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SAZETAK

Cilj ovog rada bio je razviti 1 validirati analiticku metodu za odredivanje aktivnog farmaceutskog
sastojka, elvitegravira te njegovih poznatih oneciS¢enja prema nacelima kvalitete ugradene u

dizajn.

Razvoj analitickih metoda svakako je vazan korak u procesu razvoja i proizvodnji lijekova. On
zauzima klju¢nu ulogu u daljnim proizvodnim procesima kroz sve faze zivotnog ciklusa lijeka.
Stoga je vazno da razvijena analiticka metoda bude pouzdana, precizna, robusna i selektivna.
Princip kvalitete ugradene u dizajn pruza nam brojne benefite nad tradicionalnim pristupom, a
njegovim prihva¢anjem kontinuirano poboljSavamo robusnost proizvodnog procesa, kvalitetu

proizvoda i produktivnost.

U ovom radu, slijede¢i principe kvalitete ugradene u dizajn te koriStenjem programa Fusion
AE™ uspjesno je razvijena i optimirana kromatografska metoda. Razvijena metoda je validirana

¢ime je dokazana njena prikladnost za odredivanje elvitegravira.

Kljuéne rijeti: elvitegravir, UHPLC, kvaliteta ugradena u dizajn, Fusion AE™



ABSTRACT

The aim of this study was to develop and validate an analytical method for the determination of
the active pharmaceutical ingredient, elvitegravir and its known impurities according to the

principles of quality by design.

The development of analytical methods is certainly an important step in the process of drug
development and production. It plays a key role in further production processes through all
stages of the drug life cycle. Therefore, the developed analytical method must be reliable,
accurate, robust and selective. The principle of quality by design provides us with numerous
benefits over the traditional approach and by accepting it, we continuously improve the
robustness of the production process, product quality and productivity.

In this paper, following the principles of quality by design and using the Fusion AE™ software,
the chromatographic method was successfully developed and optimized. The developed method

was validated, which proved its applicability for the determination of elvitegravir.

Keywords: elvitegravir, UHPLC, quality by design, Fusion AE™
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1. Uvod

Kvaliteta ugradena u dizajn u razvoju analitickih metoda postala je vazno podrucje interesa u
proizvodnji farmaceutski aktivnih tvari tijekom proslog desetljec¢a. Glavni cilj kvalitete ugradene
u dizajn je razvoj dobro dizajniranih, razumljivih i kontroliranih procesa za proizvodnju i
ispitivanje farmaceutskih tvari 1 proizvoda. Prvotno predlozeni okvir kvalitete ugradene u dizajn
u razvoju analitickih metoda istaknuo se pruzanjem robusnih i dobro razumljivih analitickih
metoda za ucinkovitu kontrolu procesa s ciljem isporuke Vvisokokvalitetnih i izvrsno
karakteriziranih farmaceutskih proizvoda, uz regulatornu fleksibilnost, kako bi se na
odgovaraju¢i nacin upravljalo analitickim metodama tijekom zivotnog ciklusa proizvoda [1].
Razvoj ovog revolucionarnog koncepta znatno ubrzava proces proizvodnje novih terapeutskih

rjesenja za razne bolesti danasSnjice.

Elvitegravir je inhibitor prijenosa lanca integraze virusa humane imunodeficijencije tipa 1 (HIV-
1) koji se koristi za lije¢enje HIV-1 infekcije kod odraslih osoba s iskustvom u antiretrovirusnom
lije€enju. Budu¢i da je integraza neophodna za replikaciju virusa, inhibicija sprijecava
integraciju HIV-1 DNA u genom domacina i na taj nacin blokira stvaranje HIV-1 provirusa i

rezultirajuce Sirenje virusne infekcije [2].

Primjena elvitegravira, kao lijeka iz antiretrovirusne skupine, usporava napredovanje bolesti te
poboljsava kvalitetu zivota oboljelih od AIDS-a. LijeCenje sprijecava ili smanjuje moguce

.....

infekcije na druge [3].

Primjena razvijenog koncepta kvalitete ugradene u dizajn u razvoju analiti¢kih metoda od velike
je vaznosti za dobivanje brzih, kvalitetnijih 1 selektivnijih metoda koje ¢e kao rezultat dati

izvrsna terapijska rjeSenja te poboljsati kvalitetu zivota ljudi.



2. Opéi dio

2.1. Elvitegravir
Elvitegravir (ELV) je aktivna farmaceutska tvar koja se u kombinaciji s drugim lijekovima
koristi za lije¢enje HIV-1 infekcije. Molekulska formula elvitegravira je C,3H,3CIFNOs, a

njegova molarna masa iznosi 447,883 g mol™ (Slika 1.)

Kombinirana upotreba anti-HIV lijekova kao dio visoko aktivne antiretrovirusne terapije
(HAART) otvorila je novu eru u lijeCenju HIV infekcije. HAART-om je replikacija HIV-a
izuzetno suzbijena te se uspjeSno odrzava smanjenje virusnog optere¢enja kao i smanjenje
smrtnosti. Do danas su u HAART-u naSiroko koristeni inhibitori nukleotidne reverzne
transkriptaze (NRTI), nukleotidni inhibitori reverzne transkriptaze (NNRTI) i proteazni
inhibitori. Medutim, dugotrajna primjena lijekova koji smanjuju replikaciju virusa naZzalost
inducira pojavu inacica rezistentnih na lijekove Sto dovodi do neuspjeha lijeCenja. Kako bi se
nosili s ovim problemom, otkri¢a novih inhibitora reverzne transkriptaze (RT) i proteaze (PR)

kao i razvoj novih terapijskih rjesenja su neophodna.

Elvitegravir je inhibitor HIV-1 integraze. Integracija je prepoznatljiv i bitan proces infekcije
virusom HIV-1. HIV-1 integraza je jedan od tri glavna enzima virusa HIV-1 i neophodan je za
ugradnju provirusne DNA HIV-1 u genomu stanice domacina [4]. Inhibitori integraze ne
sprjecavaju ulazak virusa u stanicu, ve¢ onemogucéuju ugradnju virusnog genoma u genom
stanice domacina te u kombinaciji s drugim lijekovima mogu pridonijeti sprjeCavanju daljnjeg

razvoja bolesti, smanjiti njene simptome, te produziti zivotni vijek bolesnika [5].

Inhibitori integraze nova su skupina antiretrovirusnih lijekova s novim mehanizmom djelovanja i
jedinstvenim profilom otpora. Integraza ima kljuénu ulogu u zivotnom ciklusu HIV-1. Nakon
ulaska virusa i konverzije HIV-1 jednolantane RNA do dvolanéane DNA reverznom
transkriptazom, integraza tvori predintegracijski kompleks te je ugradena u jezgru. Integraza je
stoga ukljuena u pocetne reakcije razbijanja i1 spajanja DNA odgovornih za vezanje

komplementarne DNA za DNA domacina [6].



Slika 1. Prikaz strukture elvitegravira

2.2. Kromatografija
Kromatografija je najceSc¢e koriStena analiticka tehnika u farmaceutskoj analizi. Razumijevanje

parametara koji utjeCu na kromatografsko razlu¢ivanje omogucuje poboljSanje kromatografskih

sustava. Mogucénosti za postizanje visokog razlu¢ivanja kontinuirano rastu.

Kromatografske metode odjeljivanja se primijenjuju u razlié¢tim podru¢jima. Pod pojmom
kromatografskih metoda podrazumijeva se skup kromatografskih postupaka koji omogucuju
odjeljivanje, a potom selektivno i osjetljivo dokazivanje/odredivanje sastavnica u
multikomponentnim uzorcima (smjesama). Tvari koje treba odijeliti podvrgavaju se ponovljenim
razdiobama izmedu dvije faze, nepokretne faze koja moze biti ¢vrsta tvar ili tekuéina i pokretne
faze koja moze biti plin, tekucina ili superkriti¢ni fluid. Kromatografske tehnike odjeljivanja
temelje se na adsorpciji, razdiobi, ionskoj izmjeni ili iskljucenju (razlici fizikalno-kemijskih
svojstava molekule) koje omoguéuju odjeljivanje sastojaka iz smjese te su dane u Tablici 1.
Uzorak koji je otopljen u pokretnoj fazi kre¢e se preko nepokretne faze koja je krutina, tekucina

nanesena na krutinu ili gel u koloni ili na plohi.
Kromatografska analiza ukljucuje:

e separaciju sastojaka ispitivane smjese
e kvalitativnu ili kvantitativnu analizu odvojenih sastojaka.



Tablica 1. Podjela kromatografskih tehnika [7]

Mehanizam Nepokretna faza Pokretna faza Metoda
odjeljivanja
Adsorpcija Krutina Tekuéina LSC
Plin GSC
Razdjeljenje Tekuc¢ina naneSena Tekuc¢ina HPLC, LLC
na ¢vrst nosac Plin GLC
Superkriti¢ni fluid SFC
lonska izmjena Krutina Tekuéina IC
Iskljucenje Krutina Tekucina SEC

Kromatografski postupak moze se provoditi na koloni (stupcu) ili na ravnoj plohi (papir ili tanki
sloj). Kolonski kromatografski postupci najcesc¢e se koriste u svrhu kvantitativne analize ili u
preparativne svrhe. Primjeri kolonskih kromatografskih postupaka su tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid chromatography, HPLC), plinska
kromatografija (eng. gas chromatography, GC), kromatografija superkritiénim fluidom (eng.
supercritical fluid chromatography, SFC), ionska kromatografija IC (eng. ionic cromatography)
te kromatografija isklju¢enjem po veli¢ini SEC (eng. size-exclusion cromatography). Zapis
analitickog signala u funkciji vremena zove se kromatogram, na kojem je prikaz kromatografskih

krivulja (eng. peak) ili pikova pojedinih sastavnica.

Razdvajanje spojeva iz smjese vrsi se na temelju njihove razli¢ite raspodjele izmedu dviju faza -
nepokretne i pokretne. Nepokretna faza nalazi se u koloni u obliku ¢estica izmedu kojih prolazi

pokretna faza.

Razdvajanje spojeva ovisi 0 vrsti interakcija izmedu pojedinog spoja i nepokretne, odnosno,
pokretne faze. Ako spoj stvara povoljnije interakcije s nepokretnom nego s pokrethom fazom,
dulje ¢e se zadrzati vezan na koloni, tj. imat ¢e dulje vrijeme zadrzavanja. Spojevi koji su zbog

svojih fizikalnih svojstava dobro topivi u pokretnoj fazi imaju kratko vrijeme zadrzavanja.

