenziteta jonskog signala kao kriti¢ni atribut metode (CQA).
Rechtschaffen dizajn je dizajn na dva nivoa faktora (grani¢ni gornji i grani¢ni donji). Broj
eksperimenata (N) dobija se na osnovu sledeceg izraza: N = 1 + k + k(k — 1)/2 + cp, gde je k
broj faktora, a cp centralna tacka. Prednost ovog dizajna je Sto ne zahteva izvodenje velikog
broja eksperimenata [58].

Eksperimentalni plan i obrada podataka uradeni su MODDE Pro 12 softverskim programom.
Eksperimentalni plan i dobijene vrednosti intenziteta jonskog signala kao pra¢enog odgovora
prikazani su u Tabeli 2, 3.2.1 poglavlja u Ekperimentalnom delu.

Primena metodologije eksperimentalnog dizajna omogucava uspostavljanje matematic¢ke
korelacije 1 kreiranje matemati¢kih modela za predvidanje ponasanja svakog fragmentnog
jona tokom procesa jonizacije gde koeficijenti modela koreliraju sa stepenom uticaja faktora
na intenzitet jonskog signala. Statisticka validacija kreiranih modela izvrSena je koriS¢enjem
ANOVA testa kojim su dobijeni statisti¢ki parametri modela: koeficijent determinacije (R?),
prilagodeni koeficijent determinacije (Adj R?) i koeficijent predikcije (Q?). Vrednost ovih
parametara, kao i vrednosti koeficijenta modela za svaki ispitivani fragmentni jon prikazani
su u tabeli 8.
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Visoke vrednosti parametara modela R? i Adj R? pokazuju da kreirani modeli uspostavljaju
dobru matematicku korelaciju izmedu eksperimentalno dobijenih podataka, dok visoke
vrednosti Q2 potvduju dobre prediktivne karakteristike matematickih mode

Tabela 8. Vrednosti koeficijenata i statisticki parametara dobijenih matemati¢kih modela za

ispitivane MS parametre i pracene odgovore

. Standarda Interval
I TA2-212:3 Koeficijent . p-vrednost .
greska pouzdanosti
Konstanta 1.9356e+06 22320,4 3,38005¢e-06 71033,9
A -247059 24065,3 0,00197061 76586,9
B 34957,2 24065,3 0,0242275 76586,9
C -68599,8 43762,1 0,0214979 139271
A? -496392 41852,3 0,00128869 133193
B2 -170145 41852,3 0,0268428 133193
C? -940865 74404 0,00106656 236788
A*C -454357 28559,3 0,000539983 90889,1
B*C 102659 28559,3 0,0369028 90889,1
Q?- 0,980; R?- 0,999; R?adj.-0,995
Lack of fit- 0,752
Interval pouzdanosti- 0,95
| TA2-412:5 Koeficijent Stanolarda p-vrednost Interval .
greska pouzdanosti
Konstanta 934018 122349 4,95383e-06 38937,2
A -90375,6 131914 0,00636565 41981,1
B 454543 131914 0,0410634 41981,1
C 28350,9 23988,2 0,0322407 76341,6
A? -358737 22941,3 0,000568381 73009,9
B2 -376352 40784,6 0,00269223 129795
A*C -176055 15654,8 0,00150744 49820,8
B*C 69354,2 15654,8 0,0213681 49820,8
Q?- 0,689, R?- 0,999 R?adj.-0,995
Lack of fit- 0,025
Interval pouzdanosti- 0,95
I Standarda Interval
I TA21 Koeficijent . p-vrednost .
greska pouzdanosti
Konstanta 27331,5 699,959 3,69551e-05 2227,59
A -7337,83 754,677 0,00231077 2401,73
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B -10051.2 754.677 0.000914873 2401.73
C -16583.2 1372.36 0.00121973 4367.49
A? -14249.1 1312.47 0.00167213 4176.89
C? -9468.57 2333.28 0.0269701 7425.58
A*B -14821.4 671.707 0.000203771 2137.68
A*C -25480.5 895.609 9.53398e-05 2850.24
B*C 6198,18 895,609 0,00618468 2850,24
Q?- 0,853, R?- 0,998 R?adj.-0,994
Lack of fit- 0,393
Interval pouzdanosti- 0,95
| TA31 Koeficijent Stant{arda p-vrednost Interval .
greska pouzdanosti
Konstanta 48046,7 648,926 5,42978e-06 2065,19
A -6219,45 699,655 0,00300211 2226,63
B 2326,55 699,655 0,0448767 2226,63
A? -16376,4 1216,78 0,000886929 3872,36
C? -24533,1 2163,16 0,00147048 6884,19
A*C -9501,87 830,312 0,00143204 2642,44
B*C 3402,14 830,312 0,0262938 2642,44
Q?- 0,997, R?- 0,999, R?adj.-0,994
Lack of fit- 0,972
Interval pouzdanosti- 0,95
v Koeficijent Stanolarda p-vrednost Interval .
greska pouzdanosti
Konstanta 1,79802e+06 16814,8 1,8031e-06 53512,3
A -158473 18129,2 0,00315247 57695,6
B 85133.9 18129,2 0,0182635 57695,6
C -49918.5 32967,5 0,022721 104918
A? -639816 31528,8 0,000261604 100339
C? -974121 56051,2 0,000415177 178381
A*C -307688 21514,7 0,000740896 68469,9
B*C 120135 21514,7 0,0113414 68469,9
Q?- 0,833, R?- 0,999, R?adj.-0,997
Lack of fit- 0,008
Interval pouzdanosti- 0,95
limpa Koeficijent Standarda p-vrednost Interval .
greSka pouzdanosti
Konstanta 3,91035e+06 34102,9 1,46243e-06 108531
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A -432056 36768,8 0,00132458 117015
B 118701 36768,8 0,0482774 117015
C -182281 66863,1 0,032172 212790
A2 -1,06803e+06 63945,1 0,000467273 203503
B? -357900 63945,1 0,0112673 203503
C? -1,8928e+06 113680 0,000471626 361783
A*C -833883 43635,1 0,000312896 138867
B*C 265536 43635,1 0,00891095 138867

Q?- 0,851, R?- 0,999, R?adj.-0,997
Lack of fit- 0,051
Interval pouzdanosti- 0,95

A - napon kapilare; B — napon konusa; C — koliziona energija; | T a2-212-3 - jonski intenzitet T
A2-2/2-3 tranzicije (940,6—316,3); | T a2-42-5—jonski intenzitet T A2-4/2-5 tranzicije
(947,6—330,0); I T 2.1 — jonski intenzitet T A2-1 tranzicije (939,8—314,3); | T A3-1 — jonski
intenzitet T A3-1 tranzicije (782,4—125,8); | v — jonski intenzitet vankomicin tranzicije
(725,1—99,9); I imp A — jonski intenzitet tranzicije necisto¢e A (98,9—42,9)

Moze se primetiti da su na praceni CQA uticala sva tri CPPs. p-vrednost manja od 0,05
ukazuje da faktor ima znacajan uticaj na ispitivani odgovor.

Pracenje analita sprovedeno je u MRM rezimu §to pokazuje da fragmentacija, a samim tim i
ispitivani MS parametri imaju veliki znacaj za njihovo precizno odredivanje.

Najvazniji korak AQbD pristupa predstavlja definisanje prostora gde su performanse MS
motode postignute, pa je iz tog razloga tokom dalje obrade podataka, za svaki praceni
fragmenti jon konstruisan dizajn prostora (eng. Design Space, DS) odnosno dizajn
operabilnog regiona metode (eng. method operable design region MODR). DS odnosno
MODR definisan je u ICH Q8 smernici i predstavlja prostor vrednosti ispitivanih varijabli
(napona kapilare, napona konusa i kolizione energije) u okviru kojeg je rizik da dode do
greSke metode minimalan, odnosno performance metode ostaju nepromenjene. Pomenuti
MODR za svaki ispitivani fragmenti jon konstruisan je u MODDE 12 Pro softverskom
programu koris¢enjem Monte Carlo simulacija.

Optimalne vrednosti ispitivanih faktora definisane su koriS¢enjem softverske opcije Optimizer
postavljanjem “maksimizacija” intenziteta jonskog signala za svaki fragment jona kao vaznog
cilja optimizacije, uzimajuci u obzir da je visoka osetljivost metode jedan od glavnih ciljeva
ovog dela istrazivanja. Optimalne vrednosti MS parametara date su u tabeli 3 odeljka 3.2.1. u
Eksperimentalnom delu.
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Na slici 9 prikazani su gore navedeni DS/MODR za svaki praceni analit. Zeleno obojene
povrsine pokazuju region vrednosti ispitivanih faktora u okviru kojih su performanse metode
ocuvane.

