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IZVESTAJ

1. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija diplomiranog farmaceuta Nat@srdevi¢ Filijovi¢ pod nazivom
.Karakterizacija i procena kriti ¢nih parametara stabilnosti tableta olanzapina i
aripiprazola primenom eksperimentalnog dizajna“ napisana je na 165 strana kucanog
teksta formata A4, proreda 1,5 i fonta Times NewmBo (veltina 12). Sastoji se od
sled€ih celina: 1. Uvod, 2. Cilj rada, 3. Eksperimentaleo, 4. Rezultati i diskusija, 5.
Zakljucak, 6. Literatura, 7. Prilozi, 8. Biografija. Dis&cija sadrzi 38 slika, 42 tabele i 185

literaturnih navoda.



2. Opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji izvrSena je identdigija i karakterizacija krignih parametara
stabilnosti tableta olanzapina i aripiprazola. $Spdeno je ispitivanje hemijske i fike
kompatibilnosti olanzapina i razliih pomacnih supstanci formulacije tableta primenom
viSe komplementarnih metoda. IzvrSeno je izolovarkarakterizacija dva degradaciona
proizvoda olanzapina nastalih procesom oksidadigkade, razvijena je nova metoda
tecne hromatografije pod visokim pritiskom za farmasku analizu aripiprazola i
njegovih neistoca. lzvrSena je statisha procena i optimizacija hromatografskog
ponaSanja navedenih supstanci primenom eksperilnegtadizajna tj. centralnog
kompozitnog dizajna i metode povrSine odgovora.ofiek ispitan je kvantitativan odnos
strukture i retencije ispitivanih jedinjenja u HPIstemu i razvijen odgovar&uQSRR
(engl. Quantitative Structure Retention Relationghipodel koji je omogéio da se na
adekvatan nan definiSu procesi razdvajanja u analiziranom esigi. Deo ispitivanja
obuhvatio je i studije stabilnosti tableta olannapi aripiprazola pod stres i uslovima koje

zahtevaju regulatorni organi (ICH).

Rezultati disertacije izlozeni su u posebnom pdglaxa svaku aktivhu supstancu i sadrze

tri, odnosno pet celina.

U prvom poglavlju je opisana studija kompatibilnaganzapina sa odabranim poénam
supstancama formulacije tableta. Za preliminarnspelkmente kori&ene su pomine
supstance prototip formulacija od kojih su izdvegjemne koje mogu uticati na féko-
hemijsku nestabilnost aktivhe supstance. U naredeksperimentima sprovedena su
detaljna ispitivanja pon@mih supstanci za koje je utteno da utiu na stabilnost. Posebna
paznja posvena je razjaSnjavanju fenomena u kojindasivuje voda. Primenom metode
tecne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) ammbn je sadrzaj n@stoca
olanzapina, odnosno p@ena je hemijska kompatibilnost. Razumevanju intgjak
doprinele su i tehnike termalne analize, diferexieg skenirajia kalorimetrija (DSC) i
termogravimetrijska analiza (TGA). Fkie promene, odnosno promene polimorfnog
oblika olanzapina, ptane su difrakcijom x-zraka supstancéwustom stanju (PXRD). U
narednom koraku primenjene su studije forsirangatiagije i izvrSena je karakterizacija
degradacionih proizvoda. Strukture nepoznatihcéist@a nastalih oksidativnom

degradacijom identifikovane su metodongéne hromatografije spregnute sa masenom
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spektrometrijom (HPLC/MS). Dodatno, smeSa degramtaici proizvoda ispitivanih
jedinjenja izolovana je je primenom preparativne LBPtehnike, a njihova struktura

okarakterisana i poti#ena IR i NMR analizama.