U kromatografiji normalne faze nepokretna faza je polarna, a pokretna faza nepolarna.
Nepokretna faza moze biti silikagel ili aluminijev oksid, s vezanim hidroksilnim skupinama koje
stvaraju polarne interakcije sa spojevima u smjesi. Kao pokretna faza obi¢no se koristi jako

nepolarno otapalo, poput heksana. Ovaj nacin razdvajanja dobar je izbor za lipofilne molekule



koje nisu topive u vodenim otopinama. Kao §to joj i samo ime govori, kromatografija reverzne
faze koristi obrnuti princip od kromatografije normalne faze, $to zna¢i da je nepokretna faza
nepolarna, a pokretna faza polarna. Ovaj nalin razdvajanja prvi je izbor za odjeljivanje
neioniziranih i neutralnih molekula topivih u vodi. Ovdje su na silanolne skupine Cestica
silikagela u nepokretnoj fazi kemijski vezani alkilni lanci, najces¢e oktadecilalkil (C18) ili manje
lipofilni oktilalkil (C8). Slobodne silanolne skupine 2 mogu stvarati interakcije sa spojevima,
produzujuéi time njihovo vrijeme zadrzavanja, a rezultat su nesimetri¢ni pikovi. Pokretna faza
obi¢no je na bazi vode, s dodanim slabim organskim otapalom koje se moze mijesati s vodom,

poput acetonitrila ili metanola.

Prilikom razvoja metode postoji niz kromatografskih znacajki koje je potrebno optimirati kako bi
se postigla Zeljena djelotvornost 1 preciznost. Sastavni dio svake metode je ispitivanje
prikladnosti sustava kako bi se osiguralo da je kromatografski sustav prikladan za odredenu
namjenu. Znacajke koje mogu utjecati na kromatografsko odjeljivanje su sljedece: sastav, ionska
jakost, temperatura i pH pokretne faze; protok pokretne faze; dimenzija kolone, temperatura
kolone i tlak; karakteristike nepokretne faze koje uklju¢uju tip kromatografskog nosaca, veli¢inu
Cestica, poroznost i specifiénu povrsinu, povrSinske modifikacije nepokretne faze i stupanj

kemijske modifikacije [7].

2.2.1. Parametri kromatografske separacije
Prilikom razvoja kromatografske metode postoji niz parametara koje je potrebno optimirati kako

bi metoda pa samim time i sama analiza bila $to uspjeSnija. Neki od vaznijih faktora kod razvoja
metode su njena pouzdanost, cijena te vrijeme trajanja analize. U nastavku su dana tri najvaznija

parametra 0 kojima ovisi razvoj svake uspjesne metode [7].

2.2.1.1. Razludivanje kromatografskih pikova (Rs)
Predstavlja kvantitativnu mjeru djelotvornosti separacije dviju kromatografskih krivulja

(pikova). Definiramo je kao razliku u vremenu zadrzavanja izmedu dva vrha, podijeljenu sa

zbrojem S$irina pikova.

Sto je faktor razluGivanja veéi, separacija je uspjesnija. U pravilu veéi faktor razluéivanja
uzrokuje produzeno vrijeme analize. Stoga je vazno naci optimum izmedu potpunosti separacije i
potrebnog vremena. NajceS¢e se kao najmanji prihvatljivi iznos faktora razlu¢ivanja uzima 1.5

kod kojeg dolina izmedu dva pika dodiruje baznu liniju (Slika 2.).
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Slika 2. Razlucivanje i separacija pikova

U vedini slucajeva ipak se uzima minimalna vrijednost faktora razlucivanja izmedu 1.75 do 2

kako bi se uklonila eventualna pogorSanja u razdvajanju.

Jednadzba za raCunanje faktora razlucivanja je

RS _ Z(tZ_tl) (1)

T (wi-wy)

gdje su t; i t, vremena zadrzavanja pikova koje promatramo, a wy i w, Sirine pikova mjerene na

baznoj liniji izmedu tangenata povucenih s obje strane pika [7].

2.2.1.2. Faktor asimetrije (As) [8]
U stvarnom svijetu prakticne kromatografije, potpuno simetri¢ni pikovi veoma su rijetki. Puno

¢esce se susrecemo s pikovima koji pokazuju odredeni stupanj asimetrije, prikazano na Slici 3.
simetri¢nost pika izrazavamo faktorom asimetrije (As). Faktor asimetrije iznosa 1.0 ukazuje na
potpuno simetriju, iako je 1 potpuno prihvatljiv i onaj u iznosu 1£0.5, ali najceS¢e ne uvijek

dostizan.
NajkoriSteniji na¢in ra¢unanja faktora asimetrije je onaj prema americkoj farmakopeji te je dan
b
As = 2 2)
Parametri a i b su vr$ne polovi¢ne Sirine pika, na 10 % njegove visine.

Uzroci loSe simetrije mogu biti: stavljanje previSe uzorka na kolonu, razgradnja uzorka, jaka
adsporpcija analita na aktivni dio nepokretne faze, loSe ,,uhvacen™ analit prilikom unosa na

kolonu ili prevelik mrtvi volumen u kromatografskom sustavu.



Slika 3. Prikaz asimetrije pikova [8]

Faktor asimetrije takoder direktno utjeGe na razlucivanje. Pove¢anjem faktora asimetrije na
vrijednosti veée od 1.5 znacajno se ugrozava razlucivanje koja se time smanjuje. Ovaj problem
mozemo minimizirati koriStenjem novijih vrsta punila (Type B Silica ) ili dodatkom aditiva

pokretnoj fazi. Ipak, rijetko je moguce eliminirati ovu pojavu u potpunosti.

2.2.1.3.Broj teorijskih odsjecaka
Mjera ucinkovitosti kolone jest broj teorijskih odsjecaka. Teorijski odsjecak je podrucje u

kromatografskom sustavu gdje se uspostavlja ravnoteza raspodjele komponente izmedu pokretne
I nepokretne faze. Kvaliteta razdvajanja komponenata na koloni ovisi o uéestalosti uspostavljanja
ravnotezne raspodjele izmedu pokretne 1 nepokretne faze, dok pokretna faza nosi sastojak kroz
kolonu. Budu¢i da u realnom kromatografskom sustavu nema odijeljenih podruc¢ja gdje bi se

uspostavljala ravnoteza, teorijski odsjecak je hipotetska velicina.

Separacija uzorka je tim ucinkovitija $to kolona ima vise teorijskih odsjecaka (Slika 4.), a broj

odsjecaka se povecava smanjenjem Cestica samog punila.

Broj teorijskih odsjecaka ra¢unamo prema formuli:

__L _ try2 tr\2
N 16(Wb) = 5,545(Wh) 3)

~ HETP

HETP je visina teorijskog odjecka, t; je vrijeme zadrzavanja, W, je Sirina pika na polovici

njegove visine, dok je wy Sirina pika na njegovoj osnovici.

Poveéanjem broja teorijskih odsjecaka, a samim time i efikasnosti kolone, krivulje eluiranja

postaju uze, a brzina eluiranja se povecéava Sto direktno smanjuje vrijeme analize [9].



N = 1000
T N= 100

Slika 4. Prikaz utjecaja broja teorijskih odsje¢aka na izgled pika

2.2.2. Robusnost
Robusnost je podloZnost analiticke metode na promjene uvjeta ispitivanja u odnosu na razli¢itost

vrste uzoraka, analita, uvjete pohrane, uvjete okoliSa 1/ili uvjeta pripreme uzorka pod kojima se
metoda moze primjenjivati onakva kakva jest ili uz utvrdene manje izmjene. Na sve uvjete koji
bi u praksi mogli biti podlozni promjenama, a mogu utjecati na rezultat analize (npr. stabilnost

reagensa, sastav uzorka, pH, temperatura) treba ukazati.

Test robusnosti provodi se s ciljem provjere pouzdanosti metode na promjenu razli¢itih
parametara. Prva faza provodenja testa robusnosti ukljucuje koje parametre je potrebno testirati.

Parametre mozemo podijeliti u dvije skupine:

e operativni parametri (analiticki/operativni postupak)
e okolisni parametri (uvjeti okolisa)

Testiranje robusnosti iznimno je pozeljno (Tablica 2.) budu¢i da daje naznaku srednje
preciznosti 1 ponovljivosti koja se moze o¢ekivati od metode, jer se procjenjuje njena sposobnost
da podnese promjene koje se susrecu u razli¢itim laboratorijima. Omogucéuje postavljanje
ogranienja za sve parametre metode te ako su vrlo uski, u protokolu se podvlace dopustena

ogranicenja [10].



Tablica 2. Prikaz potrebnih kriterija za razvoj pouzdane metode

Parametri kromatografske metode Kriterij
Faktor razluc¢ivanja R>2
Faktor simetrije A<1.5
Broj teorijskih tavana Sto veéi
Robusnost test robusnosti

2.3. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti
Tekuc¢inska  kromatografija  visoke djelotvornosti  (engl.  high-performance  liquid

chromatography, HPLC) metoda je koja se koristi u analiticke i preparativne svrhe. Kao i ostale
kromatografske metode, temelji se na razdvajanju komponenata smjese kako bi se trazeni analit
mogao detektirati. U odnosu na klasi¢nu tekuéinsku kromatografiju, u metodi HPLC pokretna
faza protjeCe kroz kolonu pod visokim tlakom, ¢ime je skraceno trajanje metode i znatno

poboljsano razdvajanje komponenata smjese [11].

2.3.1. Uredaj za tekudinsku kromatografiju visoke djelotvornosti
Instrumenti za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (Slika 5.) pokazali su se kao

jedan od najkorisnijih alata za podru¢ja kao $to su prirodne znanosti, farmaceutska industrija,

petrokemija, analiza okoli$a i jo§ mnogo toga.

Glavni dijelovi uredaja za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti su: spremnik za
pokretnu fazu, pumpa, sustav za unosenje uzorka, kolona, detektor, spremnik za otpad i uredaj za

zapis [11].
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Slika 5. Shematski prikaz teku¢inskog kromatografa [12]

Razlikujemo nekoliko vrsta detektora. UV/Vis detektor moze snimati jednu odabranu valnu
duljinu ili vise njih, odnosno cijeli spektar od 190-800 nm. Takav UV detektor se satoji od niza
dioda (engl. diode array detector, DAD) te istovremeno pokriva Siroko UV/Vis podru¢je valnih
duljina s razlu¢ivanjem od 1 nm. Primjenjuje se za analizu uzoraka u kojima spojevi imaju veliku
razliku u apsorbanciji ili kod uzoraka kod kojih se kromatografske krivulje preklapaju ali spojevi
imaju razlic¢iti UV spektar, stoga sluzi 1 za identifikaciju prema UV spektru. Elektrokemijski
detektor mjeri struju koja tece izmedu radne i pomoc¢ne elektrode, a struja nastaje zbog toga Sto
odijeljeni analiti oksidiraju ili reduciraju promjenom potencijala izmedu radne 1 referentne
elektrode. Detektor indeksa loma mjeri promjene u indeksu loma pokretne faze prolaskom
analita. Fluorescencijski detektor mijeri fluorescencijsku emisiju nakon pobudivanja analita
odredenom valnom duljinom. Za strukturnu karakterizaciju onecis¢enja Cesto se koristi spregnuta
tehnika tekuéinske kromatografije sa spektrometrom masa (engl. liquid chromatography - mass

spectrometry, LC-MS) kada se analit detektira detektorom masa [13].