Design Space - MS uslovi (MLR)

i - M M
Probability of failure (%) for T A2-2/2-3 - Optimizer Setpoint (R) Probabiliy of fagui@(;f?:ﬁ Alj ;?';M (()p::n)ua Setpoint ])
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Slika 9. MODR ispitivanih MS parametara sa znacajnim uticajem na intenzitet jonskog
signala odabranih fragmentnih jona za teikoplanin komponente -A, B, C, D; vankomicin — E i
necistocu teikoplanina (necisto¢a A) — F
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4.1.2. Optimizacija hromatografskih uslova

Sledec¢a faza prvog dela istrazivanja ove doktorske disertacije bila je razvoj visoko selektivne
i efikasne UHPLC metode u sprezi sa prethodno razvijenom MS metodom detekcije.

Uzimajuéi u obzir da su ispitivana jedinjenja proizvodi fermentacije gde mala promena
fermentacionih uslova moze dovesti do odstupanja u njihovom ukupnom sadrzaju ili sadrzaju
nekih od komponenata teikoplanina [59], razvoj visoko selektivne i pouzdane metode je od
posebnog znacaja za kontrolu kvaliteta ovih lekova.

Dodatno, svaka mala promena u sadrzaju dovodi do promene u njihovoj kinetici i sledstveno
do promene u efikasnosti.

Tokom preliminarne faze ovog dela istrazivanja, ispitivani su izokratski i gradijentni rezim
eluiranje, pri ¢emu je odabran gradijentni program eluiranja koji je dalje optimizovan u cilju
postizanja §to bolje separacije. PoSto su ispitivani antibiotici kompleksne polipeptidne
strukture uz moguénost promene sadrzaja pri malim promenama fermentacionih uslova,
odabran je gradijentni metod eluiranja.

U cilju postizanja $to bolje selektivnosti za komponente smesSe 1 optimalnog vremena trajanja
analize, u toku razvoja metode treba uzeti u obzir nagib gradijenta, kao veoma vaznu
varijablu. Optimizacijom nagiba gradijenta postize se Zeljena selektivnost. U slucaju da
analiza predugo traje, kako bi se zadrzala postignuta selektivnost, nagib gradijenta treba drzati
konstantnim, a promenom (poveCanjem) protoka mobilne faze optimizovati vreme trajanja
anlize. Medutim, povecanje protoka mobilne faze je ograni¢eno zbog ograni¢enih vrednosti
pritiska UHPLC sistema.

Nakon izbora programa eluiranja, sledec¢i korak bio je izbor tipa gradijenta; linearni ili
multistep gradijent. Generalno je preporucljiva upotreba jednostavnog linearnog gradijenta
zbog bolje reproducibilnosti, manjeg “stresiranja” kolone i bolje rezolucije.

Jo$ jedan korak tokom preliminarne faze ispitivanja bio je izbor stacionarne faze. Odabrana
UHPLC kolona koja je mnogo kraca i uza omogucava bolju rezoluciju i oblik pika, znacajno
krace vreme trajanja analize u poredenju sa HPLC kolonom koja je koris¢ena u oficinalnoj
hromatogrfskoj metodi koja je definisana u evropskoj farmakopeji (Ph. Eur 8) [60]. Dodatno,
UHPLC kolona omoguc¢ava mnogo jednostavnije povezivanje sa masenim detektorom zbog
mogucnosti primene nizih protoka mobilne faze.

Iz navedenih razloga, za dalju optimizaciju hromatografskih uslova odabrana je CSH Phenyl-
hexyl kolona koja je posebno pogodna za separaciju aromati¢nih jedinjenja Kroz m-m
interakcije sa phenyl ligandom.
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U cilju $to boljeg i detaljnijeg sagledavanja hromatografskog ponasanja ispitivanih jedinjenja,
holisticki AQbD prstup je primenjen i u ovoj fazi razvoja metode.

AQbD metodologija primenjena je pracenjem identi¢nih koraka kao §to je to opisano 1.7.
odeljku u Uvodnom delu ove doktorske disertacije.

Kao ATP definisana je efikasna separacija vankomicina, Sest glavnih komponenata
teikoplanina, njegove necisto¢e A i internog standarda pracena vrednostima faktora separacije
s > 0, Recovery vrednostima 98%-102% za aktivne supstance i 80%-120% za necistocu, RSD
<2% za aktivne supstance i RSD <15% za necistocu.

Kao §to je ve¢ pomenito, nagib gradijenta je odabran kao znacajna varijabla za dobijanje
dobrog retencionog ponasanja, oblika pika i stabilnog signala jonskog odgovora.

U cilju $to bolje optimizacije uslova gradijenta, definisani su faktori sa znac¢ajnim uticajem na
nagib gradijentnog eluiranja i njihov opseg a koji su tokom daljeg ispitivanja praceni kao
CPPs.

Pocetni sadrzaj acetonitrila (sadrzaj acetonitrile na pocetku gradijenta), vreme trajanja
linearnog dela gradijenta, i zavr$ni sadrzaj acetonitrila (sadrzaj acetonitrila na kraju linearnog
gradijenta) odabrani su kao znacajni faktori i definisani njihovi opsezi 5-10% (v/v), 2-4
minuta i 90-100% (v/v).

U ovoj fazi implementacije AQbD ne moze se zaboraviti da CQA mora biti jasno procenjen.
Da bi se dobilo zeljeno i kontrolisano retenciono ponasanje, faktori separacije s izmedu
kriti¢nih hromatografskih parova praceni su kao CQA. Posto je vankomicin pokazao dobro
razdvajanje u poredenju sa teikoplaninom A 2-2/A 2-3, ne¢istocom A i internim standardom,
kritiéni parovi bili su sledec¢i: roksitromicin/teikoplanin A 2-2/A 2-3; necdistoca
A/roksitromicin i necisto¢a Alteikoplanin A 2-2/A 2-3, a za koje su dalje praceni faktori
separacije si1, s2 i s3 (koje se ovim redosledom odnose na navedene kritine parove).
Najintenzivniji i ujedno najzastupljeniji oblik je teikoplanin A 2-2/A 2-3 i to je razlog zasto je
ovaj oblik odabran za dalju optimizaciju. Takode, ostale komponente su pokazale dobar oblik
pika, zadovoljavajuce retenciono ponasanje, ponovljiv odgovor kao i stabilan intenzitet
jonskog odgovora. Odnos intenziteta jonskog odgovora izmedu komponenenata je sve vreme
bio isti, tako da je metoda selektivna za sve navedene komponente teikoplanina.

Kao §to je ve¢ pomenuto, sledeca faza implementacije AQbD pristupa ukljucivala je primenu
Rechtschaffen optimizacionog dizajna za postizanje ciljeva optimizacije. Za generisanje
matrice eksperimenata i analizu podataka koris¢en je isti softverski program kao §to je
navedeno u odeljku 3.2.2. tabela 4 u Eksperimentalnom delu.

58



Obrada dobijenih rezultata obavljena je na isti nacin kao i za optimalne MS uslove i
matematicki modeli su procenjeni koris¢enjem istih statistickih parametara. U tabeli 9
prikazani su koeficijenti i statisticki parametri dobijenih matematickih modela

Tabela 9. Koeficijenti i statisticki parametri matematic¢kih modela za optimalne hromatografske

uslove
S1 Koeficijent Stanolarda p-vrednost Interval .
greska pouzdanosti
Konstanta 0,0790244 0,00146532 1,40426e-05 0,00466333
A -0,000602129 0,00124229 0,066108 0,00395353
B -0,00310214 0,00124229 0,00879293 0,00395353
C -0,0268521 0,00124229 0,000216702 0,00395353
A? -0,0494589 0,00255358 0,000300633 0,00812669
B2 -0,0269588 0,00255358 0,00181537 0,00812669
C? 0,0167912 0,00255358 0,00715568 0,00812669
A*B -0,0232317 0,00130689 0,00038817 0,00415914
A*C -0,0119817 0,00130689 0,00274372 0,00415914
B*C -0,00448172 0,00130689 0,0415596 0,00415914
Q?- 0,844, R?- 0,998 R?adj.-0,992
Lack of fit- 0,447
Interval pouzdanosti — 0,95
S2 Koeficijent Standarda greska p-vrednost Interval .
pouzdanosti
Constant 0,312439 0,00982306 6,82924e-05 0,0312616
A 0,00916159 0,00832791 0,0351643 0,0265033
B 0,0891615 0,00832791 0,00174209 0,0265033
C -0,0208384 0,00832791 0,0875339 0,0265033
A*C -0,0281708 0,00876102 0,0487523 0,0278816
Q?- 0,947, R?- 0,998 R?adj.-0,989
Lack of fit- 0,893
Interval pouzdanosti — 0,95
S3 Koeficijent Standarda greska p-vrednost Interval .
pouzdanosti
Constant 0,456098 0,00405815 1,55295e-06 0,0129149
A 0,00759147 0,00344046 0,0114472 0,0109491
B 0,0850914 0,00344046 0,000144915 0,0109491
C -0,0549085 0,00344046 0,000534931 0,0109491
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A2 -0,245335 0,00707205 5,26658e-05 0,0225066
C? 0,134665 0,00707205 0,000316265 0,0225065
A*B -0,0554269 0,00361939 0,000604768 0,0115186
A*C -0,0354269 0,00361939 0,00226618 0,0115186
B*C -0,0279269 0,00361939 0,00452535 0,0115186

