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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom Karakterizacija sistema tecne hromatografije
hidrofilnih interakcija sa UV i MS/MS detekcijom u analitici i bioanalitici olopatadina napisana
je na 150 strana, formata A4, uz kratak Rezime na srpskom i engleskom jeziku. Sadrzi 6
poglavlja: Uvod, Cilj rada, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak i Literatura.
Sadrzi 22 slike, 21 tabelu, 16 jednacina, 106 literaturnih navoda, kao i spisak objavljenih nauénih
radova i saopstenja koji predstavljaju publikovane rezultate iz ove disertacije.

Poglavlje Uvod napisano je na 35 strana i sastoji se iz tri dela: Tecna hromatografija
hidrofilnih interakcija, Analiza lekova u uzocima humanih suza, kao i Analitika i farmakologija
olopatadina. Deo Uvoda, Tecna hromatografija hidrofilnih interakcija napisan je na 17 strana i
prikazuje znaaj primene teéne hromatografije hidrofilnih interakcija (eng. Hydrophilic
Interaction Liquid Chromatography — HILIC) u farmaceutskoj analizi, sa posebnim osvrtom na
analizu polarnih molekula male molekulske mase. Takode, navedeni su i osnovni mehanizmi
razdvajanja u HILIC sistemu, kao i faktori koji utiCu na retenciono ponasanje razli¢itih tipova
analita (tipovi stacionarnih faza, sastav mobilne faze i strukturne osobine analita). U delu Uvoda,
Analiza lekova u uzorcima humanih suza objasnjen je znacaj humanih suza kao bioloskog
materijala, kao i tehnike za prikupljanje uzoraka suza. Pored toga, navedene su i metode za
pripremu suza kao uzoraka biolo§kog materijala. Ovaj deo Uvoda napisan je na 2 strane. Treci
deo Uvoda, napisan na 15 strana, prikazuje Analitiku i farmakologiju olopatadina. U ovom delu
opisane su metode koje su publikovane za analitiku i bioanalitiku olopatadina u razli¢itim
matriksima. Pored toga, navedene su farmakodinamske osobine i okularni farmakokineticki
profil olopatadina.

Poglavlje Cilj rada napisano je na 1 strani. Kao prvi cilj navedena je karakterizacija
hromatografskog ponasanja geometrijskih izomera olopatadina i benzalkonijum-hlorida u HILIC
sistemu sa UV detekcijom uz hemometrijsku podrsku, kao i definisanje robusnog optimuma
metode sa pratecom primenom u analizi farmaceutskog preparata kapi za o¢i. U okviru drugog
cilja navodi se izvodenje studija forsirane degradacije na olopatadinu i pracenje njegove

stabilnosti primenom prethodno postavljene HILIC metode sa UV detekcijom uz definisanje



kinetike reakcije degradacije. Kao tre¢i cilj navedena je optimizacija parametara masene
detekcije, karakterizacija hromatografskog ponasanja olopatadina u HILIC-UHPLC sistemu
primenom metodologije eksperimentalnog dizajna uz izbor optimalnih uslova, kao i odredivanje
adekvatne procedure pripreme uzoraka bioloskog materijala u cilju razvoja veoma osetljive i
selektivne metode pogodne za pouzdanu kvantitativnu analizu olopatadina u humanim suzama
tokom klinicke primene. Cetvrti cilj je potvrdivanje primenljivosti validirane HILIC-
ESI/MS/MS metode za pracenje koncentracije olopatadina u uzorcima suza prikupljenim od
pacijenata Klinike za ocne bolesti Klinickog centra Srbije tokom sprovodenja klinicke
prospektivne studije i procena njegovog okularnog farmakokinetickog profila.

Poglavlje Eksperimentalni deo napisano je na 22 strane. U okviru ovog dela prikazani su
aparati i reagensi, ukljucujuci i standardne supstance sa prikazanim strukturnim formulama i
hemijskim nazivima, a navedeni su i kori$¢eni kompjuterski programi.