2.4. Kyvaliteta ugradena u dizajn
Kvaliteta ugradena u dizajn (eng. Quality by Design, QbD) sustavni je pristup razvoju lijekova

koji zapocinje s unaprijed definiranim ciljevima koriste¢i se znanstvenim c¢injenicama i
primijenjujuc¢i postupke upravljanja rizicima kako bismo stekli bolje razumijevanje i kontrolu

procesa. Princip QbD-ija razvija se u razli¢itim granama farmaceutske industrije. To ukljucuje
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primjenu kod razvoja procesa malih molekula, ukljucujuéi sintezu aktivne farmaceutske

komponente (eng. active pharmaceutical ingredient, API).

Mogu se uvesti dva kljuéna pojma koja pomazu u provedbi i razumijevanju QbD-ija. Prvi
koncept je ,,prostor dizajna“ koji definiramo kao visedimenzionalnu kombinaciju atributa i/ili
parametara koji ukazuju na osiguranje kvalitete. Prostor dizajna kod farmaceutskog postupka
proizvodnje lijekova uglavnom ukljucuje ulazni materijal, procesnu jedinicu te izlazni produkt.
Izmijenjena definicije prostora dizajna predlozena je za analitiCke metode, pri ¢emu prostor
dizajna ukljucuje bilo koju kombinaciju ulaznih varijabli koja osigurava kvalitetu podataka
dobivenih odredenom metodom. Sljedeéi vazan koncept je strategija upravljanja. Svrha strategije
upravljanja je osigurati konacnu kvalitetu proizvoda. Strategija upravljanja dobiva se

razumijevanjem procesa dobivenog oblikovanjem prostora dizajna [14].

Farmaceutska industrija trenutno prihvaéa QbD koncept kako bi poboljsala robusnost
proizvodnog procesa te kontinuirano poboljsala kvalitetu proizvoda i produktivnost. Potencijalne

dobrobiti usvajanja ovog koncepta ukljucuju:

e omogucavanje kontinuiranog poboljSanja i tehnoloske inovacije,
e Uucinkovitije koriStenje industrijskih i regulatornih resursa,

e poboljsana robusnost metode kroz zivotni ciklus proizvoda i

¢ Dbolje razumijevanje i poboljSanje analiti¢kih metode

Principi QbD-ija mogu biti koriSteni tijekom razvoja metode i njene validacije kako bi se
osigurao ispravan izbor analitiCko-mjerne tehnoike te udovoljilo predvidenim zahtjevima
izvedbe. Tradicionalni pristup razvoju metode, s druge strane, prili¢no je nesiguran zbog visokog
stupnja varijabilnosti uklju¢enog u svaku fazu [15]. Usporede tradicionalnog i QbD pristupa

razvoju metode prikazana je u Tablici 3.
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Tablica 3. Komparativni prikaz tradicionalnog i QbD pristupa razvoju metode

Tradicionalni pristup

QbD pristup

Optimalni uvjeti pronalaze se metodom
pokusSaja 1 pogreske

Zapocinje s unaprijed definiranim ciljem

Izvodenje metode ocjenjuje se tijekom | Fokus na izvedbi je tijekom uspostavljanja
validacije ATP-a (eng. analytical target profile )
Ograni¢eno razumijevanje analiti¢kih | Sustavna evaluacija pojedinih varijabli i
varijabli njihovih interakcija

Kvaliteta metode temelji se na rezultatima
validaciji

Kvalifikacija izvedbe metode je osiguranje
njene kvalitete

Fleksibilnost za novih

poboljsanja

Nema prostora za daljnje poboljsanje implementaciju

QbD ima 4 klju¢ne komponente [15]:

1. Definiranje dizajna proizvoda

U ovom koraku odreduje se cilj metode i identificiraju se svi kriti¢ni parametri metode.

2. Procjena rizika

Ispituju se viSedimenzijske kombinacije 1 interakcije atributa 1 procesnih parametara kako bi se
osigurala kvaliteta. Kriticne varijable u metodi se identificiraju tako da se odrede granice do

kojih varijacije u metodi mogu utjecati na kvalitetu metode.

3. Dizajn eksperimenta

Razumijevanje procesa na temelju poznatih varijabli. Ukljucuje provedbu eksperimenta,

dokumentiranje i analizu dobivenih podataka.

4. Strateqgija kontrole

Omogucuje cjeloviti pregled o tome kako je osigurana kvaliteta proizvoda (Slika 6). Za
farmaceutsku industriju, sigurnost pacijenta i osiguranje kvalitete proizvoda imaju primarnu
vaznost, a ti ciljevi se postizu QbD pristupom. Druge prednosti QbD-ija Su znanstveno
razumijevanje procesa u farmaceutskoj industriji i metoda, procjena rizika temeljena na

znanstvenim ¢injenicama, definirani kriticni parametri kvalitete 1 analizirani njihovi ucinci na
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kona¢nu kvalitetu proizvoda. Takoder, poboljSana je robusnost metoda 1 procesa, a financijske

dobrobiti u poslovanju djeluju kao pokretac¢ka snaga u implementaciji QbD pristupa [16].

¥ Dtjeca) analize na sigumost/ovalitety profzvoda

te Ciljana upotreba metode | rarmatranis kodsaika

(Sovieka, inatr ta, Laboratorije) cm metode
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Slika 6. Shematski prikaz strategije razvoja metode [16]

Principe QbD-ija moguce je primijeniti na razvoj analitiCkih metoda. Ovaj pristup moze dovesti

do boljih analitickih metoda te pozitivno utjecati na Sire aspekte razvoja QbD-ija.

U svijetlu raznolikosti analitickih metoda koje mogu imati dobrobiti od ovog koncepta, potreban
je strukturirani pristup razvoju analiticke metode. Strukturirani koraci pocinju definiranjem cilja
metode te prikupljanjem osnovnih podataka, zatim sustavano istrazivanje i procjena alternativnih
metoda, odabir obecavajuce metode koja odgovara definiranom cilju, procjena rizika za metodu
uz odgovarajuce alate te u konacnici, razvoj strategije upravljanja kako bi se osigurala izvedba

metode [17].

Razvoj farmaceutskog proizvoda primjenom QbD koncepta zapo€inje razumijevanjem i

definiranjem ciljnog profila kvalitete proizvoda (engl. quality target product profile, QTPP).
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Ciljni profil kvalitete proizvoda je skup znacajki koje treba posti¢i da bi se osigurala Zeljena
kvaliteta, sigurnost i ucinkovitost lijeka, uzimajuci u obzir nain primjene lijeka, farmaceutski
oblik lijeka, bioraspolozivost, jakost, stabilnost i pakiranje. Nakon S$to je ciljni profil kakvoce
proizvoda definiran, potrebno je definirati kriti¢na svojstva kvalitete proizvoda (engl. critical
quality attributes, CQAs). Identificiranje potencijalnih kriti¢nih svojstava kvalitete je potrebno
kako bi se znacajke proizvoda koje imaju utjecaj na kvalitetu proizvoda mogle istraziti i
kontrolirati. Potencijalna kriticna svojstva kvalitete definirana iz ciljnog profila kvalitete
proizvoda i/ili na temelju prethodnog iskustva koriste se u usmjeravanju razvoja proizvoda i

proizvodnog postupka.

Upravljanje rizicima u kvaliteti moZe posluziti za postavljanje liste prioriteta potencijalnih
kriti¢nih svojstava kvalitete. Nakon $to su definirana kriticna svojstva kvalitete, moze se zapoceti
s odabirom proizvodnog postupka koji ¢e ih zadovoljiti. Kritine procesne znacajke (engl.
critical process parameters, CPP) su znacajke procesa ¢ija promjenjivost ima utjecaj na kriticna
svojstva kvalitete te ih stoga treba pratiti i nadzirati kako bi se osiguralo da proces daje proizvod
zeljene kvalitete. Sljedeci element u razvoju prema QbD konceptu je procjena rizika, odnosno
povezivanje svojstava polaznih materijala i procesnih znacajki s kriticnim svojstvima kvalitete
gotovog lijeka. Procjena rizika je dragocjen, znanstveno utemeljen, sustavni postupak koji se
koristi za upravljanje rizicima u kvaliteti, a pomaze u identificiranju svojstava materijala i
procesnih znacajki koje potencijalno utje€u na kriti€na svojstva kvalitete proizvoda. Procjena
rizika se, u pravilu, provodi u ranoj fazi farmaceutskog razvoja, te se ponavlja kada se sakupi
viSe informacija 1 iskustva. Za identifikaciju 1 odredivanje vaznosti svojstava koja imaju utjecaj
na kvalitetu proizvoda mogu posluZiti alati za procjenu rizika. Pocetni popis mogucih znacajki
temeljen je na prethodno steCenom iskustvu i po€etnim eksperimentalnim podacima i moze biti
prili¢no opseZan, a mozZe se mijenjati i rangirati na temelju daljnjih istraZivanja. Popis se moze
dalje doraditi eksperimentima koji utvrduju utjecaj pojedinih varijabli 1 potencijalnih interakcija.
Kada su definirane vaZzne znacajke njihov utjecaj se dalje istrazuje, primjerice kombinacijom
eksperimentalnog dizajna, matematickih modela ili studija koje dovode do razumijevanja

mehanizma interakcija, kako bi se postiglo bolje razumijevanje procesa.

Za procjenu utjecaja viSe rangiranih varijabli najceS¢e se koristi eksperimentalni dizajn koji je

strukturirano organizirana metoda za odredivanje odnosa izmedu svojstava koji utjeCu na proces
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i rezultata tog procesa. Takoder je poznat i kao dizajn eksperimenata (engl. design of
experiments, DOE). Odnos izmedu ulaznih ¢imbenika procesa (svojstava materijala i znacajki
procesa) i kriti¢nih svojstava kvalitete proizvoda moze se prikazati prostorom dizajna (engl.
design space). Prostor dizajna predstavlja visSedimenzionalnu kombinaciju i interakciju varijabli
(npr. svojstva materijala) i procesnih znacajki za koje je pokazano da dosljedno osiguravaju
kvalitetu proizvoda. Prostor dizajna moze se definirati za pojedinu operaciju proizvodnog
procesa ili se moze definirati jedinstveni prostor dizajna koji se proteze kroz cijeli proizvodni
postupak. Rad unutar prostora dizajna ne smatra se promjenom. Rad izvan prostora dizajna
smatra se promjenom i zahtjeva prijavu izmjene regulatornoj agenciji. Prostor dizajna predlaze
podnositelj zahtjeva i on podlijeze regulatornoj ocjeni i odobrenju. Nakon uspostavljanja
prostora dizajna slijedi definiranje strategije kontrole. Strategija kontrole mora biti definirana na
nacin da osigurava dosljednu proizvodnju proizvoda zadane kvalitete. Kontrolu treba definirati
na temelju proizvoda, razumijevanja formulacije i procesa 1 ona minimalno treba ukljucivati
kontrolu kriti¢nih procesnih znac€ajki 1 svojstava materijala. Zadnji korak je upravljanje Zivotnim
ciklusom lijeka i kontinuirano poboljSanje. Moze se pratiti u¢inkovitost procesa kako bi se
osiguralo da proces dosljedno osigurava kvalitetni proizvod kako je i predvideno prostorom
dizajna. Ucinkovitost procesa proizvodnje moze se pratiti trend analizom, a za prostore dizajna
koji su definirani pomo¢u matematickih modela moZe biti korisna periodi¢na provjera kako bi se
osigurala u¢inkovitost modela. Smjernica predlaZe 1 alternativni pristup validaciji procesa kroz

proces kontinuirane verifikacije kojim se proizvodni proces kontinuirano prati i ocjenjuje [15].