Q?- 0,833, R*- 0,999 R?adj.-0,996

Lack of fit- 0,201

Interval pouzdanosti- 0.95

R? — koeficijent determinacije; R? adj. — prilagodeni koeficijent determinacije; Q2 —
koeficijent predikcije. A-pocetni sadrzaj acetonitrila; B-zavrsni sadrzaj acetonitrila; C-vreme
trajanja lineranog dela gradijenta

Na osnovu p-vrednosti i vrednosti koeficijenta modela moze se zakljuditi 0 uticaju faktora na
ispitivane odgovore, a na pracene odgovore Si, Sz, S3 uticali su svi ispitivani CPPs. p-vrednosti
manje od 0,05 ukazuju da faktor ima znacajan uticaj na ispitivani odgovor. Takode, najveca
vrednost koeficijenta zna¢i da ovaj faktor ima najveci uticaj na posmatrane odgovore. Lack of
fit modela takode nije znacajan. MODR je kreiran Monte Karlo simulacijama koris¢enjem
softvera MODDE 12 Pro, na isti na¢in kao i za procenu optimalnih MS uslova prikazanih u
delu 3.2.1. Optimalna tacka izabrana je u okviru MODR regiona koris¢enjem alata Optimizer
(u pomenutom softverskom programu) i postavljanjem ciljnih vrednosti za s, Sz i s3 na 0,06,

0,351 0,40.

Na slici 10 prikazan je DS/MODR.
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Design Space - Untitled (MLR)
Probability of failure (%) for S1, S2 and S3 - Optimizer Setpoint (¥13)

Linear gradient time

75 8 85

. .
¢ Start acetinitgilse content
Including distribution on axis factors only, Interval=Confidence, Limit=1% e e

4 45 5 5.5

Slika 10. Dizajn prostora za ispitivane hromatografske parametre

Prema prethodno navedenim ciljnim vrednostima faktora separacije, definisani optimalni
hromatografski uslovu su sledeci: 6,5% (v/v) pocetni sadrzaj acetonitrila, 95,8% (v/v) zavr$ni
sadrzaj acetonitrila i 3,2 minuta vreme trajanja gradijenta.

Definisani optimalni uslovi verifikovani su i dobijeni hromatogrami prikazani su na slici 11
(11ai11b).

Kako bi analiticki problem bio prikazan, hromatogrami kriti¢nih parova predstavljeni su na
slici 11c. U ovom sluc¢aju korisc¢eno je izokratsko eluiranje sa mobilnom fazom sastaavljenom
od 70% (v/v) acetonitrila i 30% (v/v) vode sa 0,1% mravlje kiseline.
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3a 3b

3c 3d

Slika 11. Hromatogrami svih Sest oblika teikoplanina pod optimalnim hromatografskim
uslovima u MRM rezimu (11a); hromatogrami vankomicina, necisto¢e A i roksitromicina pod
optimalnim hromatografskim uslovima (11b); hromatogrami teikoplanina A2-2/A2-3,
necistoée A i roksitromicina pod navedenim izokratskim uslovima (11c); hromatogrami
“Cistih“ (eng. blank) uzoraka u cilju potvrde selektivnosti (11d)
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4.1.3 Validacija UHPLC-MS/MS metode

Poslednji korak ovog dela doktorske disertacije bio je validacija razvijene UHPLC-MS/MS
metode Proces validacije podrazumevao je procenu selektivnosti, linearnosti, tacnosti i
preciznosti, kao i odredivanje limita detekcije (LOD) i limita kvantifikacije (LOQ) za
necistocu A.

Najpre je ispitana selektivnost metode. Pokazano je da nema interferiraju¢ih pikova na
retencionim vremenima ispitivanih supstanci i necisto¢e A. Slika 11d pokazuje hromatograme
“Cistih“ (blank) uzoraka gde se jasno moze videti da interferncija nema.

Za konstrukciju kalibracionih krivi primenjen je metod najmanjih kvadrata uz korisc¢enje
odnos povrsine pika analita i internog standarda kao factor merenja (eng. weighting factor).

Regresioni faktori bili su u okviru kriterijuma prihvatljivosti (r > 0,99 za aktivne supstance, r
> 0,98 za necistoce) [61,62]. Recovery vrednosti pracene za procenu ta¢nosti nalaze se u
granicama prihvatljivosti (98%— 102% za aktivne supstance i 80%— 120% za necistoce).
Takode, dobijene RSD vrednosti za procenu intra i inter-day preciznosti ispunjavanju
postavljene kriterijume (RSD < 2% za aktivne supstance, RSD < 15% za necistoce).
Vrednosti LOD i LOQ su eksperimentalno definisane za necisto¢u A. Rezultati ispitivanih
parametara validacije prikazani su u tabeli 10.
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Teikoplanin | Teikoplanin | Teikoplanin | Teikoplanin | Vankomycin | Necisto¢a
A3-1 A2-1 A 2-2/A 2-3 A 2-4/A 2-5 A
LOD (ng mL %) 0,15
LOQ (ng mL?) 0,25
Linearnost
Opseg koncentracije
(ug mL™) 0,58-8,78 0,37-5,48 3,01-45,15 | 1,04-15,60 | 0,50-10,00 | 0,25-5,00
A 0,1838 0,4945 0,5143 0,5365 0,4839 0,6158
B 0,3812 0,8301 0,2492 0,0481 -0,3731 0,0472
R 0,993 0,998 0,997 0,998 0,992 0,994
Preciznost
Srednja
koncentracija 2,93 1,82 15,05 5,20 5,20 2,00
(ngmL™)
RSD(%) 1,94 2,00 1,70 1,99 1,78 1,76
Tacénosti
Niska koncentracija
(ug mL™) 2,34 1,46 12,04 4,16 4,00 1,60
Recovery (%) 100,74 98,89 99,75
’ ’ ’ 98,2 98,88 100,66
Srednja koncentracija
(g mLY) 2,93 1,82 15,05 5,20 5,00 2,00
101,7 100,2 42
Recovery (%) 01,70 00,20 %, 99,48 100,30 100,78
Visoka koncentracija 3,51 2,19 6,24 6,00 2,40
-1 18,06
(g mL™)
0,
Recovery (%) 99,94 99,45 99,57 98,86 98,43 99,13

Table 10. Vrednosti parametara validacije

a—nagib, b — odsecak na ordinati, r — koeficijent korelacije
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Konac¢no, razvijena i validirana UHPLC-MS/MS metoda primenjena je na odgovarajuce
farmaceutske dozne oblike (Targocid® 400 mg prasak za rastvor za injekcije/infuziju ili oralni
rastvor koji sadrzi 400 mg teikoplanina; Vankomicin-MIP 1 g, praSak za rastvor za infuziju
koji sadrzi 1 g vankomicina). Odredeni sadrzaj vankomicina bio je 99,02%, a ukupnog
teikoplanina 98,56%.

4.1.4. Studije forsirane degradacije

U ovoj studiji pracen je stepen degradacije ispitivanih glikopeptidnih antibiotika u stres
uslovima pomoc¢u razvijene i validirane UHPLC-MS/MS metode. Studije forsirane
degradacije sprovedene su pod stres agensima propisani u ICH Q1(R2) smernicama [63];
kiselina, baza, voda, oksidativni agens, toplota i svetlost.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su glavne komponente teikoplanina i
vankomicina nestabilne u kiselim i baznim uslovima. Utvrdeno je da su vodeni rastvori
ispitivanih lekova stabilni u neutralnim uslovima i nivo razgradnje posle 48 h bio je manji od
5%. Oksidacioni agens 3%, 15% i 30% H20: nije pokazao znacajnu degradaciju teikoplanina,
ali to nije bio slucaj sa vankomicinom. Slabiji oksidativni agens je izazvao znacajnu
degradaciju vankomicina. Vodeni rastvori vankomicina 1 teikoplanina bili su izloZeni
suncevoj svetlosti tokom 24 h i 48 h sa stepenom razgradnje manjim od 5%. Ovi rezultati
ukazuju na fotostabilnost ispitivanih lekova. Na kraju studija stabilnosti ispitan je uticaj
toplote na stabilnost glikopeptidnih antibiotika. Teikoplanin se degradirao na povisenoj
temperaturi i primeceno je da se oko 20% dva najzastupljenija oblika vodenog rastvora
teikoplanina razgradi zagrevanjem na 60 °C tokom 3h. Vankomicin je pokazao stabilnost na
povisenoj temperaturi.