Za optimizaciju hromatografskog razdvajanja geometrijskih izomera olopatadina, kao i
benzalkonijum-hlorida kao konzervansa u HILIC sistemu sa UV detekcijom prikazana je
priprema rastvora mobilnih faza prema Box—Benken dizajnu. Hromatografsko razdvajanje
izvrSeno je u Betasil CN koloni (100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina estica). Navedeni su i ostali
hromatografski parametri. U ovom Eksperimentalnom delu doktorske disertacije, dat je detaljan
prikaz pripreme rastvora za validaciju razvijene HILIC metode.

Za ispitivanje stabilnosti olopatadina pod uslovima forsirane degradacije primenjena je
HILIC metoda sa UV detekcijom. U Eksperimentalnom delu navedeni su hromatografski uslovi,
kao i priprema rastvora sa izvodenjem postupka ispitivanja.

Za optimizaciju HILIC sistema sa MS/MS detekcijom u Eksperimentalnom delu opisana
je optimizacija uslova masenog spektrometra. U okviru optimizacije hromatografskih uslova
HILIC-UHPLC sistema navedena je priprema rastvora standarda, zatim priprema mobilnih faza
za Box—Benken dizajn, kao i hromatogrski postupak.

Dalje je u Eksperimentalnom delu prikazana optimizacija procedure pripreme uzoraka
humanih suza, koja je obuhvatila pripremu smeSe za razvoj optimalne metode pripreme uzoraka
suzai razvoj optimalne metode pripreme uzoraka suza.

Na kraju Eksperimentalnog dela dat je detaljan opis pripreme rastvora za validaciju
bioanaliticke metode za analizu suza. Navedena je priprema rastvora za ispitivanje svih

parametara validacije metode prema zahtevima Food and Drug Administration (FDA). Konac¢no,



prikazana je priprema rastvora i postupak HILIC-ESI/MS/MS metode za odredivanje
olopatadina u suzama.

Poglavlje Rezultati i diskusija napisano je na 76 strana. U ovom poglavlju prikazani su
svi dobijeni rezultati eksperimentalnih istrazivanja u obliku 18 tabela i 13 slika. Data je detaljna
diskusija rezultata uz teorijsku i literaturnu podrsku. Detaljnije 0 ovom poglavlju bi¢e u delu B
ovog IZVESTAJA.

Poglavlje Zakljucak napisano je na 3 strane i sadrzi sve zakljuCke u skladu sa
postavljenim ciljevima.

Poglavlje Literatura napisano je na 9 strana i sadrzi 106 bibliografskih navoda.