U drugom poglavlju prikazan je razvoj HPLC metodeanalizu aripiprazola i njegovih
necistoéa, kao i ispitivanje njihovog hromatografskog pargd. Na osnovu preliminarnih
eksperimenata identifikovani su parametri koji imapajvei uticaj na retenciono
ponasanje ispitivanih supstanci. Za optimizaciju.BAnetode odabrana setiri faktora:
temperatura kolone, pH vrednost vodene faze, kdragm KHPO, i koncentracija
natrijum-pentansulfonata (Na-PS). Uticaj &Zajaih faktora detaljnije je ispitan u procesu
optimizacije primenom centralnog kompozitnog dizaf€CD), dok su manje z&gni
faktori odrzavani na konstantnom nivou. Osim togakom procesa optimizacije
primenjene su i funkcija hromatografskog odgovor&RFE) i hromatografska

eksponencijalna funkcija (CEF).

U sled€oj fazi izvrSeno je QSRR modelovanje, odnosno iigmije kvantitativnog odnosa
izmedu hemijske strukture aripiprazola i njegovih devsftistota, kao nezavisno
promenljivih i njihove retencije u HPLC sistemu,okaavisno promenljivin. Za kreiranje
modela korigena je regresiona analiza metodom de&lmii najmanjih kvadrata (PLS).
Validacija modela izvrSena je primenom tehnike téag validacije metodom izostavi
jedan podatak (LOO-CV). Formiran QSRR model priranjje za preddanje

hromatografskog ponaSanja drugih strukturnénghi jedinjenja.

U narednom koraku sprovedena je validacija razeijddPLC metode za analizu
aripiprazola i njegovih n#stoca u skladu sa regulatornim zahtevima. Metoda je

primenjena za analizu &isto¢a aripiprazola u sirovini i tabletama.

Na kraju prvog i drugog poglavlja izvrSena je prugekriticnin parametara stabilnosti
tableta olanzapina i aripirazola. U okviru preliminih studija stabilnosti, primenom stres
metode ispitan je uticaj temperature i vlage naiktast tableta. Za potrebe odabira
formulacije, kao kritan parametar péan je sadrzaj rgstoca. Dodatno, na osnovu
podataka o temperaturnoj zavisnosti degradacijgngmom Arenijusove jedidae,

izvrSena je procena preliminarnog roka upotrebétivemih tableta. Sadrzaj tistoca

analiziran je primenom HPLC metode pogodne zégmje stabilnosti. U narednom koraku

sprovedene su studije stabilnosti na pilot, odnoprmzvodnim serijama u skladu sa



odgovarajdim ICH smernicama. Na osnovu ovih rezultata definissu ndin ¢uvanja i

rok upotrebe novorazvijenih proizvoda.

3. Uporedna analiza rezultata doktorske disertacije sgpodacima iz

literature

Olanzapin (2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-Etieno [2, 3b] [1, 5] benzodiazepin) i
aripiprazol (7-[4-[4-(2, 3-dihlorofenil) piperaziiHl] butoksi]-3, 4-dihidro-1H-hinolin-2-
on) su atipini antipsihotici ili antipsihotici druge generacij&oriste se u terapiji
shizofrenije, shizoafektivnih poreega, maninih faza bipolarnih afektivnih porerfega
(mankno - depresivnih psihoza), kao i drugih agitirapgihoza [1-3].

U dostupnoj natnoj literaturi publikovani su novi putevi sintezkwzapina, zatim razvoj
metoda za oddidvanje njegovog sadrzaja, kao i metoda za izolacikarakterizaciju
njegovih degradacionih proizvoda [4-7]. Osim togkentifikovane su i izolovane njegove
procesne i degradacionecistoce u aktivnoj supstanci i farmaceutskim formulaciga[8-
11], a opisano je i termoanaditio ispitivanje kompatibilnosti sa por&mm supstancama
koje ulaze u sastawrstih doziranih oblika [12]. Struktura &stoca olanzapina oddena
je primenom raztitih spektroskopskih metoda: IR [4,5,10], FTIR [,BIMR [4-6,8,10-
11], LC-MS ili LC-MS-MS [5,6,8,10,11] i primenom istalografije [7,10,12]. Za analizu
olanzapina i njegovih restoca razvijene su i validirane RP-HPLC [8] i UPLC f@agtode.