Primenljivost metode je potvrdena i kroz njenu sposobnost pracenja ponasanja vankomicina i
teikoplanina u stres uslovima.

65



4.2. Optimizacija hromatografskog razdvajanje izomera teikoplanina i vankomicina u
UHPLC-MS/MS sistemu — u uzorcima humane plazme

Vankomicin i teikoplanin primenjuju se u terapiji tesSkih infekcija izazvanih gram pozitivnim,
multirezistentnim bakterijama. Znacaj u terapiji, kao i ozbiljni nezeljeni efekti koji se mogu
javiti usled njihove primene (nefrotoksi¢nost i ototoksi¢nost) zahtevaju primenu
visokoosetljive metode u cilju pracenja njihove kinetike u organizmu [64- 65] .

Drugi deo doktorske disertacije posvecen je postavljenu nove UHPLC-MS/MS metode za
analizu vankomicina i Sest oblika teikoplanina u uzorcima humane plazme. AQbD koncept
implementiran je kroz nekoliko ta¢no definisanih faza, u okviru kojih je, u cilju preciznog
definisanja hromatografskog optimuma, primenjen hemometrijski pristup.

Implementacija AQbD pristupa omogucila je razvoj brze, pouzdane hromatografske metode,
¢ime je omogucena precizna i pouzdana bioanalitika pomenutih antibiotika. Takode, precizno
1 brzo odredivanje koncentracije ove grupe izuzetno znacajnih antibiotika u humanoj plazmi
znatno ¢e unaprediti bezbednost i efikasnost njihove primene.

4.2.1. Optimizacija parametara masenog spektrometra

Prvi korak drugog dela doktorske disertacije podrazumevao je definisanje optimalnih uslova
masenog spektrometra. U odeljku 4.1.1. detaljno su objasnjeni razlozi izbora pozitivne ESI
metode jonizacije. ESI predstavlja najbolji izbor u slu¢aju polarnih i jedinjenja visoke
molekulske mase. Molekuli kompleksne strukture koji imaju vi$e potencijalnih jonizujuéih
mesta u ESI izvoru jonizuju kao viSestruko naelektrisani joni $to je bio slucaj sa
vankomicinom i teikoplaninom.

Takode, u odeljku 4.1.1. objasSnjeno je da vankomicin 1 teikoplanin jonizuju kao joni sa
dvostrukim naelektrisanjem [M+2H] 2* dok roksitromicin (primenjen kao interni standard)
jonizuje kao jednostruko naelektrisani joni [M+H]**. Takode, teikoplanin A2-2/A2-3 (izomeri
1) i teikoplanin A2-4/A2-5 (izomeri 2) su parovi izomera sa istim obrascem fragmentacije,
jonizacije i hromatografskim ponaSanjem. Stoga su upravo pomenuti parovi izomera praceni
kao dva pika.

Posto je kao uzorak koriS¢ena humana plazma, u slede¢em koraku definisani su dominantni
fragmentni joni najveceg intenziteta jonskog odgovora kao i optimalne vrednosti napona
konusa i kolizione energije.

U ovom delu doktorske disertacije za definisanje optimalnih vrednosti znacajnih MS
parametara svakog fragmentnog jona, koris¢ena je IntelliStart softverska opcija u MRM
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rezimu. Fragmentni joni ispitivanih analita i internog standarda prac¢eni su u MRM rezimu.
Fragmentni joni i optimalne vrednosti napona konusa i kolizione energije prikazani su u
odeljku 3.5.1. tabela 5 Eksperimentalnog dela.

4.2.2. Optimizacija hromatografskih uslova

Tokom preliminarne faze ispitivanje, odabrana je pogodna stacionarna faza ACQUITY CSH
C18. Takode, unapred su definisane optimalne vrednosti protoka mobilne faze i temperatura
kolone koje dalje nisu menjanje tokom izvodenja ekpsperimenata za optimizaciju
hromatografskih uslova.

Pored svih prednosti gradijentnog programa eluiranja koji su navedeni u odeljku 4.1.2 dodatni
razlog izbora ovog nacina eluiranje je i sama kompleksnost sastava uzoraka humane plazme.
Kljuéni momenat u optimizaciji hromatografskih uslova bile su upravo karakteristike
gradijenta programa eluiranja. Kako bi se dobila $ira slika hromatografskog ponasanja
ispitivanih analita, uzimaju¢i u obzir kompleksnost uzorka, i u ovom delu ispitivanja
primenjen je AQbD koncept. Detaljni koraci AQbD pristupa opisani su u odeljku 1.7. u
Uvodnom delu. Ve¢ je u odeljku 4.1.2. istaknuto koliko je znacajan nagib linernog gradijenta,
pa su iz tog razloga kao CPPs odabrani faktori i njihove opsezi koji imaju uticaj na njega. To
su bili identiéni faktori koji su optimizovani u prvom delu doktorske disertacije, u odeljku 4.1.
Uzimajuéi u obzir da za sprovodenje eksperimenata nije koris¢ena identi¢na kolona kao kod
definisanja optimalnih hromatografskih uslova za ispitivane analite u odgovaraju¢im
farmaceutskim oblicima, kao i kompleksnost sastava uzoraka plazme, nisu dobijeni identi¢ni
optimalni uslovi nakon zavrSetka ispitivanja.

Pocetni sadrZzaj acetonitrila (sadrZzaj acetonitrile na pocetku gradijenta), vreme trajanja
linearnog gradijenta, 1 zavrSni sadrZaj acetonitrila (sadrZaj acetonitrila na kraju linearnog
gradijenta) odabrani su kao znacajni faktori i definisani njihovi opsezi 5-10% (Vv/v), 2-4
minuta i 90-100% (v/v).

Istovremeno su definisani CQAs. Uzimajuc¢i u obzir da je glavni cilj razvoja metode
postizanje najboljeg razdvajanja analita pracenog kratkim trajanjem analize, faktor separacije
s izmedu hromatografskih pikova definisani su kao CQAs. Faktor separacije s definisan je
kao razlika izmedu vremena pocetka i vremena zavrSetka prethodnog pika u paru kriti¢nih
pikova. Identifikovani s faktori kao CQAs su sledeci: S1 — razlika izmedu vremena pocetka
pika roksitromicina i vremena zavrSetka pika vankomicina; s; — razlika izmedu vremena
pocetka pika roksitromicina i vremena zavrsetka pika teikoplanina A 2-2/A 2-3; s3 — razlika
izmedu vremena pocetka pika teikoplanina A 2-2/A 2-3 i vremena zavrSetka pika
vankomicina. Teikoplanin A 2-2/ A 2-3 je izabran jer je najzastupljeniji oblik teikoplanina.
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Za uspostavljanje matematicke korelacije izmedu CPPs i CQAs primenjena je DoE
metodologija. U tu svrhu izabran je Rechtschaffen optimizacioni dizajn. Plan eksperimenata i
interpretacija rezultata uradeni su u MODDE 12 Pro softverskom programu. Plan
eksperimenata definisan Rechtschaffen dizajnom sa dobijenim rezultatima za odgovore s, S |
sz prikazan je u odeljku 3.5.2 u tabeli 6 u Eksperimentalnom delu.

Da bi se postigli ciljevi optimizacije koji su prethodno pomenuti, ciljne vrednosti za faktore
separacije S, S i S3 su postavljeni na 1,45, 0,01, 1,30 (redosledom kojim su navedeni).

Slede¢i korak bio je kreiranje matematickih modela. Njihova pogodnost “fitovanja’ dobijenih
odgovora kao i prediktivne moguénosti potvrduju statisticki parametri R?, Adj. R? i Q2.
Koeficijenti dobijenih matemati¢kih modela i vrednosti pomenutih statistickih parametara
prikazani su u tabeli 11.
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Table 11. Koeficijenti dobijenih matematickih modela i vrednosti statistickih parametara

Koeficijent Standardna p-vrednost Interval
greska pouzdanosti
S1
Konstanta 1,4653 0,0051 9,3850e-008 0,0163
A 0,0463 0,0043 0,0018 0,0138
B 0,1437 0,0043 6,0345e-005 0,0138
C -0,0387 0,0043 0,0029 0,0138
A? 0,1003 0,0085 0,0015 0,0283
B2 -0,0572 0,0089 0,0077 0,0283
Q?- 0,964, R?- 0,998 R?adj.-0,994
Lack of fit- 0,702
Interval pouzdanosti- 0,95
S2
Konstanta 0,0105 0,0006 0,0004 0,0018
A -0,0220 0,0005 2,3441e-005 0,0015
B -0,0020 0,0005 0,0244 0,0015
C -0,0045 0,0005 0,0026 0,0015
A? 0,0408 0,0010 3,2038e-005 0,0032
C? -0,0417 0,0009 3,0112e-005 0,0032
A*B 0,0054 0,0005 0,0018 0,0016
A*C -0,0321 0,0005 8,8164e-006 0,0016
B*C -0,0321 0,0005 8,8164e-006 0,0016
Q?- 0,941, R?- 0,999 R?adj.- 0,999
Lack of fit-/
Interval pouzdanosti- 0,95
S3
Konstanta 1,3178 0,0028 2,0765e-008 0,0089
A 0,0311 0,0024 0,0009 0,0075
B 0,1186 0,0024 1,7348e-005 0,0075
C -0,0164 0,0024 0,0060 0,0075
A? 0,0794 0,0048 0,00055 0,0154
B? -0,0281 0,0048 0,0102 0,0079
A*B 0,0084 0,0025 0,0435 0,0079
A*C 0,0084 0,0025 0,0435
Q?- 0,941, R?- 0,999 R?adj.- 0,999 69