B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru prvog dela Rezultata i diskusije najpre je prikazan razvoj HILIC metode sa UV
detekcijom za odredivanje geometrijskih izomera olopatadina i benzalkonijum-hlorida u kapima
za oCi. Na pocetku ovog dela istrazivanja uradena je karakterizacija hromatografskog ponasanja
ispitivanih analita u HILIC sistemu. U tom cilju ispitano je hromatografsko ponaSanje analita u
razli¢itim HILIC kolonama, a kao optimalna odabrana je cijano kolona. Pored toga ispitani su i
razli¢iti sastavi mobilih faza. Takode, ispitane su razliite temperature, kao i protoci mobilnih
faza. Na osnovu dobijenih rezultata zakljueno je da se temperatura i protok odrzavaju na
konstantnom nivou, dok su ostali parametri odabrani da se dalje ispituju u fazi optimizacije. Za
optimizaciju metode odabran je Box—Behnken dizajn koji se izvodi na tri nivoa. Kao faktori
ispitivani su sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze i koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi. Odgovori sistema koji su praceni bili su retenciona vremena
sva tri ispitivana analita (olopatadin, E-izomer olopatadina i benzalkonijum-hlorid), kao i faktor
selektivnosti kojim se prati kvalitet razdvajanja geometrijskih izomera. Primenom metode
viSestruke linearne regresije kreirani su odgovaraju¢i matematicki modeli i uradena je
odgovarajuca statisticka analiza. Rezultati pokazuju da matemati¢ki modeli adekvatno opisuju
hromatografski sistem. U tom smislu, odredeni su koeficijenti determinacije (R?) koji definisu
korelaciju izmedu eksperimentalno dobijenih i modelima izraCunatim vrednostima odgovora, kao
i korigovani R? (eng. adjusted R?) koji predstavljaju R? vrednosti prilagodene ukupnom broju
cksperimenata. Takode, izradunate su predvidene R? vrednosti (eng. predicted R?) koje opisuju
koliko dobro modeli predvidaju vrednosti odgovora. Na osnovu prikazanih vrednosti parametara
R? adjusted R? i predicted R? koje su bile bliske 1, potvrdena je adekvatnost svih empirijskih
modela i njihova dobra sposobnost predvidanja. Drugim re¢ima, dobijeni modeli izvrsili su
zadovoljavajucu aproksimaciju eksperimentalno prikupljenih retencionih podataka. Takode, tzv.
lack of fit vrednosti koje procenjuju greske koje poti¢u od samih modela statisticki nisu bile
znacajne (p-vrednost > 0,05). Pouzdanost kreiranih jednac¢ina dodatno je potvrdena i malim RSD
vrednostima (RSD < 0,3%). Nakon toga, prikazana je detaljna analiza hromatografskog
ponasanja, a rezultati su prikazani u vidu 3-D dijagrama. U cilju definisanja optimalnih
hromatografskih uslova uradena je robusna optimizacija, $to je podrazumevalo definisanje
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je metodologija pretrage ¢vorova mreze (eng. grid point search methodology) u cilju definisanja
optimalnih hromatografskih uslova. Primenom MATLAB® softverskog programa konstruisano
je (6x11x11) simuliranih hromatograma. Poredenjem dobijenih rezultata svi prethodno
postavljeni kriterijumi za optimizaciju (ky > 1,5; a1 > 1,2 i maksimalna robusnost a;2) su
postignuti 1 definisan je globalni optimum koji je odgovarao sledecoj kombinaciji znacajnih
faktora: smesa acetonitril-vodena faza (5 mmol L™ amonijum-acetat, pH podesen glacijalnom
sir¢etnom kiselinom na 4,5), u odnosu 85:15 V/V. Odredeni optimalni hromatografski uslovi
razdvajanja eksperimentalno su verifikovani. Pod optimalnim hromatografskim uslovima metoda
je validirana tj. ispitani su selektivnost, linearnost, ta¢nost i preciznost. Takode, odredeni su
limiti detekcije i kvantifikacije za olopatadin E izomer i za benzalkonijum-hlorid. Metoda je
primenjena za analizu komercijalno dostupnih Pana® kapi za o&i.

U narednom delu doktorske disertacije prikazano je ispitivanje stabilnosti olopatadina
pod uticajem razliCitih stres agenasa. Za pracenje stepena degradacije primenjena je prethodno
razvijena i validirana HILIC metoda sa UV detekcijom. Studije forsirane degradacije izvedene
su prema odgovaraju¢im smernicama Internacionalne konferencije za harmonizaciju, sto je
ukljucilo ispitivanje stabilnosti leka u kiseloj sredini, baznoj sredini, kao i na delovanje
oksidacionog sredstva. Procenjen je uticaj ispitivanih agenasa i prikazan stepen degradacije u
zavisnosti od vremena izlaganja stres agensu. U sastavu ovog dela istrazivanja odredena je
kinetika degradacije olopatadina. Na osnovu dobijenih rezultata izracunata je brzina degradacije
za svaku reakciju, kao i poluvreme degradacije. Na ovaj nacin, dobijeni su nau¢no znacajni
podaci o stabilnosti olopatadina. Od posebnog je znacaja pracenje stabilnosti u HILIC sistemu jer
se na taj nain moze pratiti nastajanje polarnijih proizvoda degradacije koji se u klasicnom
reverzno-faznom sistemu ponasaju neretenciono.