2.5. Kvaliteta ugradena u dizajn u razvoju analiti¢kih metoda
Analiti¢ke metode su medu najkriti¢nijim procesima u razvoju i proizvodnji lijekova. One igraju

klju¢nu ulogu u drugim proizvodnim procesima kroz sve faze Zivotnog ciklusa lijeka. Nuzno je

stoga da analiticka metoda bude to¢na, precizna i pouzdana.

Dosadasnji razvoj analitickih metoda tekucinske kromatografije uglavnom se temeljio na
tradicionalnom pristupu ispitivanja kvalitete metode nakon razvoja i na nacelu pokusa i pogreske
mijenjanjem jednog faktora u vremenu (engl. one factor at time, OFAT) sve dok se ne bi postiglo
najbolje razluc¢ivanje pikova [14]. Ovakvim pristupom se mogu razviti odgovarajué¢e metode, no

njegovi nedostatci su nedovoljno istrazena kombinacija svih znacajki koji mogu utjecati na

15



kromatografsko razdvajanje, ograni¢eno razumijevanje sposobnosti metode, i nemogucnost
upravljanja rizicima u kvaliteti. Dakle, to moze biti vrlo dugotrajno, posebno kada se ispituju
manje relevantni radni parametri metode sa zanemarivim uéinkom na razdvajanje. Uz to,
interakcije izmedu parametara, koje se mogu pokazati vaznima, rijetko se uzimaju u obzir za
proucavanje. Stoga, razvoj OFAT pristupom cesto dovodi do neoptimizirane metode s
nedovoljnim razumjevanjem ucinaka viSeparametarske interakcije, Sto u konacnici rezultira

radnim svojstvima nerobusne metode.

QbD koncept predstavlja sustavni i znanstveni pristup razvoju metoda HPLC (Slika 7.)
omogucujuci ranije razumijevanje i identifikaciju varijabli koje utjeCu na izvedbene znacajke
metode. QbD omoguéuje istovremeno optimiranje procesa razdvajanja i robusnosti metode te
implementaciju strategije kontrole koja se temelji na boljem razumijevanju metode. U kontekstu
tekuc¢inske kromatografije, QbD koncept omogucuje simultano optimiranje procesa razdvajanja i

robusnosti metode kroz cijelu eksperimentalnu domenu.

Definiranje
profila

namjene
metode, ATP

Upravljanje
Sivotnim
ciklusom
metode

Slika 7. QbD tijek razvoja analitickih metoda (modificirano prema[18])

QbD koncept primijenjen u zivotnom ciklusu analitickih metoda naziva se analiticka kvaliteta

utemeljena kroz dizajn (engl. Analytical Quality by Design, AQbD). AQbD omogucuje razvoj
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robusnih i jeftinih analitickih metoda koje ¢e se primjenjivati tijekom cijelog Zivotnog ciklusa
lijeka 1 regulatornu fleksibilnost kroz definirani prostor dizajna, odnosno radno podrucje dizajna
metode. S druge strane, AQbD se odnosi na primjenu analitickih metoda u QbD razvoju lijekova.
Kako je navedeno u ICH smijernici za farmaceutski sustav kvalitete [10] analiticke metode su
klju¢ni dio strategije kontrole pa primjena AQbD koncepta u proizvodnim postupcima osigurava
da ¢e unaprijed definirani zahtjevi za ucinkovitost i1 kvalitetu proizvoda biti zadovoljeni. Uloga
analitickih metoda u razvoju lijekova je vazna kako bi se razumjele medusobne interakcije
komponenata lijeka, za mjerenje kriticnih svojstava kvalitete tijekom pokusa, proizvodnog
procesa i kontrole te za kontinuiranu provjeru valjanosti kako bi se pratili trendovi u kvaliteti
proizvoda. S obzirom da razvoj lijeka i njegova proizvodnja ovise o analitickim metodama, osim
primjene tradicionalno razvijenih analitickih metoda u QbD razvoju lijekova povecava se
potreba za strogim i sustavnim razvojem analitickih metoda Sto dovodi do primjene QbD
koncepta 1 u razvoju samih metoda. AQbD svojom metodologijom slijedi postoje¢i proces
razvoja analiti¢kih metoda uz provodenje nekih dodatnih koraka u razvoju i koristenjem dodatnih
alata. Ti alati omogucuju bolju procjenu dobivenih podataka i olakSavaju odabir kontrola koje je
potrebno postaviti da bi metoda bila uéinkovita. Primjena QbD nacela u razvoju metoda je
usmjerena na koncept ugradnje kvalitete u metodu tijekom njenog razvoja, za razliku od

ispitivanja kvalitete metode nakon razvoja [16].

2.5.1. Teorijska pozadina AQbD-ija
Prvi korak u AQbD jest unaprijed definirati zahtjev za metodom nazvan analiticki ciljni profil

(eng. analytical target profile, ATP). ATP je skup ciljeva analiticke metode koji definiraju §to ¢e
se mjeriti te kriterije ucinka. Potrebno ga je definirati prije pocetka razvoja metode. Nakon §to
ga odobre regulatorna tijela, ATP omogucuje vece kontinuirano poboljSanje metode
podrzavajuc¢i regulatornu fleksibilnost i treba ga razmotriti u svim fazama Zivotnog ciklusa

analitickog postupka.

Nakon $to je cilj analiticke metode definiran, potrebno je odabrati analiticku tehniku koja ¢e
ispuniti njegove zahtjeve. Postoje mnoge tehnike s odredenim principima rada, medutim, HPLC
se smatra najrelevantnijim. Ima veliki broj radnih varijabli, te je sposobna pruziti precizne i to¢ne

rezultate ako je optimirana na odgovarajuci nacin i predvidenu svrhu.
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Sljede¢i korak je odabir kriticnih atributa metode, (eng. critical material attributes, CMA),
odgovori izmjereni kako bi se kontrolirala izvedba metode. Budu¢i da CMA predstavljaju snaznu
vezu izmedu predvidene svrhe metode i kriterija izvedbe prema ATP-u, mogu se tretirati kao
specifikacije metode. CMA ovise o analiti¢koj tehnici, principu rada i namjeni metode. Obi¢no

su povezane sa selektivnos¢u, preciznos$cu, osjetljivoscéu i to¢nos¢u metode.

Za HPLC metodu identifikacije oneCiS¢enja, pri ¢emu se ocjenjuje kvaliteta razdvajanja,
uobicajeni kljucni CMA je razlucivanje. S druge strane, prilikom odredivanja sadrzaja HPLC
metodom, toCan rezultat cesto ovisi o obliku pika, pozivajuéi se na faktor asimetri¢nosti te broj
teorijskih tavana kao dva vazna CMA. Ovisno o odabranoj analiti¢koj tehnici, mnogi razliciti
parametri mogu biti ukljuceni u izvedbu metode ¢ija varijabilnost moze imati znacajan utjecaj na
odabrane CMA-ove. U slu¢aju HPLC-a, razvoj metode moze biti popriliéno izazovan, buduci da
postoji nekoliko takvih parametara ukljucujuéi pH i koncentraciju pokretne faze, vrstu organskog
otapala, temperaturu kolone, vremenski gradijent itd. AnalitiCar, stoga mora uloZiti napor i
znanje u ranu kriticnu procjenu parametara metode kako bi se identificirali parametri visokog
rizika, odnosno one koje predstavljaju potencijalni rizik za metodu. Sve ove smjernice dale su
poticaj znanstvenoj zajednici da istrazi AQbD (Slika 8.). Procjena rizika moZe se provesti
pomocu nekoliko alata. Jedan od najkoristenijih alata za procjenu je dijagram 'riblje kosti' ili
Ishikawin dijagram koji identificira potencijalne ¢imbenike i rasporeduje rizike povezane s

faktorima u kategorije povezane s instrumentima, materijalima, metodama, mjerenjima,

laboratorijskom okolinom i ljudskim ¢imbenicima [19].

4 Q POBOLJSANA A ||

QbD STRATEGIJA AQbD
UPRAVLJENJA

Sto kontroliramo? Kako kontroliramo?

Slika 8. Utjecaj AQbD principa na poboljsanje razvoja metode [20]
18



Razvoj analiti¢ke metode obi¢no se provodi u dvije faze. U prvoj fazi provodi se odabir kolona s
najboljom selektivnosti. Druga faza ukljucuje provodenje eksperimenata s ostalim
instrumentalnim parametrima za koje se smatra da utjecu na razdvajanja sastavnica. Zajednicki
cilj obje faze je pronaci najbolje postavke koje osiguravaju optimalne kromatografske rezultate.
U tradicionalnom pristupu razvoju metode pojedinac¢no su se mijenjali pojedini parametri, a svi
ostali su bili konstantni. Nedostatak tog pristupa je Sto se parametri koji najvise utjeCu na
djelotvornost kromatografije (npr. kolona, pH, pokretna faza) teze i sporije prilagode. Noviji
uredaji omogucuju lakSe variranje tih parametara jer istodobno mogu koristiti viSe kolona i
kanala za pokretne faze. U AQbD pristupu varira se kombinacija razlicitih parametara kroz niz
eksperimenata pomoc¢u kojih se opsezno ispituje podruéje eksperimenta. Dobiveni podaci
statisticki se obraduju, no Cesto dolazi do gubitka podataka u klju¢nim kromatogafskim
parametrima zbog velikih promjena u pikovima i zajednickog eluiranja sastavnica uzorka. Zbog

toga se odabir najboljeg kromatograma ¢esto svodio na vizualan pregled [21].