Lack of fit- 0,520
Interval pouzdanosti- 0,95




R? — koeficijent determinacije; R? adj. — prilagodeni koeficijent determinacije; Q2 —
koeficijent predikcije. A-pocetni sadrZzaj acetonitrila; B-zavrsni sadrzaj acetonitrila; C-vreme
trajanja lineranog dela gradijent

Visoke vrednosti parametara R? i Adj. R? potvrduju adekvatnost modela da
“fituju” ispitivane odgovore, dok parametar Q2 potvrduje dobru prediktivnost modela.
Vrednosti lack of fit za ove modele pokazuju da nisu statisti¢ki znacajni.

Detaljnom analizom dobijenih rezultata moze se zakljuciti da na pracene odgovore Si, S2, S3
znacajan uticaj imaju CPPs §to potvrduju p-vrednosti nize od 0.05. p-vrednost niza od 0.05
pokazuje da factor ima statisticki znacajan uticaj na ispitivani odgovor. Najvi$u vrednost ima
koeficijent za vreme trajanje linearnog dela gradijenta Sto pokazuje da je to faktor za
najveéim uticajem na sve CQAs. Ovaj rezultat je ocekivan jer je za adekvatnu separaciju
analita potreban nizi nagib linearnog gradijenta.

U cilju vizualizacije regiona/prostora u okviru kojeg promene CPPs ne dovode do promene
CQAs, konstruisan je sweet spot plot grafikon, a koji je prikazan na slici 12.

Sweet spot plot - teicoplanin and vancomycin
Optimizer setpoint

. Sweet spot
[ criteria met 2
. Criterion met 1

gradient time [min]

5 55 & 65 7 73 5 35 3 83 10

start acetonitrile content [%]
Sweet spot = S1(1,25 - 1,65); S2(0 - 0,09); 53(1,3 - 1,5)

Slika 12. Sweet spot plot grafik definisan za vreme trajanja gradijenta i poCetnog sadrzaja
acetonitrila pri 94% (v/v) sadrzaja acetonitrila na kraju gradijeta
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Tamno plava boja na prikazanom grafiku oznacava region gde je postignut jedan od
postavljenih kriterijuma. Svetlo plava boja predstavlja region gde su postignuta dva
kriterijuma, dok je zelenom bojom obelezen region sa postignutim svim Kriterijumima.
Zapravo, to je povrsina gde CPPs nemaju uticaja na CQAs. Kako bismo dobili potvrdu o
robustnosti odgovora u pomenutom regionu, pristupljeno je konstrukciji DS/MODR Kkoji je
prikazan naslici 13.

Definicija kao i detaljno objasnjenje DS/MODR dato je ve¢ u prvom delu doktorske
disertacije, odeljak 4.1.2.
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Slika 13. Grafik prostora dizajna definisan za vreme trajanja gradijenta i po¢etnog sadrzaja
acetonitrila pri 94% (v/v) sadrzaja acetonitrila na kraju gradijeta

Na samom kraju, kori§¢enjem veé¢ pomenute softverske opcije Optimizer (MassLynx sofver),
definisana je optimalna tacka sa slede¢im CPPs vrednostima: pocetni sadrzaj acetonitrila 5%
(v/v), zavrsni sadrzaj acetonitrila 94,0% (v/v) i vreme trajanja linearnog gradijenta 3,10
minuta.

Definisani optimalni hromatografski uslovi potvrdeni su i ekperimentalno.
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4.3. Razvoj metode pripreme uzoraka plazme

Prvi korak u razvoju metode za pripremu uzorka bio je odabir metode pripreme.

Odabrana je metoda precipitacije proteina. Metoda precipitacije proteina je jednostavna
metoda koja podrazumeva uklanjanje proteina iz uzorka njihovom denaturacijom
odgovaraju¢im organskim rastvaratem. Spada u jednostavnu, troskovno isplativu, efikasnu i
vremenski ne mnogo zahtevnu metodu. Tokom preliminarne faze ispitivanja, ova metoda je
pokazala dobre rezultate stepena CistoCe ekstrakta, pa je to bio dodatni razlog zaSto je
odabrana upravo ova metoda pripreme uzorka za dalji razvoj.

Takode, precipitacija proteina bila je metoda izbora u publikovanim radovima gde su
vankomicin ili teikoplanin odredivani u uzorcima plazme ili seruma. [31-33].

Nakon preliminarne faze ispitivanja i odabira metode, pristupljeno je odredivanju optimalnih
uslova pripreme uzorka i minimizaciji efekta matriksa. U tom cilju, i u ovom koraku
primenjena je DoE metodologija, i to prvi put u pripremi uzoraka plazme za bioanalitiku
ispitivanih jedinjenja.

Preliminarnim ispitivanjem moglo se utvrditi koji to faktori imaju znacajan uticaj na sam
postupak pripreme uzorka. A da bi na adekvatan nacin bio procenjen njihov uticaj odabran je
D-optimal dizajn. Prednosti D-optimal dizajna ogledaju se u tome §to omogucéava procenu
utucaja ne samo kvalitativnih, ve¢ i kvantitativnih faktora.

Kao S§to je ve¢ pomenuto, tokom preliminarne faze ispitivanja odabrani su kvantitativni
faktori koje treba dalje ispitati i to: sadrzaj mravlje kiseline u uzorku (%), vreme
centrifugiranja (min), vreme mesSanja na Vortex aparatu (min). Kao kvalitativni faktor
ispitivan je organski rastvara¢ (metanol ili acetonitril). Ostali faktori kao $to je zapremina
precipitiraju¢eg agensa i brzina centrifugiranja nisu pokazali znacajan uticaj te je njihova
vrednost tokom ispitivanja bila konstantna.

Za kreiranje matrice ekperimenta D-optimal dizajna koris¢en je Design Expert 10.0 softverski
program, dok su kao odgovori tokom ekspretimenata praceni odnos intenziteti jonskog
odgovora ispitivanog analita u vodenom rastvoru i uzorku.

Experimentalni plan i vrednosti dobijenih odgovora prikazani su u odeljku 3.5.3 tabela 7
Eksperimentalnog dela.

Nakon izvodenje ekpsperimenata pristupljeno je detaljnoj analizi dobijenih podataka.
Uspostavljenjem matematicke korelacije izmedu ispitivanih faktora (varijabli) i pracenih
odgovora dobijeni su matematicki modeli. Koeficijenti matematickih modela i vrednosti
statistiCkih parametara prikazani su u tabeli 12.

72



Table 12. Koeficijenti matematickih modela i vrednosti statistickih parametara model

Koeficijent | Standardna | p- 95% interval | 95% interval
greSka vrednost | pouzdanosti pouzdanosti

Vankomicin
Konstanta 64,73 2,00 60,27 69,20
A 7,36 1,03 < 0,0001 5,07 9,65
B 3,53 1,06 0,0078 1,16 5,90
C 5,23 1,06 0,0006 2,86 7,60
D -4,10 0,88 0,0009 -6,06 -2,14
A*B -2,77 1,15 0,0373 -5,34 -0,20
A*C -4,06 1,26 0,0092 -6,87 -1,25
A*D 3,94 1,02 0,0032 1,66 6,22
B*C 3,23 1,38 0,0413 0,15 6,31
B*D 6,06 1,07 0,0002 3,68 8,44
C*D -4,01 1,05 0,0034 -6,36 -1,67
A2 -9,59 2,72 0,0055 -15,65 -3,53
C? -0,76 1,74 0,0019 -11,5 -3,38
R?-0,96, adj.R?- 0,91,
Q?%- 0,59, Lack of fit —
0,0011
Teikoplanin
Konstanta 49,56 2,89 43,11 56,01
C 3,62 1,54 0,0401 0,20 7,04
D -15,32 1,27 < 0,0001 -18,16 -12,49
A*D -4,52 1,48 0,0122 -7,82 -1,22
B*D 4,75 1,54 0,0117 1,31 8,19

R%- 0,95, adj.R?- 0,89,
Q2% 0,51, Lack of fit —
0,0179

R? — koeficijent determinacije; R? — prilagodeni koeficijent determinacije; Q? — koeficijent
predikcije; A-sadrzaj mravlje kiseline (%), B-vreme centrifugiranja (min), C-vreme mesanja
na Vorteks aparatu (min), D-precipitirajuci agens (metanol-MeOH ili acetonitril-ACN)
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Visoke vrednosti statistickih parametara R?, Adj. R?, Q? pokazatelj su adekvatnog “fitovanja”
ispitivanih faktora i pracenih odgovora kao dobre prediktivnosti modela. Vrednosti parametra
lack of fit za sve modele nisu statisti¢ki znacajne,

Analizom dobijenih rezultata moze se zakljuéiti da na odnos intenziteta jonskog odgovora
vankomicina u uzorku plazme i vodenom rastvoru znacajan uticaj imaju sva Cetiri ispitivana
faktora. Vrednosti koeficijenata modela pokazuje da sadrzaj mravlje kiseline u uzorku ima
najveci uticaj na prac¢eni odgovor. U slucaju teikoplanina, na praceni odgovor znacajan uticaj
imali su vreme meSanja na Vorteksu i tip precipitirajuceg agensa.