Slede¢i deo doktorske disertacije posvecen je postavljanju HILIC metode sa MS/MS
detekcijom za bioanalitiku olopatadina u humanim suzama. U prvoj fazi je uradena optimizacija
parametara masene detekcije s ciljem postizanja maksimalnog intenziteta signala olopatadina i
internog standarda. 1zabrana je pogodna jonizacija (ESI+), a zadovoljavajuce ponasanje, pod tim
uslovima, dao je mianserin, te je odabran kao interni standard. Dalje, odredene su optimalne
vrednosti kolizione energije (eng. Collision Energy — CE) i napona konusa, kao i definisani
fragmenti sa najintenzivnijim odgovorom. Odabrane tranzicije za fragmentaciju bile su
338—165 (CE = 15) i 338—247 (CE = 30) za olopatadin, kao i 265—91 (CE = 20) i 265—208



(CE = 208) za interni standard. Definisani su i ostali znacajni parametri masenog detektora, a
njihov izbor detaljno je opisan.

U cilju dobijanja pouzdanih rezultata uradena je karakterizacija hromatografskog
ponasanja olopatadina u HILIC-UPLC sistemu. S obzirom na to da je u prvom delu doktorske
disertacije potvrdeno da je HILIC metoda pogodna za analizu olopatadina, a da karakteristike
HILIC sistema (visoki sadrzaj acetonitrila) pogoduju stepenu jonizacije, ovaj hromatografski
sistem odabaran je i za MS detekciju. Kroz niz preliminarnih istrazivanja opisan je izbor
pogodne polarne stacionarne faze, kao i hromatografskih uslova. U ovoj fazi odabrana je BEH
amidna stacionarna faza i vodena faza sa 0,1% mravlje kiseline, dok su u fazi optimizacije
ispitivani sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, protok mobilne faze i temperatura kolone. U cilju
dobijanja optimalnih uslova primenjen je hemometrijski pristup, ¢ime je posebno dato na
nau¢nom znacaju ovog dela doktorske disertacije. U tu svrhu primenjen je Box—Behnken dizajn,
a kao odgovori sistema precena su retenciona vremena olopatadina i internog standarda, kao i
kriterijum separacije S. Prikazani su dobijeni rezultati sa odgovarajuc¢om statistickom i grafickom
evaluacijom. Za definisanje optimalnih hromatografskih uslova primenjena je metodologija
pretrage ¢vorova mreze. Definisani optimalni hromatografski uslovi bili su: UPLC BEH amidna
kolona (dimenzije 100 mm x 2,1 mm, 1,7 um veli¢ina Cestica); mobilna faza sastavljena od
acetonitrila i 0,1%-tnog vodenog rastvora mravlje kiseline u odnosu 90:10 V/V; protok mobilne
faze 0,25 mL min™; temperatura kolone 30°C i zapremina injektovanja 1 pL. Pregled naucne
literature pokazuje da je po prvi put premenjena ova metodologija u hromatografskoj analizi
olopatadina. Dalje, uradena je optimizacija pripreme humanih suza $to je obuhvatilo izbor
odgovarajueg agensa za precipitaciju proteina, njegove koli¢ine i vremena potrebnog za
ekstrakciju, kao i brzine, vremena i temperature centrifugiranja. Kroz ovu fazu doktorske
disertacije sagledani su svi faktori koji uticu na ekstrakciju i predloZeni optimalni uslovi. Ovo je
po prvi put da je razvijena metoda za ekstrakciju olopatadina sa Sirmerovih test traka pomoéu
kojih su prikupljane suze pacijenata nakon lokalne aplikacije olopatadina.

Da bi razvijena UHPLC-MS/MS metoda bila pogodna za kvantitativnu analizu olopatadina
u humanim suzama uradena je njena validacija prema smernicama FDA, ¢ime je obuhvaéeno
ispitivanje selektivnosti, tacnosti, preciznosti, efekta matriksa, efekta prenosenja uzorka, a
odredeni su i limiti detekcije i kvantifikacije. Konacno, razvijena i validirana metoda primenjena

je za odredivanje koncentracije olopatadina u suzama. Uzorci suza uzimani su u 5 vremenski