Potencijalne fiziko-hemijske interakcije iznd@ aktivnih i pomdénih supstanci mogu
uticati na stabilnost i bioraspolozivost farmackiitgroizvoda, a time i njihovu efikasnost
i bezbednost [13, 14]. Usled promenljivih faktorgjikse odnose na strukture aktivnih
supstanci i formulaciju, ovo ispitivanje je predmkobnstantnog istrazivanja. lako
publikovani rezultati pokazuju da su interakcijenaiu olanzapina i pontmih supstanci
tabletnih formulacija mogie, t&an mehanizam ovih interakcija i uslovi koji do njih
dovode nisu u potpunosti razjasnjeni. U ovom ist&@fu je izvrSeno ispitivanje
kompatibilnosti olanzapina sa odabranim ekscipijeas formulacije tableta, Sto je
omoguilo formulisanje stabilnog gotovog proizvoda. Komplentarna primena visoko
efikasne té&ne hromatografije (HPLC), termogravimetrijske anal(TGA), diferencijalno
skenirajuie kalorimetrije (DSC) i difrakcije x-zraka supstang ¢vrstom stanju (PXRD)

doprinela je razumevanju kako hemijskih, tako ickih interakcija. Rezultati su pokazali



da fizicko-hemijska stabilnost olanzapina u smeSama zadidiigroskopnosti sredstva za
dopunjavanje, veline cestica i aktivnosti vode u uzorku. U &ju anhidrovane laktoze
pove&ana reaktivnost se moze objasniti nepravilnostiniaistalnoj reSetki, koje dovode
do ve&e pokretljivosti molekula, ili plastifikacijom mdli amorfnih (neurdenih) regija.
Takade, aktivnost vode u anhidrovanom obliku jéaebog toga Sto taj oblik tezi da gee

u monohidrat, koji je termodinaxtki stabilniji.

Karakterizacija nepoznatih &etoca je kljwcna u proceni kvaliteta, efikasnosti i
bezbednosti leka, s obzirom dais¢oce mogu uticati na farmakoloski i toksikoloSki ptofi
gotovog proizvoda. Ovo je posebno &mao kod degradacionih proizvoda aktivnih
supstancicija koncentracija tokom roka upotrebe leka rasteb3irom da je olanzapin
podlozan oksidaciji u kojoj zavisno od reakcioniflava i osobina prisutnih poréih
supstanci mogu nastati radti degradacioni proizvodi [6, 10, 11], karaktegga njegovih
necistoéa, potencijalnih i stvarnih degradacionih proizvogaveoma zn&jna. Strukture
nepoznatih n@stota olanzapina u ispitivanoj formulaciji tableta (RRJ64 i RRT 1,35),
koje nastaju u uslovima oksidativhe degradacijeniifikovane su tehnikama HPLC-MS,
kao IR i NMR metodama.

U naunoj literaturi nema dovoljno podataka o kompatibgh aripiprazola i pominih
supstanci, kao ni podataka o stabilnosti njegowbletnih formulacija. Opisano je
odrefivanje sadrzaja iz razitih vrsta uzoraka spektrofotometrijski [15,16] lelktro-
hemijskim metodama [17]. ¥éma RP-HPLC metoda sa UV detekcijom odnosi se na
odreiivanje sadrzaja aripiprazola u prisustvu njegoegradacionih ngstoéa generisanih
forsiranom degradacijom [18-21]. Mali broj metodpisuje razdvajanje i istovremeno
odreifivanje sadrzaja aripiprazola i njegovihc¢istoca HPLC-UV metodom [22,23] ili
identifikaciju njegovih degradacionih proizvodaabletama LC-QToF-MS [24]. Nijedna
publikovana metoda ne opisuje adit@nje sadrzaja devet &istoca aripiprazola u sirovini

i farmaceutskim oblicima. Iz toga razloga je ragmg HPLC metoda sa UV detekcijom
koja je omogtila razdvajanje i odidvanje ove kompleksne smeSe jedinjenja tazli
polarnosti u jednom sistemu. Validacijom je pdamo da metoda ispunjava zadate
analiticke kriterjume i da se moze primeniti u rutinskeyrhaceutskoj analizi aktivne
sirovine, proceni kvaliteta aktivne sirovine réilh proizvodaca, kao i analizi tableta koje

sadrze aripiprazol.