Poslednji korak u odredivanju optimalnih uslova metode pripreme uzorka bio je odabir
optimalne tacke koja je definisana slede¢im vrednostima ispitivanih faktora: 0,11% sadrzaj
mravlje kiseline, 4,0 min vreme meSanja na Vorteksu, 13 minuta vreme centrifugiranja i
acetonitril kao precipitiraju¢i agens. Optimalna tacka verifikovana je pod prethodno
definisanim optimalnim hromatografskim uslovima. Dobijeni hromatogrami predstavljeni su
na slici 14.
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Slika 14. Hromatogrami $est komponenata teikoplanina, vakomicina i roksitromicina (interni
standard) pod optimalnim hromatogramskim uslovima
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4.4. Validacija UHPLC-MS/MS metode

Optimizirana UHPLC-MS/MS metoda uspesno je validirana ispitivanjem parametara
validacije u skladu sa FDA smernicama za validaciju bioanalitickih metoda [53].
Hromatogrami blank plazme pokazuju da na retencionim vremenima ispitivanih analita i
internog standarda nije bilo endogenih interferencija. Takode, za ispitivane analite odredene
su vrednosti LOD i LOQ.

Hromatogrami blank plazme prikazani su na slici 15 (A) dok su hromatogrami vankomicina i
svih Sest komponenata teikoplanina na LOQ koncentraciji prikazani na slici 15 (B).
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Slika 15. Hromatogrami blank plazme (A) i hromatogrami vankomicina i svih Sest
komponenata teikoplanina na LOQ koncentraciji (B)

RSD QC uzoraka za procenu intra-day i inter-day preciznosti bila je ispod 15%, dok je
tacnost bila u skladu sa postavljenim kriterijumom 85-115%.

Kalibracione krive konstruisane su primenom metode najmanjih kvadrata, dok je kao faktor
merenja (eng. weighting factor) koris¢en odnos povrSine pika dominantnijeg fragmenta
analita i internog standarda. Koeficijenti determinacije (r?) bili su iznad 0,99. Opseg
linearnosti obuhvatio je terapijske opsege ispitivanih antibiotika kako bi ova UHPLC-MS/MS
metoda mogla da se primenjuje za pracenje njihove koncetracije u uzorcima plazme
pacijenata.
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Efekat matriksa bio je manji od 25% S$to pokazuje da matriks nema znacajan uticaj na
intenzitet jonskog signala. Recovery vrednost za svaku komponentu teikoplanina nalazi se u
opsegu izmedu 74,7% i 85,7% dok je za vankomicin izmedu 85,6% i 89,6%. Rezultati
kratkoro¢ne, dugoro¢ne i freeze-thaw stabilnosti pokazali su neznaajan stepen degradacije

ispitivanih analita.

Parametri validacije predstavljeni su u tabeli 13, dok su rezultati ispitivanja stabilnosti

prikazani u tabeli 14.

Tabela 13. Vrednosti parametara validacije

Teikoplanin | Teikoplani | Teikoplanin | Teikoplanin | Vankomicin
A3-1 nA?2-1 A 2-2/A 2-3 A 2-4/A 2-5
LOD
(ug mL ™) 0,09 0,07 0,08 0,04 0,02
LOQ
(ug mLY) 0,12 0,18 0,15 0,1 0,05
Linearnost
Opseg koncentracije
(ug mL™Y) 0,12-23,4 0,18-14,6 0,15-120,4 | 0,1-41,6 0,05-10,0
A 0,0373 0,045 0,0384 0,0386 0,1687
B -0,0006 -0,0014 -0,0303 -0,0172 -0,0063
R 0,997 0,998 0,995 0,991 0,990
Intra-day preciznost (RSD (%0))
LOQ 13,3 12,9 13,8 14,1 10,1
Srednja koncentracija 8,4 11,3 7,3 9,4 2,2
Visoka koncentracija 2,6 4,3 2,4 3,1 2,3
Inter-day preciznost (RSD (%))
LOQ 14,1 10,1 13,8 10,2 11,1
Srednja koncentracija 9,5 7,3 51 6,5 3,3
Visoka koncentracija 2,9 5,8 2,8 4,1 2,3
Intra-day tacnost (Srednja tacnost (%))
LOQ 87,9 95,8 94,3 91,5 103,4
Srednja koncentracija 96,3 102,5 106,5 107,1 110,3
Visoka koncentracija 98,2 94,6 92,5 105,5 94,3
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Inter-day tacnost (Srednja tacnost (%))

LOQ 89,6 97,2 93,2 98,3 95,7
Srednja koncentracija 90,3 102,5 108,3 97,15 105,6
Visoka koncentracija 92,3 95,2 91,1 93,1 92,4
Recovery (%)

LOQ 78,5 74,7 79,8 80,7 85,6

Srednja koncentracija
79,5 75,3 82,5 79.9 88,4
Visoka koncentracija 85,7 80,2 80,6 82,3 89,6

Efekat matriksa (%0)

LOQ 25,0 24,9 23,5 22,7 20,1
SreAdnja koncentracija 22,6 20,3 22,2 23,2 15,3
Visoka koncentracija 23,5 24,5 22,6 21,5 17,3

a—nagib, b — odsecak na ordinati, r — koeficijent korelacije
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Table 14. Stabilnost teikoplanina i vankomicina pod razli¢itim uslovima ¢uvanja; kratkoro¢na
(short-term) stabilnost, dugoro¢na (long-term) stabilnost i freeze-thaw stabilnost

Analit ¢ (ugmL™?) | Short term RSD Long term | RSD | Freeze-thaw | RSD

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Teikoplanin A 3-1 0,12 98,1 11,2 96,5 10,4 100,2 51
23,4 96,3 3,2 94,3 2,1 105,3 2,4

Teikoplanin A 2-1 0,18 97,1 4,1 90,2 5,6 101,2 1,8
14,6 94,5 1,5 91,2 4,3 99,7 53

Teikoplanin A 2-2/2-3 0,15 105,2 7,3 95,6 11,3 102,3 8,4
120,4 103,2 1,1 93,5 4,1 98,6 2,8

Teikoplanin A 2-4/2-5 0,1 94,2 8,7 90,2 2,3 97,6 7,6
41,6 108,6 2,0 99,5 6,2 99,8 11

Vankomicin 0,05 105,3 10,4 98,6 31 103,2 3,0

10,0 102,6 2,6 97,5 5,0 101,6 5,2
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4.5. Primena validirane UHPLC-MS/MS metode na uzorcima humane plazme

Validirana UHPLC-MS/MS metoda uspesno je primenjena za analizu uzoraka plazme koji su
dobijeni od 10 pacijenata (uzrasta od 18 do 60 godina) obolelih od MDR bakterijske infekcije.
Medu njima bilo je i pacijenata sa naruSenom funkcijom bubrega. Pacijenti su bili podeljeni u
dve grupe, 5 pacijenata koji su bili na terapiji vankomicinom i 5 pacijenata koji su bili na
terapiji teikoplaninom. Uzorci plazme bili su uzorkovani 4 puta u toku dana nakon primene
doze odrzavanja (vankomicin - 30min, 2h, 6h nakon primene doze i neposredno pre primene
sledec¢e doze; teikoplanin — 2h, 6h, 12h nakon primene doze i neposredno pre primene sledece
doze)

Doza odrzavanja teikoplanina (400 mg) primenjivana je jednom dnevno u obliku intravenske
infuzije u trajanju od 30min, a doza odrzavanja vankomicina na svakih 12h u obliku
intravenske infuzije u trajanju od 60min za pacijente sa oCuvanom funkcijom bubrega.
Pacijenti koji su imali narusenu funkciju bubrega doza odrzavanja bila je prilagodena.
Maksimalna koncentracija ukupnog teikoplanina bila je 59,24 +7,34 pug mL? dok je
minimalna koncentracija bila 12,74+3,46 ug mL™* (srednje vrednosti koncentracije nakon 6h i
12h primene doze bile su 33,70+ 2,33 ug mL* (nakon 6h) i 21,48+5,66 ug mL* (nakon 12h)).
Najvisa koncentracija vankomicina u plazmi bila je 45,46+3,63, dok je najniza bila
10,02+1,31 pg mL* (srednja vrednost koncentracije nakon 2h bila je 23,54+ 4,33 ug mL™, a
nakon 6h 12,97+2,82 ug mL™). Vrednosti koncentracije ispitivanih antibiotika bile su u
okviru terapijskog opsega.