definisanih intervala: 0,25 h; 0,5 h; 1 h; 2 h i 8 h nakon lokalne aplikacije Pana® kapi za o¢i. U
studiju je bilo uklju¢eno 30 ambulantnih pacijenata Klinike za oc¢ne bolesti Klinickog centra Srbije sa
alergijskim konjuktivitisom. Detaljno planirano klinicko ispitivanje odobreno je od strane Etickog
komiteta Klinickog centra Srbije. UcCesnici studije bili su pacijenti dobrovoljci oba pola i razli¢ite
zivotne dobi, telesne mase i visine. Svi ispitanici bili su na monoterapiji olopatadinom i nisu Koristili
kontaktna soCiva tokom izvodenja studije. Pregled podataka (pol, uzrast, telesna masa, kao i
koncentracija u levom i desnom oku pacijenata) tabelarno je prikazan. Grafi¢ki je prikazana
zavisnost odredene koncentracije analita od vremena uzorkovanja. Na osnovu dobijenih rezultat
izraCunati su famakokineti¢ki parametri. Nau¢ni znacaj ovog dela doktorske disertacije ogleda se u
unapredenju, do sada nedovoljno poznate, okularne farmakokinetike olopatadina. Pored toga,
predlozena je osetljiva HILIC-ESI/MS/MS metoda za pracenje nivoa olopatadina u humanim
suzama, $to pruza mogucnost adekvatne procene optimalnog nacina doziranja oftalmoloskih rastvora

tokom klini¢ke prakse, kao i objektivnu evaluaciju terapijske efikasnosti leka.



C. UPOREDNA ANALIZA SA REZULTATIMA 1Z LITERATURE

Pregledom objavljenih nau¢nih radova moze se zakljuciti da sveobuhvatna karakterizacija
hromatografskog ponasanja olopatadina u HILIC sistemu sa UV i MS/MS detekcijom do sada
nije opisana. Takode, uoceno je da nije prikazan razvoj HILIC metode za istovremenu
kvantitativnu analizu geometrijskih izomera olopatadina i najce$¢e koris¢enog konzervansa
benzalkonijum-hlorida u kapima za o¢i, Uz primenu sistemati¢nog hemometrijskog pristupa, kao
i za pracenje polarnijih proizvoda degradacije olopatadina pod razliCitim stres uslovima.
Najvazniji rezultati istrazivanja, dostupni u dosadas$njoj naucnoj literaturi iz oblasti odredivanja
olopatadina in bulk i u farmaceutskim doziranim oblicima primenom razli¢itih instrumentalnih
tehnika, predstavljeni su u radovima [1-6]. Annapurta i saradnici razvili su dve jednostavne UV-
VIS spektrometrijske metode [1], kao i dve specificne UV-VIS derivativne spektrometrijske
metode [2] za rutinsko odredivanje sadrzaja olopatadin-hidrohlorida u kapima za o¢i. Takode,
HPTLC metoda postavljena je u cilju brze analize olopatadin-hidrohlorida u oftalmoloskom
rastvoru [3] i u tabletama [4] uz upotrebu aluminijumske ploce presvucene silikagelom 60 Fys4
kao stacionarnon fazom. U publikacijama [5,6], analiza olopatadin-hidrohlorida in bulk i u
tabletama izvrSena je pomoc¢u RP-HPLC tehnike uz kori$¢enje oktadecil silikagel kolone i smese
metanola i vode pod izokratskim uslovima razdvajanja.

Literaturni podaci pokazuju da sveukupna stabilnost olopatadina jos uvek nije dovoljno
proucena, kao i da sticanje novih znanja iz ove oblasti kojima ¢e se unaprediti njegova analitika
ima veliki nauéni doprinos §to je i potvrdeno kroz publikovane rezultate iz ove doktorske
disertacije. Sagledavanje stabilnosti olopatadina, nakon izlaganja brojnim stres agensima, uz
upotrebu hromatografskih metoda sa UV i masenom detekcijom navedeno je u radovima [7-10].
Izvodenje studija forsirane degradacije primenom UV-VIS metode uz pratecu diskusiju dato je u
radu objavljenom 2010. godine [7]. Zatim, farmaceutska supstanca in bulk i formulacija tableta
izlagane su kiseloj i baznoj hidrolizi, kao i oksidativnoj, fotolitickoj i termic¢koj degradaciji na
nacin opisan u publikaciji [8], a nastali degradacioni proizvodi praceni su primenom robusne RP-
HPLC metode. Dalje, UHPLC tehnika sa UV detekcijom postavljena je za definisanje
degradacionog profila olopatadin-hidrohlorida u kapima za o¢i pod uticajem dve razli¢ite metode
sterilizacije, toplotom i filtracijom [9]. Autori su nakon oba nacina sterilizacije identifikovali