25.2. Fusion AE™

Fusion AE ™

je prva automatizirana programska platforma koja sluZi za razvoj i optimizaciju
analiticke metode. Ona integrira u¢inkovita eksperimentalna pomagala u jednu automatiziranu

okolinu. Fusion AE ™ sadrzi pet radnih okolina:

e Dizajn eksperimenta

e Unos i analiza podataka
e Graficki odziv

e Optimizacija

e Izvjestaj

Postupak se sastoji od dvije faze. U prvoj fazi odabire se i identificira najprikladnija kolona,
pokretna faza, pH te se aproksimiraju eksperimentalni uvjeti. U drugoj fazi, fazi optimizacije,
koristi se odabrana kolona i pokretna faza s finijom varijacijom gradijenta, temperature kolone i
protoka [22].
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2.6. Validacija analiticke metode
Validacija metode jedna je od medunarodno priznatih oblika osiguranja kvalitete u analitickoj

kemiji. Pouzdana analitiCka metoda nuZzna je kako bi bila uskladena s nacionalnim i
medunarodnim regulatornim propisima u svim podrucjima analize. Sukladno tome,
medunarodno je priznato da laboratorij mora poduzeti odgovaraju¢e mjere kako bi se osiguralo

da pruza rezultate prikladne kvalitete.
Stoga, validacija analiti¢kih postupaka usmjerena je na Cetiri naj¢esca tipa testova, a to su:

e ldentifikacijski testovi

e Kvantitativni testovi za odredivanje sadrzaja oneciséenja

e Granic¢ni testovi za kontrolu onecis¢enja

e Kvantitativni testovi u uzorcima aktivnog farmaceutskog sastojka ili kona¢nog produkta
ili neke druge odabrane komponente u sastavu lijeka

Identifikacijski testovi namijenjeni su osiguranju ispravne identifikacije analita u uzorku.
Najces¢e se postize usporedbom svojstava uzorka (kemijska reaktivnost, spektar,

kromatografsko ponasanje i sl.) s referentnim standardom.

Testovi oneciS¢enja mogu biti kvantitativni testovi ili grani¢ni testovi za oneciS¢enje u uzorku.

Oba testa precizno odreduju ¢istocu uzoraka.

Odredivanje sadrZaja namijenjeno je odredivanju koli¢ine analita u danom uzorku. SadrZaj

predstavlja kvantitativnu mjeru glavnih komponenti uzorka [22].

Izvedbene karakteristike koje se ispituju tijekom validacije metode su:

e Specificnost/selektivnost

e Linearnost

e Tocnost

e Preciznost (ponovljivost i intermedijarna preciznost)
e Granica detekcije

e Granica kvantifikacije

e Mjerno podrucje
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2.6.1. Specificnost/selektivnost

Specificnost je sposobnost nedvosmislene procjene analita u prisutnosti komponente za koju se
moze ocekivati da ¢e biti prisutna. To obi¢no ukljucuje oneciscenja, degradacijske produkte,
matricu itd. Specificna metoda je ona koja je odgovorna samo za supstancu koja nas zanima, tj.
imamo moguénost nedvosmislenog odredivanja analita u sloZzenoj matrici uzorka, dok je
selektivna metoda ona kojom identificiramo traZeni analit nakon prethodnog uklanjanja

interferencija [24].

2.6.2. Tocnost i preciznost
Tocnost analitickog postupka odrazava stupanj podudaranja izmedu prihvacene referentne

vrijednosti i srednje vrijednosti koja je dobivena odredenim analitickim postupkom. Tocnost,
stoga, opisuje koliko je rezultat blizak stvarnoj vrijednosti. Preciznost analitickog postupka
izrazava bliskost slaganja izmedu niza mjerenja dobivenih analizom viSe homogenih uzoraka pri
definiranim uvjetima. Obi¢no se izrazava kao odstupanje, standardno odstupanje ili koeficijent

varijacije niza mjerenja.

Mjerni sustav moze biti toCan, ali ne precizan, zatim precizan, ali ne 1 toCan te ni to€an niti

precizan [23] ¢iji prikaz vidimo na Slici 9.

Slika 9. Prikaz razlike izmedu to¢nosti i preciznosti [25]
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2.6.3. Granica detekcije i granica kvantifikacije
Granica detekcije nekog analitickog postupka predstavlja najmanju koli¢inu analita u uzorku

koja se moze detektirati, ali ne nuzno i kvantificirati kao to¢na vrijednost. Prema IUPAC-u
granica detekcije je najmanja koncentracija ili apsolutna vrijednost analita koji je znacajno veca

od signala koji potjece od slijepe probe.

Granica kvantifikacije je parametar kvantitativnih testova za niske koncentracije analita u

uzorcima te se odreduje kod metoda za odredivanje onecis¢enja i produkata razgradnje.

Granice detekcije 1 kvantifikacije raCunaju se prema slijedec¢im jednadzbama:

3.3xs

granica detekcije =

©)

granica kvantifikacije = % 4)

Pri ¢emu je s standardno odstupanje kalibracijskog pravca ili slijepe vrijednosti, a a nagib pravca
[10].

2.6.4. Linearnost
Linearnost analitickog postupka je njegova sposobnost da se unutar danog raspona dobiju

rezultati ispitivanja koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Pri odredivanju
linearnosti potrebno je analizirati kalibracijske standarde na najmanje pet koncentracijskih
razina. Gledaju¢i na danu definiciju s analitiCkog stajali$ta, to znaci da je analiticki signal
linearna funkcija koli€ine ili koncentracije analita u uzorku. Evaluacija dobivenih rezultata moze
se provesti vizualno, odnosno linearnom regresijskom analizom (metodom najmanjih kvadrata).
Ukoliko postoji linearna ovisnost, prilikom dokumentacije potrebno je navesti koeficijent
korelacije ili koeficijent determinacije, odsjecak na y osi, nagib kalibracijskog pravca te

reziduale dobivenog pravca [23].
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2.6.5. Mjerno podrucje
Mjerno podrucje predstavlja interval izmedu gornje i donje koncentracije analita u uzorku u

kojem metoda daje rezultate prihvatljive preciznosti i to¢nosti. Donja granica intervala je
zapravo granica kvantifikacije, a gornja granica je koncentracija pri kojoj su opazena znacajna
odstupanja u analitickoj osjetljivosti. Izmedu tih dviju granica, tj. u navedenom rasponu,
instrument kojim se izvodi metoda pokazuje odredenu ovisnost koja moze biti linearna,

kvadratna ili logaritamska [10].
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali

3.1.1. Elvitegravir i oneciS¢enja
U sljedecoj tablici (Tablica 4.) navedene su strukture analiziranih spojeva.

Tablica 4. Strukture analiziranih spojeva

Oznaka ) Molarna
Prikaz strukture Formula Proizvodacd
uzorka masa
] ‘ Tapi Pliva
ELV 447.884 C3H23CIFNOs J
Hjc% e Hrvatska
ELV ”’°AO Tapi Pliva
N 0 461.910 C24H25CIFNOs
IMP1 ne H o, Hrvatska
T
o o
Er
oH ; :
ELV | C16H1sBrNOs Tapi Pliva
o N 384.222
IMP2 s Hacww.‘\/m Hrvatska
CHy
ELV | _ Tapi Pliva
o N | = 512.509 Ca3H3,BrNOsSI
IMP3 | L Hc\jl\//l\‘\ Hrvatska
L Cl
ELV AR CysH27CIFNO Tapi Pliva
o N ¥ , J 475.937 e ’ Hp »
HE L rvatska
g
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3.1.2. Kemikalije
Popis koriStenih kemikalija te njihovih specifikacija dan je u Tablici 5.

Tablica 5. Popis koristenih kemikalija

Naziv kemikalije Cistoca Proizvodac Godina isteka
Mravlja kiselina 99 % Biosolve Chimie 6/2022
Triflouroctena >99 % Honeywell Fluka 10/2021
kiselina
Amonijev formijat >99 % Honeywell Fluka 10/2023
Acetonitril >99.95 % VWR Chemicals 10/2023
BDH
Metanol 100.00 % VWR Chemicals 10/2025
BDH

3.1.3. Kromatografske kolone
Popis koristenih kromatografskih kolona dan je u Tablici 6.

Tablica 6. Popis koristenih kromatografskih kolona

Naziv kolone Vrsta punjenja Dimenzije Proizvodacd Velicina Cestica/
kolone/mm pum
Acquity UPLC RP 18 2.1x50 Waters 1.7

BEH Shield
RRHD SB - Phenyl 2.1 x 100 Agilent 1.8
Kinetex PFP 4.6 x 150 Phenomenex 2.6
Acquity CSH Flouro-Phenyl 2.1 x 100 Waters 1.7
3.2.  Instrumenti

U nastavku slijedi popis koriStenih instrumenata te pripadajuce slike (Slike 10-14.)

Tehnicka vaga EX 224 proizvodaca Ohaus Explorer 0.1 mg -220 g x 0.01 g (Parsippany, New

Jersey, SAD)

25




Slika 10. Tehnicka vaga

Analiticka mikrovaga XPR proizvodaca Mettler Toledo (Columbus, Ohio, SAD) mjernog
podruc¢ja od 1 mg—2.1 x 1ug

Slika 11. Analiticka mikrovaga

pH-metar 780 proizvoda¢a Metrohm (Herisau, Svicarska)
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Slika 12. pH-metar

Uredaj za visokopro¢is¢enu vodu Milli-Q® Advantage A10 Water Purification System, Merck
(Kenilworth, New Jersey, SAD)

Slika 13. Uredaj za visokoproc¢is¢enu vodu

Ultrazvuc¢na kupelj Sonorex Digitec proizvodaca Bandelin (Berlin, Njemacka)
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Slika 14. Ultrazvuéna kupelj

3.2.1. Tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti
UHPLC Agilent Technologies (Santa Clara, California, SAD) Infinity 1290 Il s binarnom

pumpom (Slika 15.)

Slika 15. UHPLC uredaj
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Kod provedbe analize koristen je UHPLC uredaj proizvodaca Agilent Technologies. Na slici je
vidljivo kako se na vrhu uredaja nalaze spremnici pokretnih faza. Pumpa se nalazi ispod
spremnika pokretnih faza te stvara pritisak na otapalo kako bi moglo pro¢i kroz kolonu. Najve¢i
radni tlak ovog uredaja je oko 1200 bara. Zatim slijedi injektor koji ubrizgava analit u tok
pokretne faze, nakon Cega dolazi kromatografska kolona na kojoj se odvija separacija analita
primjenom razli¢itih kemijskih i fizikalnih parametara te UV detektor kojim se otkrivaju spojevi

koji mogu apsorbirati UV zracenje.

3.3. Metode rada

3.3.1. Priprema standardnih otopina elvitegravira i oneciSéenja
Za optimizaciju metode koriStena je otopina smjese svih ispitivanih analita pripremljena tako da
je izvagan 1 mg elvitegravira te njegova Cetiri poznata oneciS¢enja na analitickoj mikrovagi
proizvodaca Mettler Toledo. Tikvica volumena 50 mL dopunjena je do oznake diluentom
(acetonitrilom) ¢ime je dobivena koncetracija elvitegravira te njegovih onecis¢enja iznosila 0.02

mg/mL. Tikvica je stavljena u ultrazvuénu kupelj kroz pet minuta.