Na slici 16 predstavljeni su grafici zavisnosti koncentracije analita u plazmi i vremena
uzimanja uzorka plazme.

Dodatno, na slici 17 date su gore pomenuti grafici za svakog pacijenta ponaosob.
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Slika 16. Grafici zavisnosti koncentracije analita u plazmi i vremena uzimanja uzorka plazme
za teicoplanin (grafik A) i vankomicin (grafik B).
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Slika 17. Grafici zavisnosti koncentracije analita u plazmi i vremena uzimanja uzorka
plazme za svakog pacijenta koji je ucestvovao u studiji
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5. ZAKLJUCAK

1. Primenom UHPLC-MS/MS metode razvijene prema AQbD konceptu, ispitano je Sest

oblika teikoplanina, njegova farmakopejska necistoca i vankomicina u ogovaraju¢im
doziranim oblicima.
Ispitani su uticaji parametara masenog spektrometra (napona kapilare, napona konusa
I kolizione energije) na stepen jonizacije i fragmentacije vankomicina, svih Sest oblika
teikoplanina i njegove farmakopejske necistoce A primenom Rechtschaffen
ekperimentalnog dizajna. Pokazano je da su parametri sa najveé¢im uticajem na Stepen
jonizacije napon kapilare i koliziona energija. Na intenzitet jonskog odgovora
teikoplanina A2-4/ A2-5, teikoplanina A3-1, vankomicina i ne€isto¢e A, najveci uticaj
imao je napon kapilare masenog spektrometra. Sa druge strane, primenjena koliziona
energija u kolizionoj ¢eliji imala je najveci uticaj na intenzitet jonskog odgovora
teikoplanina A2-2/ A2-3 i teikoplanina A2-1.

2. UHPLC-MS/MS metoda razvijena je, u skladu sa AQbD konceptom, za odredivanje
Sest oblika teikoplanina, njegove farmakopejske necisto¢e, kao i vankomicina u
odgovaraju¢im farmaceutskim oblicima.

Rechtschaffen optimizacioni dizajn koriS¢en je za postizanje ciljeva optimizacije.
UspeSno su procenjeni uticaji znacajnih parametara gradijenta (pocetni sadrzaj
acetonitrila, vreme trajanja linearnog dela gradijenta, i zavr$ni sadrzaj acetonitrila)
gde je pokazano da vreme trajanja linearnog dela gradijenta i zavrSni sadrZaj
acetonitrila imaju najveci uticaj na pracene odgovore (faktore separacije za sledece
hromatografske parove: roksitromicin/teikoplanin A 2-2/A  2-3; necistoca
A/roksitromicin i ne¢isto¢a A/teikoplanin A 2-2/A 2-3 kori$¢enjem roksitromicina kao
internog standarda).

Nakon zavrSene optimizacije, UHPLC-MS/MS metoda je uspeSno validirana.
Dobijeni rezultati u skladu su sa definisanim zahtevima.

Razvijena metoda primenjena je u analizi odgovaraju¢ih farmaceutskih oblika, kao i
za sistematiénu procenu 1 pracenje stabilnosti teikoplanina i1 vankomicina.
Primenljivost metode potvrduju i rezultati pracenja koncentracije vankomicina i
teikoplanina u razli¢itim stres uslovima. Moze se zakljuciti da su svih Sest oblika
teikoplanina i vankomicina nestabilni u kiselim i baznim uslovima, pokazujuéi stepen
degradacije 20%. Utvrdeno je da su vodeni rastvori ispitivanih lekova stabilni u
neutralnim uslovima. Oksidacioni agens uslovio je znacajnu degradaciju vankomicina.
Vodeni rastvori vankomicina i teikoplanina bili su izloZeni suncevoj svetlosti tokom
24 h 1 48 h sa stepenom razgradnje manjim od 5% Sto pokazuje fotostabilnost
ispitivanih lekova. Teikoplanin je pokazao nestabilnost na povisenoj temperaturi i
primeceno je da se dva najzastupljenija oblika teikoplanina razgradi za oko 20%.

84



Vankomicin je pokazao stabilnost na poviSenoj temperaturi poSto dolazi do
zanemarljive degradacije.

Postavljena je UHPLC-MS/MS metoda za analizu vankomicina i Sest oblika
teikoplanina u uzorcima humane plazme. AQbD koncept implementiran je kroz
nekoliko ta¢no definisanih faza, u okviru kojih je, u cilju preciznog definisanja
hromatografskog optimuma, primenjen hemometrijski pristup. Implementacija AQbD
pristupa omogucila je razvoj brze metode zeljenih karakteristika i1 kvaliteta 1 bolje
razumevanje uticaja ispitivanih faktora na dobijanje hromatografskog optimuma ¢ime
je postignuto da je analitika pomenutih antibiotika i oblast primene masene
spektrometrije znatno pouzdanija i preciznija.

Za procenu uticaja ispitivanih znacajnih hromatografksih parametara (pocetni sadrzaj
acetonitrila, vreme trajanja linearnog gradijenta i zavr$ni sadrzaj acetonitrila) i
definisanje hromatografskog optimuma koris¢en je Rechtschaffen eksperimentalni
dizajn. Pokazano je da su vreme trajanja linearnog gradijenta i zavr$ni sadrzaj
acetonitrila parametri sa najve¢im uticajem na pra¢ene odgovore (faktor separacije) i
da su optimalni hromatografski uslovi slede¢i: linerni gradijent % - 94% (Vv/v)
mobilne faze B u trajanju od 3,10 minuta. Izokratsko eluiranje sa 94% (v/v) mobilne
faze B dodatnih 2 minuta, a potom se kolona re-ekvilibrise sa 5% (v/v) mobilne faze B
jos 2 minuta.

Za pripremu uzoraka plazme odabrana je metoda precipitacije proteina. U cilju
odredivanju optimalnih uslova pripreme uzorka i minimizaciji efekta matriksa,
primenjena je DoE metodologija i D-optimal dizajn, i to prvi put u pripremi uzoraka
plazme za bioanalitiku ispitivanih jedinjenja. Ispitan je uticaj odabranih znacajnih
faktora: sadrzaj mravlje kiseline u uzorku (%), vreme centrifugiranja (min), vreme
mesanja na Vortex aparatu (min) kao kvantitativni faktori. Kao kvalitativni faktor
ispitivan je organski rastvara¢ (metanol ili acetonitril). Moze se zakljuciti da na odnos
intenziteta jonskog odgovora vankomicina u uzorku plazme i vodenom rastvoru
znacajan uticaj imaju sva Cetiri ispitivana faktora. Sadrzaj mravlje kiseline u uzorku
ima najveci uticaj na praceni odgovor. U slucaju teikoplanina, na praceni odgovor
znaCajan uticaj imali su vreme meSanja na Vorteksu i tip precipitiraju¢eg agensa.
Optimalni uslovi metode pripeme uzoraka plazme definisani su slede¢im vrednostima
ispitivanih faktora: 0,11% sadrzaj mravlje kiseline, 4,0 min vreme meSanja na
Vorteksu, 13 minuta vreme centrifugiranja i acetonitril kao precipitirajuci agens.
UHPLC-MS/MS metoda uspesno je validirana ispitivanjem parametara validacije u
skladu sa FDA smernicama za validaciju bioanaliti¢kih metoda. Dobijeni rezultati u
skladu su sa definisanim zahtevima. Validirana UHPLC-MS/MS metoda uspesno je
primenjena za analizu uzoraka plazme koji su dobijeni od 10 pacijenata (uzrasta od 18
do 60 godina) obolelin od MDR bakterijske infekcije. Maksimalna koncentracija
ukupnog teikoplanina bila je 59,24 +7,34 ug mL™ dok je minimalna koncentracija bila
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12,74+3,46 ng mL™. Najvisa koncentracija vankomicina u plazmi bila je 45,46+3,63,
dok je najniza bila 10,02+1,31 ug mL*. Vrednosti koncentracije ispitivanih antibiotika
bile su u okviru terapijskog opsega.