Cetiri poznate necistoce i ukazali na Cinjenicu da sterilizacijom pomocu toplote nastaje mnogo



veéi procenat proizvoda degradacije u poredenju sa sterilizacijom pomocu filtracije, koja je i
preporu¢ena kao metoda izbora. Mahajan i saradnici su u istrazivanju [10] predlozili osetljivu
LC-MS/TOF metodu za pracenje stabilnosti olopatadina pod ICH preporuc¢enim stres uslovima i
izvrsili karakterizaciju njegovih glavnih proizvoda degradacije.

Vecina publikovanih bioanaliti¢kih studija postavljena je za odredivanje olopatadina u
uzorcima bioloskog materijala (plazma, homogenat mozga, roznjaca, konjuktiva, mreznjaca,
so¢ivo, beonja¢a) pomocu konvencionalne RP-HPLC tehnike s masenom detekcijom nakon
slozene procedure pripreme uzoraka [11-16]. S druge strane, nisu predstavljena istrazivanja u
kojima je olopatadin pracen u uzorcima humanih suza primenom izuzetno osetljive, pouzdane 1
brze HILIC tehnike u kombinaciji sa MS/MS detektorom S§to je bio jedan od ciljeva ove
doktorske disertacije. Dodatno, na osnovu pregleda literature moze se uvideti da je okularna
farmakokinetika olopatadina do sada nedovoljno rasvetljena, tako da dobijanje novih znanja koja
¢e pruziti moguénost adekvatne procene optimalnog nacina doziranja oftalmoloskih rastvora
tokom klini¢ke prakse, kao i objektivne evaluacije terapijske efikasnosti leka, poseduje veliki
nauéni znacaj Sto je i potvrdeno rezultatima iz doktorske disertacije. U preglednom radu [11],
uzorci plazme preciS¢eni su procedurom precipitacije proteina acetonitrilom, koja je pracena
metodom tecno-tecne ekstrakcije sa etilacetatom 1 dihlormetanom, dok je hromatografsko
razdvajanje olopatadina i internog standarda amitriptilina postignuto u C18 koloni. Validirana
metoda je zatim upotrebljena za pracenje olopatadina u plazmi u farmakokinetickoj studiji koja
je podrazumevala aplikaciju pojedinacne doze tableta od 5 mg zdravim dobrovoljcima. U
publikaciji Liang Wei-a [12], uzorci plazme pripremani su na automatskom uredaju za ¢vrsto-
tecnu ekstrakciju, a razdvajanje olopatadina i internog standarda desloratadina izvedeno je na
C18 stacionarnoj fazi. Detekcija je sprovedena na tandem masenom spektrometru koristeci
pozitivan ESI mod i MRM metodu. Analizom rada [13] pokazano je da su ispitivani lek i interni
standard loratadin izolovani iz plazme ¢vrsto-te€nom ekstrakcijom, kao i da je razvijena RP-
LC/MS/MS metoda uspe$no ukljucena u studije bioekvivalencije dve komercijalno dostupne
formulacije tableta olopatadin-hidrohlorida. Istovremeno odredivanje olopatadina i njegovih
aktivnih metabolita (N-demetil olopatadin, N-didemetil olopatadin, olopatadin N-oksid) u
humanoj plazmi izvrseno je takode RP-HPLC metodom u kombinaciji sa MS/MS detekcijom i
predstavljeno u publikaciji [14]. PredloZena metoda je potom primenjena za analizu olopatadina i