Za validaciju optimirane metode pripremljeno je pet otopina, elvitegravira te njegova Cetiri
oneciSc¢enja, koncentracije 0.02 mg/mL. Na analitickoj mikrovagi vagi Mettler Toledo UMX2
izvagano je po 1 mg elvitegravira. one¢is¢enja 1, 2, 3 i 4 u tikvice od 50 mL. Tikvice su
nadopunjene s diluentom (acetonitril) te stavljene u ultrazvuénu kupelj Bandelin Sonorex na pet
minuta. Takoder, pripremljena je smjesa elvitegravira i njegova Cetiri oneciS¢enja koncentracije
0.03 mg/mL. U tikvicu od 100 mL izvagano je po 3 mg elvitegravira te njegovih poznatih
oneciS¢enja. Tikvica je nadopunjena diluentom do oznake te stavljena pet minuta u ultrazvucnu
kupelj. Iz otopine smjese svih analita koncentracije 0.03 mg/mL pripremljene su otopine
koncentracija 0.025 mg/mL, 0.02 mg/mL, 0.015 mg/mL te 0.01 mg/mL razrjedenjem s
diluentom. 1z inicijalne tikvice od 100 mL u kojoj je pripremljena otopina svih analita uzeto je
25 mL te dodano u tikvicu od 30 mL i dopunjeno do oznake s diluentom ¢ime je dobivena
otopina koncentracije 0.25 mg/mL. Na isti na¢in pripravljene su slijede¢e otopine dodatkom 20
mL, 15 mL i 10 mL (iz prethodno pripravljene otopine) u tikvice od 25 mL, 20 mL te 15 mL.
Dobivene otopine koriStene su u validaciji metode za odredivanje linearnosti i ponovljivosti. U
svrhu ispitivanja ponovljivosti sustava te ponovljivosti metode pripremljeno je Sest otopina

elvitegravira koncentracije 0.02 mg/mL.
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3.3.2. Priprema pokretne faze
Pripremljena je 1 L otopine koncentracije 10 mmol/L amonijevog formijata. U odmjernu tikvicu

odvagano je 0.63 g amonijevog formijata (NH;HCO,) na tehni¢koj vagi Ohaus Explorer te
nadopunjeno do oznake visokoproc¢is¢enom MilliQ vodom proizvodaca Merck. Pripremljena
otopina stavljena je u ultrazvu¢nu kupelj Sonorex Digitec na pet minuta nakon ¢ega je uslijedilo
podesavanje pH-vrijednosti razrijedenom mravljom kiselinom. pH pufera podesen je na pH-
metru na vrijednost 4.0.

Takoder, pripremljene su 0.1 % mravlja kiselina te 0.1 % trifluoroctena kiselina. 0.1 % mravlja
kiselina pripremljena je dodatkom 1 mL mravlje kiseline, pomocu staklene pipete, Cistoce 99 %
u odmjernu tikvicu od 1000 mL te dopunjeno do oznake viskoprocis¢enom MilliQ vodom. 0.1 %
triflouroctena kiselina dobivena je jednakim postupkom, koriste¢i 1 mL trifluoroctene Kiseline
Cistoce > 99 %. Organske pokretne faze koje smo izabrali za provedbu eksperimenta su metanol i

acetonitril.

3.3.3. Razvoj i optimizacija metode
Za razvoj 1 optimizaciju metode koriStena je otopina smjese svih analita (opisana u poglavlju

2.3.1.) Eksperimenti su provedeni prema planu danom u Tablici 7.

Tablica 7. Plan provedbe eksperimenta

-------- Protok Vremenski | AC | Temperatu | p | Vrsta kolone/
pumpe/(mL/mi | gradijent/(mi | N ra kolone/ | H *)
n) n) (%) °C) I*
)
Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 2.0 SB-Phenyl
je kolone - 1
Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 2.0 | CSH Fluoro-
je kolone - 2 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 2.0 | BEH Shield RP
je kolone - 3 18
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Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 2.0 HSS PFP
je kolone - 4
1 0.20 6.3 25.0 40.0 2.0 | BEH Shield RP
18
2 0.20 10.0 100. 40.0 2.0 SB-Phenyl
0
3 0.20 10.0 0.0 40.0 2.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
4 0.20 5.0 50.0 40.0 2.0 HSS PFP
5 0.30 10.0 100. 40.0 2.0 | BEH Shield RP
0 18
6 0.30 7.5 0.0 40.0 2.0 SB-Phenyl
7 0.40 5.0 100. 40.0 2.0 | CSH Fluoro-
0 Phenyl
8 0.40 5.0 0.0 40.0 2.0 | BEH Shield RP
18
9 0.40 10.0 0.0 40.0 2.0 HSS PFP
10 0.20 10.0 0.0 40.0 2.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 40.0 2.7 SB-Phenyl
je kolone - 5
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 40.0 2.7 | BEH Shield RP
je kolone - 6 18
11 0.40 5.0 50.0 40.0 2.7 SB-Phenyl
12 0.20 10.0 50.0 40.0 2.7 | BEH Shield RP
18
Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 4.0 SB-Phenyl
je kolone - 7
Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 4.0 | CSH Fluoro-
je kolone - 8 Phenyl
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Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 4.0 | BEH Shield RP
je kolone -9 18
Kondicioniran 0.30 0.2 25.0 40.0 4.0 HSS PFP
je kolone-10
13 0.40 6.3 25.0 40.0 4.0 HSS PFP
14 0.20 8.8 25.0 40.0 4.0 SB-Phenyl
15 0.20 5.0 100. 40.0 4.0 SB-Phenyl
0
16 0.20 10.0 100. 40.0 4.0 | CSH Fluoro-
0 Phenyl
17 0.20 5.0 0.0 40.0 4.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
18 0.20 5.0 0.0 40.0 4.0 | BEH Shield RP
18
19 0.20 10.0 0.0 40.0 4.0 HSS PFP
20 0.40 10.0 100. 40.0 4.0 SB-Phenyl
0
21 0.40 5.0 0.0 40.0 4.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
22 0.40 5.0 100. 40.0 4.0 | BEH Shield RP
0 18
23 0.40 10.0 0.0 40.0 4.0 | BEH Shield RP
18
24 0.40 7.5 100. 40.0 4.0 HSS PFP
0
25 0.40 8.8 25.0 40.0 4.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
26 0.20 10.0 100. 40.0 4.0 | CSH Fluoro-
0 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 45.0 2.0 SB-Phenyl
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je kolone-11

27 0.20 5.0 0.0 45.0 2.0 SB-Phenyl
28 0.40 10.0 0.0 45.0 2.0 SB-Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 45.0 2.7 SB-Phenyl
je kolone-12
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 45.0 2.7 | CSH Fluoro-
je kolone-13 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 45.0 2.7 | BEH Shield RP
je kolone-14 18
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 45.0 2.7 HSS PFP
je kolone-15
29 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 | BEH Shield RP
18
30 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 HSS PFP
31 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 | CSH Fluoro-
Phenyl
32 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 SB-Phenyl
33 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 | CSH Fluoro-
Phenyl
34 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 | BEH Shield RP
18
35 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 HSS PFP
36 0.20 10.0 100. 45.0 2.7 HSS PFP
0
37 0.30 7.5 50.0 45.0 2.7 SB-Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 45.0 4.0 SB-Phenyl
je kolone-16
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 45.0 4.0 HSS PFP
je kolone-17
38 0.40 5.0 0.0 45.0 4.0 HSS PFP
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39 0.20 7.5 50.0 45.0 4.0 SB-Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 100. 50.0 2.0 SB-Phenyl
je kolone-18 0
Kondicioniran 0.30 0.2 100. 50.0 2.0 | CSH Fluoro-
je kolone-19 0 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 100. 50.0 2.0 | BEH Shield RP
je kolone-20 0 18
Kondicioniran 0.30 0.2 100. 50.0 2.0 HSS PFP
je kolone-21 0
40 0.20 5.0 100. 50.0 2.0 | CSH Fluoro-
0 Phenyl
41 0.20 5.0 100. 50.0 2.0 | BEH Shield RP
0 18
42 0.20 5.0 50.0 50.0 2.0 SB-Phenyl
43 0.20 10.0 50.0 50.0 2.0 HSS PFP
44 0.30 5.0 0.0 50.0 2.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
45 0.30 10.0 0.0 50.0 2.0 | BEH Shield RP
18
46 0.40 10.0 100. 50.0 2.0 | CSH Fluoro-
0 Phenyl
47 0.40 5.0 100. 50.0 2.0 HSS PFP
0
48 0.40 7.5 100. 50.0 2.0 SB-Phenyl
0
49 0.40 6.3 25.0 50.0 2.0 HSS PFP
50 0.40 6.3 25.0 50.0 2.0 | BEH Shield RP
18
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 2.7 SB-Phenyl

je kolone-22
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Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 2.7 | CSH Fluoro-
je kolone-23 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 2.7 | BEH Shield RP
je kolone-24 18
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 2.7 HSS PFP
je kolone-25
51 0.20 7.5 0.0 50.0 2.7 HSS PFP
52 0.40 10.0 0.0 50.0 2.7 | CSH Fluoro-
Phenyl
53 0.40 10.0 100. 50.0 2.7 | BEH Shield RP
0 18
54 0.20 10.0 0.0 50.0 2.7 SB-Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 50.0 4.0 SB-Phenyl
je kolone-26
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 50.0 4.0 | CSH Fluoro-
je kolone-27 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 50.0 4.0 | BEH Shield RP
je kolone-28 18
Kondicioniran 0.30 0.2 50.0 50.0 4.0 HSS PFP
je kolone-29
55 0.30 5.0 50.0 50.0 4.0 | BEH Shield RP
18
56 0.40 5.0 0.0 50.0 4.0 SB-Phenyl
57 0.40 5.0 100. 50.0 4.0 | CSH Fluoro-
0 Phenyl
58 0.40 10.0 100. 50.0 4.0 HSS PFP
0
59 0.40 10.0 0.0 50.0 4.0 HSS PFP
60 0.40 8.8 25.0 50.0 4.0 | BEH Shield RP
18
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61 0.20 6.3 25.0 50.0 4.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
62 0.20 10.0 0.0 50.0 4.0 | CSH Fluoro-
Phenyl
63 0.20 10.0 100. 50.0 4.0 | BEH Shield RP
0 18
64 0.20 5.0 0.0 50.0 4.0 | BEH Shield RP
18
65 0.20 5.0 100. 50.0 4.0 HSS PFP
0
66 0.30 10.0 100. 50.0 4.0 SB-Phenyl
0
67 0.40 5.0 0.0 50.0 4.0 SB-Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 4.0 SB-Phenyl
je kolone-30
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 4.0 | CSH Fluoro-
je kolone-31 Phenyl
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 4.0 | BEH Shield RP
je kolone-32 18
Kondicioniran 0.30 0.2 0.0 50.0 4.0 HSS PFP
je kolone-33

Nakon provedbe prvog pokusa uslijedilo je ponavljanje eksperimenta prema najboljoj metodi

predlozenoj prema softwaru Fusion AE ™ danoj u Tablici 7.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odabir pH-vrijednosti pokretne faze
Kod odabira pH vrijednosti pokretne faze koristen je programski dodatak Marvin Sketch pomoéu

kojeg je moguce nacrtati kemijske spojeve, reakcije, Markusheve strukture te molekule. U
navedenom alatu nacrtane su analizirane strukture te graficki prikazane ovisnosti pH-vrijednosti
o vrijednostima pKa i log D (Slike P1-10). Iz prilozenih grafickih prikaza odabrana je optimalna
pH-vrijednost pokretne faze za dane strukture. Prikazane graficke ovisnosti pH-pKa te pH-log D

posluzile su kako bismo uspjesno odredili optimalnu pH-vrijednost danu u Tablici 8.