Profil netistota u farmaceutskim proizvodini@sto je krittan parametar kvaliteta. diea
hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) preddja metodu izbora za analizu
necistoéa i degradacionih proizvoda u aktivnim supstancamatovim proizvodima. Na
razdvajanje i odidvanje komponenata u ovakvim sistemima ceitiveliki broj
eksperimentalnih faktora. Primenom centralnog kartpog dizajna su oddeni
eksperimentalni uslovi sa napmn uticajem na retenciono ponasanje ispitivanihingesja

u HPLC sistemu. Uslovi za maksimalnu rezolucijuiknih parova pikova (Rs 4/5, Rs 5/6
i Rs 9/10) definisani su primenom regresione apalizetodom delindnih najmanijih
kvadrata (PLS) i primenom metode povrSine odgovdla.osnovu dobijenih rezultata
izratunate su funkcija hromatografskog odgovora (CR#ipmatografska eksponencijalna

funkcija (CEF), koje su potvrdile odabrane optingattksperimentalne uslove.

Osnovni cilj QSRR istrazivanja je da se na osnavukture molekula predvide njihovi
retencioni parametri, na primer retenciono vremg {ao i da se na osnovu retencionih
podataka predvide odtena fiztka svojstva molekula [25, 26]. Za formiranje QSRR
modela, mogu se primeniti radte matematike metode: viSestruka linearna regresija
(MLR), metoda deliminih najmanjih kvadrata (PLS), analiza glavnih komgati (PCA) i
dr. U ovom istrazivanju QSRR modelovanje aripiptazo njegovih devet ngstoca
izvrSeno je primenom PLS regresije. Retenciona erean(k) aripiprazola i njegovih
necistota dobijena primenom razviene HPLC metode Kem& su kao zavisno
promenljive, dok su izkunate vrednosti za 21 molekulski parametar ispiilvgedinjenja
koris¢ene kao nezavisno promenljive [27]. Kao nafajaiji izabrani su slede
deskriptori: Connolly molekulska povrSina (MS), kogent raspodele (logEus.q), broj
akceptora vodogne veze (HBA) i broj donora vodame veze (HBD). Statisiki
parametri QSRR modela pokazali su dobru sposolmedtiidanja. Takde, primenjen test
permutacije odgovora pokazao je da je razvijen daobadel (R < 0,4 i & < 0,05).
Razvijen QSRR model je iskoésn za preddanje k za tri dodatne rgstoce aripiprazola.
lzratunata RMSEP vrednost test seta jedinjenja odgoo@segu RMSEE vrednosti
trening seta jedinjenja. Optimalna vrednost za RESSEP odnos potvrdila je dobar
kvalitet razvijenog QSRR modela [28-30].

U literaturi nema podataka koji se odnose na prackriticnin parametara stabinosti
tableta sa olanzapinom i aripiprazolom. U okvirelimninarnih studija stabilnosti, na
osnovu rezultata stres ispitivanja, izvrSen je addbrmulacije tableta olanzapina i

aripiprazola i njihove kontaktne ambalaze. Dodateayltati ovih studija omogili su da
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se primenom Arenijusovog matentktbhg modela predvidi ponasanje proizvoda pri nizim

temperaturama u duzem vremenskom periodu. Na osistwdija stabilnosti pilot i

proizvodnih serija definisan je &ia cuvanja i rok upotrebe novo razvijenih proizvoda.
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Prikazana istrazivanja u ovoj doktorskoj diseriasg uklapaju u savremene tokove i
pristupe u razvoju novih farmaceutskih oblika igs&vljaju zn&ajan doprinos hemiji i
analizi ispitivanih supstanci. Ispitivanje kompadtibsti olanzapina sa ekscipijensima
tabletnih formulacija, primenom HPLC, DSC, TGA i RR metoda, doprinelo je
razumevanju fiziko-hemijskih interakcija i uzroka koji do njih dode. Njihov prakian
zn&aj ogleda se u tome Sto se pravilnim odabirom gonhosupstanci bitno skéaje
vreme potrebno za laboratorijska ispitivanja. lew& je karakterizacija struktura
nepoznatih n@stoca olanzapina primenom HPLC-MS metode i tehnike grajvne
HPLC udruzene sa IR i NMR spektroskopijom. Pokazgnala poméne supstance u
formulaciji tableta utiu na degradacione puteve hemijski nestabilnih aktisupstanci,