Precizno 1 brzo odredivanje koncentracije ove grupe izuzetno znacajnih antibiotika u
humanoj plazmi znatno ¢e unaprediti bezbednost i efikasnost njihove primene, a
pracenje njihove kinetike u organizmu, kao i pojednostaviti procenu adekvatnosti

doziranja.
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Iprotpascka 17, beorpan
011-2663-329

13 APR 2016

I

Ynapopu ETmukor on6opa BojHOMeNHNHHECKE axajemdje, BMEHOBAHH HA OCHOBY OJIyKe
Konernjyma HaYeTHHKA BMA (axT 3amennka Badenmnuka BMA, Iloe. 6p. 4494-1, on 01.04.2016.

TOHMHE) CY:

1. myxosuux npod. ap Hebojma Josnh, Maxcrnodamujanuu xapypr, Hexan Meaauanckor
daxynrera BMA — npeceqHnK,

2. Bc upod. np Bukropuja Jiparojesnhi-Camuh, KTAHERIKH GapMaKoor, MenTap 3a KIHALIKY
¢dapMaKoIOrajy — 3aMEHHK IpeICeNHHKa,

3. myxossux Ap Hesen Basuh, medposor, IleaTap 3a TPaHCIIAHTANH]Y COJM/HAX OPrana —
ceKperap, ' '

4. wyxosHHK npod. Ap Panxo Pawuesnh, Beyposor, KiuHuKa 3a HeypOJIOTH]Y — WIaH,

5. pc mpod. Ap 3BonKo Marnh, narodusuosor, AHCTATYT 32 MEIHIHEACKA HCTPAKABAKA — 1NI2H,

6. mc npod. op lagmja Kasnondg-Cexynosuh, fepmaTosor, Kinania 32 KoxHE H DOHE domecTH
— 97aH, _

7. myxoBHHK Yy nen3uju, Ap Cresan Cuxamvuh, nHeyMOQTH3HOJIOT — YJIAH,

8. mc pumi. npasaek Jparan Huxkavepnh, HpaBHuK, Ojcex 32 TpaBHE NOCI0BE — TJIaH,

9. JMannuya Jletonau, IPaBHHK - cynmja Bpxosmor cyna Cpbujey NEH3HjH — 9JIaH,

10. iparaun Byjomenuh, HOBHHAP; TeHePATIHH nupexToe PTC—qnan,

11. npod. ap Yexomup Yynuh, @axy TeT HONUTHIRAX HAYKA —9JIaH.

AsxypupaHo:
01.04.2016.




obpazay uzjage o aymopcmsy

Hsjaga o ayTOPCTBY

Hme u npesume ayropa Ana Crajuh

Bpoj unpexca 21/14

Hsjapmwyjem

Ala je JoKTopcka AHCepTalMja o Hac/oBoOM

® pesyJarar CONICTBEHOr HCTpaXKUBaykor panaa;

® Aajpuceprauujay neaunu yy Y ACJI0OBHMA Huje 6u1a npeioxkena 3a CTHLame Apyre

IMoTnuc ayTopa ZZ)
y Beorpapy, 14.06.2023,110,11”% %/éc (ﬁ(/%g/é/



Hme 1 npesume ayTopa Ana Crajuh
Bpoj unpekca 21/14

CTy,quCKnnporpaM AHanuruka JEeKOBa

Hacsos paga PeTeHnuono u joHH3anHOHO [TOHaIame 01abpanuy

IJIHKONeNnTHAHUX AHTHOHOTUKA 33 HhHXO0BY AHAUTHYKY §
6M0aHaJanm<y CTYyAUjy UHPLC~MS{MS MEeTOo/I0M ca

XeMOMETPHUjcKUM NPUCTYIIOM
MenTop Hpod.ap Mupa 3euepuh

CIIEKTPOHCKOM KaTasory u y nybuMkanujama YHuBepsurera y Beorpany.

IloTnuc ayTopa '
A 0"42}@2&/%

Y Beorpany, 14.06.2023.rousa _HHA
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0Opasay usjase o xopuuhersy MsjaBa 0 kopumhemy

HacJIoRoM:

Perenumono u JoHH3aLMOHO MoHama,e o/labpanux MIMKONENTHAHNX AaHTHOHOTHKA 33 I HXOBY QaHAIMTHYKY K
6H03HEUIHTH‘II{_V cryaujy UHPLC-MS/MS METoZl0M ca xeMoMeTpHjckum npUCTyHOM
Koja je moje ayTOPCKO Jeo.

taM ce oa1yyno/na,
L. AyTopcrso (CC BY)
2. Aytopcrgo - HeKkoMepujanuo (CC BY-N(Q)
@AyTopCTBo ~ HEKOMepuyjaaHo - Ges npepaja (CC BY-NC-ND)
4. Aytopcrso - HeKomMepuujanHuo - geaury MOA uCTHM ycnoBuma (CC BY-NC-SA)
5. AyTopcTBo - Ges pepaja (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO - enuTu MOA McTHM yemoBuMa (CC BY-SA)

(Mosiumo ga 3A0KPY)KUTE CaMo jeZiHY o1 mecT NOHYheHux nunenuy,
Kpatak omuc JIMIEHIH je cacTaBHU J1eo oBe U3jase).

IMornuce ayropa
Usiin
Y Beorpayy, 14.06.2023 roume ) . L@(Zj /



1. Aytopcreo. Jlossosbasare yMHOM@ABabe, JUCTPUOYIH]Y M jaBHO caoNIITaBaibe Jesa, u
fipepajie, ako ce HaBe/le MMe ayToOpa HA HAYUH oapeben of crpane ayTopa WM JaBaona
JIMLEHLE, YaK ¥ y KoMepLujaine cepxe. 0o je HajesoGoanuja o1 cBUX JIULCHIH,

2. AyropcrBo - HeKoMepuujaaHo. /[03Bos/baBaTe YMHOYXaBaibe, OUCTPUOYLHjY U jaBHO
CAOMIITaBaIbe Jlesia, U TIpepajie, ako ce HaBe/je HMe AyTopa Ha Ha4yWH oapebeH ox crpane
dyTopa nin fasaona anrene. OBa JIUIEHIA He J03BOJbABA KOMepLHjasHy ynoTpe6by jea.

3. AytopcrBo - HeKoMepuujaIHo - 6e3 npepaja. JlosBosbaBare  ymHOMaBaIbe,
AUCTPUOYIMjY M jaBHO CcaoNITaBamhe AeJia, 6es npoMeHa, NMpeo6AnKOBAmbA UK ynorpete
AleJ1a y CBOM JeJly, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HayuH ojipehen o/ crpane ayropa WJu
AaBaona simnente. OBa JIHIlEHIA He J03BO/baBa KOMeplHjasHy ynorpeby gena. Y O/IHOCY Ha
CBE OCTaJie JILleHIle, OBOM JIUI[EHI[OM Ce OrpaHHvaBa HajBehu 06uM npasa kopumhema Jlena,

4. AytopcrBo - HEKOMEpUHjaNHO - [AeMTH MOJ MCTHM yciaoBuma. JlossosbapaTte
YMHOXaBabe, JUCTPUOYLH]Y W jaBHO caomIITaBAILe Ale1a, u mpepajie, ako ce HaBeJie HMe
dyTopa Ha HauuH ojipehen o crpane aytopa wiam AlaBaolia JIMIEHLIe U ako ce npepaja
AUCTpubyupa nopu MCTOM WM C/IMYHOM  JmuenyoM. OBa JiHueHna He Jl03B0OJbaBa
KoMepunjanuy ynorpeby fesa u npepaja.

5. AyTopcTBOo - Ges npepaja. /loaBosbaBaTe yMHOMaBaibe, AACTPHOYLHMjY M jaBHO
Caonumragame /lesa, 6e3 MpoMeHa, Peo6JMKOBayA WK ynorpebe jiesia y CBOM JieJty, ako ce
HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ofapeheH o cTpane ayTopa M JAapaoua sauienne. Osa
/IMIEHOA 103B0O/baBa KOMEPIHjaIHY yHIOTpeby jeia.

6. AyTOPCTBO - Ie/IUTH OJ UCTHM ycioBuma. /lo3BosbaBaTe YMHOMKABAbE, MHCTPUBYIH]y
M JaBHO CAOMITaBakbe Je)1a, U mpepajie, ako ce HaBeJie uMe ayTopa Ha Ha4yMH ojpehen o
CTpaHe ayTopa WM JaBaolna JIMLEeHLle U aKo ce npepaja aAucTpubyupa 1o UCTOM MU
CJIMIHOM JiMlleHIoM. OBa JHMIIEHNA 03B0/baBa KoMepuujasny yrnorpeby jena u npepaja.
Cinvna je copTBepCKUM HIEeHIAMa, OJHOCHO JIMLeHI[aMa OTBOPEHOT KoJa.