Tablica 8. Prikaz optimalnog opsega pH-vrijednosti za dane strukture

Oznaka uzorka Opseg pH-vrijednosti optimalnog djelovanja
2.00-3.50
ELV

8.50-12.50

ELV IMP1 2.00-12.50
1.50-2.50

ELV IMP2
8.00-12.50

ELV IMP3 1.50-14.00

ELV IMP4 2.50-12.50

Uloga pH-vrijednosti pokretne faze je klju¢na, ponajvise u slucaju razli¢itih vrijednosti pKa za
analizirane spojeve, stoga je nuzno prona¢i onu pH-vrijednost koja ¢e odgovarati svim
analiziranim strukturama, kako tijekom analize ne bi doSlo do "cijepanja" pikova ili razli¢itih
vremena zadrzavanja. Nepravilnim odabirom pH-vrijednosti pokretne faze mjenjamo stupanj
ionizacije analita, a posljedicno 1 njihovu relativnu hidrofobnost te stupanj interakcije s
nepokretnom fazom. pH-vrijednost pokretne faze direktno ovisi o pKa vrijednosti analita. Za
ionizirane analite, pove¢anjem stupnja ionizacije, vrijeme zadrzavanja se smanjuje. Analizom
grafickih prikaza analiziranih struktura zakljuceno je kako su pH-vrijednosti u iznosu 2.00 te pH-
vrijednost u iznosu od 8.00 one koje ¢e odgovarati svim molekulama (elvitegraviru te njegovim

oneciS¢enjima) tijekom analize. Grafickom analizom odabrane su pH-vrijednosti pojedinih
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analita ¢ija pH-vrijednost odgovara 100-postotnoj ionizaciji. Ionizirani analit je polarniji te ¢e
ranije eluirati, dok ¢e se neionizirani zadrzati i uzrokovati asimetri¢nost pika. Budu¢i da ¢e rad
pri pH-vrijednostima u bazi¢nom podru¢ju dugoro¢no rezultirati smanjenim zivotnim vijekom
kromatografske kolone, odluc¢eno je kako ¢e pH-vrijednost pokretne faze biti 2.00 te su uzete

vrijednosti +2 pH-jedinice. Stoga su u eksperimentu pripremljene pokretne faze pH-vrijednosti
2.00, 2.70 te 4.00.

4.2. Razvoj metode u Fusion Ae ™
Za razvoj metode koriStena je programska platforma Fusion Ae ™ Yzabrani su parametri vazni

za uspjeSnu HPLC separaciju: protok pokretne faze, volumen injektiranja uzorka, temperatura
kolone, valna duljina detekcije te pH-vrijednost pokretne faze. Postavke u programu Fusion
Ae™ prikazane su na Slikama 16. i 17. Volumen injektiranja bio je konstantan u svim
eksperimentima te je iznosio 1 pL kao i valna duljina od 240 nm. Ispitivani protoci pokretne
faze iznosili su 0.2, 0.3 te 0.4 mL/min. Kao organsko otapalo u pokretnoj fazi koristeni su
acetonitril 1 metanol u kanalima A i B. Za vodenu faze koristeni su: 0.1 % trifluoroctena kiselina,
0.1 % mravlja kiselina te 10 mM amonijev formijat u kanalima C, D5 te D6. Ispitane su sljedece

temperature kromatografske kolone: 40 °C, 45 °C te 50 ° C (Slika 17.).

Experiment Setup Samping Flan

Method Type [Gradiert =

Awailable Varisbles Inchuded 'V asables Uriarvailable Warisbies
Giadient Curve A Pup Flow Aot “

Giadenl Slope i rpechon Yol
Sangle Corconiration 220 Oven Tempesase
Bulfer Shangi W avelkengih

Budler Type W pH

Hame Unitz Type LLerved S ettings
Puamp Flow Fige mlmn 58 B8 Dot umeic Z' Lovelt 00
Stake ool Levek[7 = Level? o0
F Varishle Level 3
" Corstart e 040

Hame Uiz Tups At
Inection Vokame m S 10| |Disceste Mumeric 1.0
State

7 Waiatle
i Corehak

Solvent Seftings Auvaiable Reservois

— R F—
Hi of Shong Sobwents: |2 hd | Mo of Wk Salvenis: 1 A E o E

W 0% ioBkndShong Scherts [ Miobds Fhsse Pcison [ o1 o2 o3

Hsbida Phase Hamn Saluant Type Statn Lower  [upper [ Ravaruoir B E o4 F0s Fod
ACH Sxreng [Drganic) Variabls_w o0 a0 B

MalH Eereng [Drganic) Wariable 20,0 sn.o| Aw

Wuak Salvane L Wuiak [Agueses) ] — FL L;

Slika 16. Prikaz Fusion Ae ™ sugelja
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r Pump Program

Mo. of Gradient Steps: |1 - Time Precision 58 T8

Time - Tinwe -

Lower Upper % Strong

No. |Step Name Time State |Bound Bound Solvent

1 |Equilibration Constant v 3.0 10.0
2 [Initial Hald Canstant v 1.0 10.0
3 [Gradient Variable « 5.0 10,0
4 [Final Hald Canstant ¥ 2.0 20,0
Ramp Up to Wash
= Column Wash
Ramp Down from Wash Canstant 0.1
¥ [ 6 |Re-equilibration Constant v 2.0 50.0

Program duration: Min = 14.1 minutes, Max =19.1 minutes

r Purmp Program Chart
100,05

% Strong

Iz Pragram Duration [minutes)

r Buffer System W ariabl
[ pka of Primary Compound

~pH
Mo, of Levels |3 =

Units |* w8 b

Level Settings Description
2.0 0.1% TFA
2.7 0.1% F.A,
4.0 10mmeliL &M, FOR,

Slika 17. Prikaz izabranih parametara u Fusion Ae ™

Odabrani su puferi temeljem zeljene pH-vrijednosti te opsega djelotvornosti istih. Pokusi su

provedeni koriStenjem 4 razlicite kolone dane u prikazu sucelja na Slici 18.

Name Unit Type Level Settings
Oven Temperatuie = S |iscrete Numer: B Lovel 1] W0
State No of Leveks|3 Lmn‘ 450
* Variable Lol
" Constant e ‘ 500
Name Urits Type Ameurt
"Wavelength i |D\screle Humeric 240
State
" Yariable
* Constant
Mame Colurmn Setting:
Column Type Valve pH Upper
Hame Position | Flow Rate | Bound
Stete 1 [SE-Phenyl Postion 1 v - &.00)
No. of Cal [
& Ve o 2 |CSHFhooPheyl | Posiinzx T
(" Congtant 3 _|BEH Shield AF18 Pastion 3 v a0
4 [HS5 PFP Position 4 v 8.00)

Slika 18. Prikaz izabranih kolona za provodenje eksperimenta
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Prije pocetka rada u Fusion Ae ™ izabran je instrument na kojem ¢e se provoditi eksperimenti te
je unutar navedenog instrumenta kreirana instrumentalna metoda te 'stop’ metoda vidljiva na

Slici 19. Fusion Ae™ stvara kopiju napravljene instrumentalne metode te podeSava njene

parametre.
Project
TAP|_RDYDEYELOPMENTAESELYALC 2020 [ Show Methods created by Fusion AE
Uzer Tope | Analyst -
4 =l [ Enable Shuldawn Method
Method Set
Methiod SET
STOP_LC122
Information
Property Walle L) Property Walug L)
Diate 8/18/20201:2.. Date 8/18/20201:2...
Wersion 1 Wersion 1
Comments Chanel name a... Comrments Chanel name a...
Ingtrument Method  ELY_LC122 Ingtrument Method ELV_LC122
Processing Meth. . Processing Meth...
Reporting Methad b Reporting Methad b
IRADADTARKT: D ;mairm Hem cmlmmbmd Frrard mbm rrmblem A Lemn e mmrrmmb abrnimbiirm mind mrmmarbims rmmiesdA Fer Hem mdimemriessed b A

Slika 19. Prikaz kreirane instrumentalne i 'stop' metode

Prvi korak u razvoju metode je odabir vaznih faktora koji uvelike utjecu na uspjeSnost analize.

To su pH pokretne faze, vrsta kolone, protok pokretne faze i temperatura kolone. Navedene

varijable i parametri dani su u Tablicama 9. i 10.
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Tablica 9. Prikaz raspodjela pokretnih faza

Kanal A Metanol (MeOH)
Kanal B Acetonitril (ACN)
Kanal C 10 mM amonijev formijat
(NH4HCO,)
pH =4.00
Kanal 0.1 % trifluoroctena kiselina
D5 pH = 2.00
Kanal 0.1 % formijatna kiselina
D6 pH = 2.70
Tablica 10. Prikaz polozaja odabranih kolona
Polozaj kolone Vrsta kolone
1 SB-Phenyl
2 CSH - Fluoro-Phenyl
3 BEH-Shield RP18
4 HSS PFP

Sljedeéi korak je odabir projekta koji sadrzi prethodno kreiranu metodu koju ¢ée Fusion Ae™

koristiti prilikom koraka ,,'Export Design-a". Ona obuhvaca setove uzoraka i metoda. Slijedi

imenovanje metode te zavr$ni izvoz podataka. Fusion Ae™ u nekoliko minuta postavlja 67

instrumentalnih metoda za parametre koje smo definirali.