¢ime odretuju stabilnost farmaceutskog proizvoda.

Razvijena je jednostavna HPLC metoda sa UV detekciza razdvajanje i odivanje
sadrzaja devet organskih dgmtoca i potencijalnih degradacionih proizvoda novog
antipsihotika aripiprazola. Tokom razvoja i optiege metode primenjen je
eksperimentalni dizajn 5to je omdgo nawno razumevanje hromatografskog ponasanja
ispitivanih supstanci. Dodatno, na taj¢maje zna&ajno skréen postupak dolaska do
optimalnih hromatografskih uslova. Metoda se modeskiti za pr&enje kvaliteta leka u

svim fazama razvoja, od sinteze aktivne supstanderthulacije farmaceutskog preparata.

Uspostavljanjem kvantitativhog odnosa struktureténcije omogéeno je da se na osnovu

formiranih  matematkih modela brzim teoretskim pramwanima odgovaraijtih
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molekulskih deskriptora na jednostavancinablize objasne retencioni mehanizmi i
identifikuju molekulski parametri koji najviSe tti na retenciono ponasanje ispitivanih
jedinjenja. QSRR modelom je izvrSeno preidvije retencionog ponasanja tri dodatne
organske n&stoce aripiprazola. Kako razvijeni QSRR model ima velikat predvidania,
moze se Kkoristiti za predianje ponaSanja novih derivata aripiprazola kojitajas
primenom razliitih reakcionih uslova za sintezu aripiprazola kede veéeg broja
generékih lekova Sto bi predstavljalo brz i finansijslaristan pristup u budim nawnim
istrazivanjima. Ovakav pristup bi mogao imati &man uticaj na proces optimizacije
postupka sinteze aktivne supstance i postexidobijanje stabilnije formulacije leka. Ovo
istrazivanje predstavlja prvu QSRR analizu kojagrye strukturu aripiprazola i njegovih

devet néistoca sa hromatografskom retencijom.

Imajwéi u vidu dace se razvijene metode za farmaceutsku analizuviapih supstanci i
njihovih neisto¢a primeniti za procenu stabilnosti tabletnih forawija, cime idirektno
uticu na farmakoterapijski profil leka, kao i sve stfzegulatorne zahteve u pogledu
stepenacistoce novih lekova, ovaj koncept razvoja metoda pretjstaveliki nawni

doprinos.

6. Zaklju ¢ak i predlog Komisije

Na oshovu izloZzenog moZze se zaé&ijuda rezultati kandidata diplomiranog farmaceuta
NataSebordevi¢ Filijovi¢ prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji predstayj originalan i
zna&ajan nadni doprinos za oblast Farmaceutske hemije. Rerwtdtorske disertacije
publikovani su u tri rada u mdanarodnimcéasopisima, kao i u vidu tri saopStenja sa

medunarodnih skupova Stampana u izvodu kategorije.

Uzimajwi u obzir sve izloZzeno, Komisija u navedenom sast@ozitivho ocenjuje
doktorsku disertaciju diplomiranog farmaceuta Nat&¥ordevi¢ Filijovi¢ i predlaze
Nastavno-natnom veéu Farmaceutskog fakulteta u Beogradu da prihvady tevestaj i
uputi ga Véu nawnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja sagtsti za javnu

odbranu doktorske disertacije pod nazivom:

.Karakterizacija i procena kriti ¢nih parametara stabilnosti tableta olanzapina i

aripiprazola primenom eksperimentalnog dizajna*“
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