4.3. Obrada rezultata u Fusion Ae ™
Nakon provedbe eksperimenata u trajanju od 40 sati dobivene kromatografske krivulje unose se

u Fusion Ae™, nakon Gega slijedi analiza istih (Slika 20). Kromatografske krivulje analiziramo

na temelju nekoliko parametara vaznih za kvalitetu kromatografske separacije. U nasem slucaju

to su broj pikova, razlucivanje, broj teorijskih odsjecaka te faktor asimetri¢nosti.
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] = .. | =] ”EEH [#€ &nalyze Data RS Robustness Simulator Import Images 1 Custom Model Builder (7]

Design of Experiments
|: +  Creste a Design
+ Design Reports

Response Data Analysis Results

INo. of Peaks LI IExparimemtaIErrorAnaIysis LI
Data Eniry / Analysis

': » Single Response Series
+  Multiple Response Series

Optimization Name: Default TAP| User
o Mumerical Optimizer CU".Wa“Y: PLIVA
> Graphical Optimizer Project: CXTR
+ Paint Predictions Date: August 26, 2020 12:47:18 PM CEST [GMT+02:00]

Reporting Toolkit
= Fusion Reporter

o Audit Log Reporter Experimental Error Analysis: Mo. of Peaks

Overall Error Statistics

Error Statistic Value
Error Statistic Hame
Error % =0.0m
Error Yariance 0.000
Error Std. Dew. (+5-] 0,000
95% Confidence Limits(+-) 0,000

Replicate Group Error Statistics

Replhicate Group Run Humbers |Original Response Values |Group Standard Deviation |Group F-Ratio (P-Value
16 30 0.000
26 30

29 5.0 0.000
34 5.0

31 20 0.000
33 20

32 50 0.000
37 5.0

SE S0 0.000
67 5.0

Slika 20. Prikaz analize uvezenih podataka

Potom, iz dobivenih izvjeséa slijedi optimizacija koja ukljucuje pronalazak najpovoljnije metode.
Numeri¢ki optimizator temeljem danih uvjeta pronalazi najbolju metodu. Uvjeti koje smo zadali

u ovome eksperimentu su sljedeci:

1. Broj pikova ne smije biti manji od 5

2. Razlucivanje mora biti veca ili jednaka 2

3. Faktor asimetri¢nosti mora biti manji ili jednak 1.2
4

Broj teorijskih odsjecaka ne smije biti manji od 100 000.
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skupa metoda rangiranih od najbolje prema losSijima.

Tablica 11. Prikaz najbolje metode prema prijedlogu software Fusion A

Slijede¢i navedene kriterije optimizacijom dolazimo do najpovoljnije metode (Tablica 11.), tj.

ETM

Naziv varijable Prijedlog optimizatora Provedena metoda
Protok / mL/min 0.400 1.200
Vremenski gradijent / min 6.16 1.54
MeOH / % 100 100
Temperatura kolone /°C 43 60
pH pokretne faze 2.000 (0,1 % TFA) 2.000 (0,1 % TFA)
Vrsta kolone SB-Phenyl SB-Phenyl

4.4.

Provedba eksperimenta prema predloZenoj metodi

Slijede¢i najbolju metodu predloZenu od strane software Fusion Ae "™ (Tablica 11.) proveden je

eksperiment. Navedena metoda dodatno je optimirana pri ¢emu je temperatura kromatografske

kolone povisena sa 40 ° C na 60 ° C. Protok pokretne faze poviSen je na 1.2 mL/min, a vremenski

gradijent je smanjen na 1.54 minute. Pove¢anjem protoka pokretne faze uoceno je kako analit

ima dovoljno vremena za interakciju sa nepokrethom fazom, tj. uspje$no je smanjeno vrijeme

zadrzavanja 1 usliejd toga, skraceno je trajanje analize. Takoder, povecanje temperature utjecalo

je na brzu kromatografsku separaciju i doprinijelo kra¢em trajanju analize te je bilo nuzno

njegovo povecanje zbog uvecanog radnog tlaka slijedom povisenog protoka pokretne faze. U

Tablici 12. dan je prikaz predvidenih rezultata za izabranu najbolju metodu koju smo definirali u

prethodnom koraku te je vidljivo kako predvideni rezultati odgovaraju danim kriterijima.

Tablica 12. Prikaz predvidenih rezultata

Naziv varijable Cilj Predvideni -26 sigurnosni +26 sigurnosni
rezultat limit limit
Broj pikova 4.5 4.612 4.198 5.027
Razludivanje>2.00 4.5 4.497 4.386 4.607
Faktor asimetri¢nosti<1.2 | 4.5 4.486 3.269 5.703
Broj teorijskih 4.5 4.493 4.292 4.694
odsjecaka>100000
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U nastavku slijedi prikaz kromatografskih krivulja dobivenih prema najoptimalnijoj metodi
prema Fusion AE™ (Slike 21-26).

0.100+

ON-7a - 1.320

ELV - 1.380
ON-3-1.593

1261

0.075+

0.050+
2

Al

0.025+

0.000-

— — — — T T T T T T T T T — — —
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50
Minutes

SampleName: L1 Sampleinfo: 0,03mg/ml Channel: DAD.0.0 Result Id: 0

Slika 21. Kromatografska krivulja smjese analita (elvitegravira te oneciscenja 1, 2, 3 i 4)
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0.045+

0.030+

AU

0.015+

0.000

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50
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SampleName: ELV Samplelnfo: 0,02mg/ml Channel: DAD.0.0 Result Id: 0

Slika 22. Kromatografska krivulja elvitegravira
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Slika 23. Kromatografska krivulja onecis¢enja 1
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SampleName: ON-2 Sampleinfo: 0,02mg/ml Channel: DAD.0.0 Result Id: 0

Slika 24. Kromatografska krivulja onecis¢enja 2
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0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50
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SampleName: ON-3 Sampleinfo: 0,02mg/ml Channel: DAD.0.0 Result Id: 0

Slika 25. Kromatografska krivulja onec¢isc¢enja 3

1229

0.045+
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0.000

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 250
Minutes

SampleName: ON-7a Sampleinfo: 0,02mg/ml Channel: DAD.0.0 Result Id: 0

Slika 26. Kromatografska krivulja oneci$¢enja 4

U Tablici 13. dani su izracunati parametri za kromatografsku krivulju smjese analita. Iz
kromatografske krivulje (Slika 21.) vidljivo je uspje$no odjeljivanje analita. Broj teorijskih
odsjecaka je zadovoljavaju¢i te odgovara postavljenom kriteriju (>100 000), osim u slucaju
onecis¢enja 2 gdje je manji od navedenog iznosa. Kriterij za Rs-vrijednost veéi je od 2.00 $to
ukazuje na dobru djelotvornost izabrane kromatografske kolone. Faktor asimetri¢nosti (As)

znatno je veéi od oCekivane vrijednosti §to mozemo uociti vizualnim pregledom kromatografske

46



krivulje. Ve¢i iznos faktora asimetri¢nosti moze biti posljedica viSe faktora kao §to su razgradnja

uzorka, adsorpcije analita na aktivna mjesta nepokretne faze ili pak lose "uhva¢enog" analita.

Tablica 13. Prikaz izraCunatih parametara za kromatografsku krivulju smjese analita

Naziv Vrijeme | Povrsin | Visina | EP | USP Faktor USP USP
analiziran | zadrzavanj | apika | pika | s/n | asimetri¢nos | Razlu¢ivan Broj
e a ti je teorijski
strukture h
odsjecak
a
1 IMP 2 1.116 76648 | 10533 | 82 1.8 72060
5 8
2 IMP 1 1.261 60998 | 89162 | 70 1.9 9.0 102189
0
3 IMP 4 1.320 58892 | 86033 | 67 1.9 3.7 111329
6
4 ELV 1.380 58431 | 83696 | 65 1.9 3.7 116753
7
5 IMP 3 1.593 62086 | 86549 | 68 1.8 12.9 142484
0

4.5. Validacija

Rezultati ispitivanja linearnosti (Slike 27-31.) te ponovljivosti (Tablica 14.) dani su na

slijede¢im grafickim 1 tablicnim prikazima.
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Slika 27. Kalibracijski pravac elvitegravira
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Slika 28. Kalibracijski pravac oneciséenja 1
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Slika 29. Kalibracijski pravac onecis¢enja 2
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Slika 30. Kalibracijski pravac onecis¢enja 3
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Slika 31. Kalibracijski pravac onecis¢enja 4

Mjerenjem odziva metode za nekoliko poznatih razli¢itih koncentracija analita dobivene su
kalibracijske krivulje. Linearnost je odredena matematicki, tj. linearnom regresijom u obliku
jednadzbe pravca y = ax + b &ime je dobiven koeficijent determinacije (R?). 1znos koeficijenta
determinacije koji se najc¢esce prihvaca je >0.99 dok za niske koncentracije, kao u ovom slucaju,
kriterij je strozi te iznosi >0.997. Koeficijenti determinacie veéi su od 0.997 ¢ime je potvrdena

linearna ovisnost povrsine pika o koncentraciji za sve ispitivane analite.

Rezultati ispitivanja ponovljivosti mjerenja vremena zadrzavanja 1 povrSine ispod

kromatografskog pika iskazani su  standardnim odstupanjem te relativnim standardnim
odstupanjem te kao raspon pouzdanosti srednje vrijednosti te su dani u Tablici 14. vidljivo je
da sva standardna odstupanja zadovoljavaju kriterije prihvatljivosti prema FDA. Tipi¢ni RSD za

lijekove i ljekovite supstance iznosi 1 % dok za aktivne farmaceutske sastojke te gotove lijekove

iznosi +2 %.

Tablica 14. Rezultati ispitivanja ponovljivosti mjerenja na primjeru elvitegravira

# Vrijeme zadrzavanja | PovrSina pika
(min)
1 1.379 44771
2 1.379 44027
3 1.379 44432
4 1.379 44602
5 1.379 44773
6 1.379 44776
Prosjek: 1.38 44563.50
SD: 0.00 296.21
RSD, %: 0.0 0.66
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5. Zakljucak

1. Uspijesno je razvijena brza UHPLC-DAD metoda za odredivanje elvitegravira i njegovih
oneciscéenja.

2. Validacijom metode ispitane su izvedbene karakteristike: linearnost i preciznost.

3. Linearno podruc¢je za elvitegravir te njegova Cetiri poznata oncisenja je U rasponu
koncentracija od 0.015 mg/mL do 0.03 mg/mL.

4. Preciznost je ispitana kao ponovljivost u vremenu zadrzavanja i povrSini ispod
kromtografskog pika i prikazan kao relativno standardno odstupanje. Sve RSD
vrijednosti nalaze se unutar kriterija prihvatljivosti.

5. Princip kvalitete ugradene u dizajn je dokazano uspje$an u procesu razvijanja kvalitetne,
selektivne i robusne metode kojom znatno skracujemo vrijeme razvijanja i optimiranja

kromatografske metode u odnusu na tradicionalan pristup razvoju analitickih metoda.
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Slika P1. Prikaz ovisnosti pH - pKa za strukturu ELV-a
L

Slika P2. Prikaz ovisnosti pH — log D za strukturu ELV-a
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Slika P3. Prikaz ovisnosti pH-pKa za strukturu ELV IMP1

Slika P4. Prikaz ovisnosti pH — log D za strukturu ELV IMP1
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Slika P5. Prikaz ovisnosti pH-pKa za strukturu ELV IMP2

Slika P6. Prikaz ovisnosti pH — log D za strukturu ELV IMP2
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Slika P7. Prikaz ovisnosti pH-pKa za strukturu ELV IMP3

Slika P8. Prikaz ovisnosti pH — log D za strukturu ELV IMP3
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Slika P9. Prikaz ovisnosti pH-pKa za strukturu ELV IMP4

Slika P10. Prikaz ovisnosti pH — log D za strukturu ELV IMP4
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