njegovih metabolita u uzorcima plazme nakon per 0s primene za vreme prve faze klinickog
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ispitivanja leka. Autori su izveli zakljutak da se lek u plazmi dominantno nalazi u
nepromenjenoj formi, odnosno da je farmakoloski doprinos njegovih metabolita neznatan.
Takode, dokazano je da su se rezultati iz opisanog odredivanja pokazali pouzdanijim u odnosu
na rezultate dobijene primenom radioimunoloske metode, koja se rutinski Koristila za
odredivanje olopatadina u plazmi. Za poredenje okularne farmakokinetike rastvora za oci
olopatadin-hidrohlorida koncentracija 0,2% i 0,7% u razli¢itim tkivima oka i plazmi kod kunica,
prikazana je joS jedna RP-HPLC metoda u sprezi s masenim detektorom u radu [15]. Kao interni
standard koriS¢en je olopatadin-hidrohlorid obelezen heksadeuterijumom. Postavljena metoda
omogucila je ta¢no 1 precizno pracenje koncentracije olopatadina u brojnim bioloskim
materijalima, §to je iskori§¢eno za procenu njegove farmakokinetike u dve razli¢ite formulacije
kapi za o€i. KonaCno, za ispitivanje uticaja P-glikoproteina na penetraciju olopatadina u
mozdano tkivo i njegovu koncentraciju u plazmi, razvijena je LC-MS metoda za njegovo
odredivanje u bioloskim materijalima kod miSeva nakon intravenske ili per os primene [16].
Adekvatna priprema uzoraka homogenata mozga i plazme postignuta je selektivnom metodom
¢vrsto-tene ekstrakcije.

S obzirom na to da kapi za o¢i veoma Cesto sadrze benzalkonijum-hlorid kao konzervans,
objavljen je veliki broj preglednih radova u kojima je opisana njegova kvantitativna analiza
pomocu razli¢itih instrumentalnih tehnika, pre svega RP-HPLC hromatografijom [17-20].
Medutim, zbog prisustva kvaternerne amonijum grupe u strukturi, ispitivanje benzalkonijum-
hlorida u reverzno-faznom sistemu zahteva upotrebu jon-par reagenasa. S druge strane, nisu
dostupni literaturni podaci o odredivanju pomenutog katjonskog surfaktanta primenom HILIC

metode koja je po prvi put primenjena u ovoj doktorskoj tezi za analizu ovog analita.
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E. ZAKLIJUCAK — OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

U ovoj doktorskoj disertaciji, iz nau¢ne oblasti — Farmeceutska hemija, po prvi put je
prikazana sveobuhvatna analitika i bioanalitika olopatadina primenom razli¢itih nacina detekcije.
U tom cilju primenjena je te¢na hromatografija hidrofilnih interakcija, §to je prvi put do sada
opisano u nauc¢noj literaturi. Po prvi put je, primenom hemometrijskog pristupa, razvijena
metoda teéne hromatografije hidrofilnih interakcija za analizu olopatadina, njegovog
geometrijskog izomera i konzervansa benzalkonijum-hlorida u kapima za o¢i. Na ovaj nadin,
unapredena je analitika ovog leka. Takode, kroz studije forsirane degradacije po prvi put je
analizirana stabilnost olopatadina primenom te¢ne hromatografije hidrofilnih interakcija. Ovime
je omoguceno dobijanje novih podataka o stabilnosti olopatadina, $to predstavlja znacajan naucni
doprinos. Poseban nau¢ni znacaj ove doktorske disertacije ogleda se u karakterizaciji nove
HILIC-UPLC/MS/MS metode za odredivanje olopatadina u humanim suzama. Ovo je po prvi
put u naucnoj literaturu da se pristupilo ovoj kompleksnoj analizi, a Koja je dala svoj znacajan
doprinos. Postavljeni, jasno definisani, naucni ciljevi su ostvareni, a rezultati opseznih
istrazivanja objavljeni su u tri medunarodna naucna Casopisa, $to potvrduje znacaj i doprinos

prikazanih istrazivanja.

Rezultati ove doktorske disertacije objavljeni su kao nau¢ni radovi u 3 medunarodna
Casopisa (Bioanalysis — M21, Journal of Chromatographic Science — M23 i Hemijska industrija—
M23) 1 saopSteni na 4 medunarodna naucna skupa, Sto namece zakljuak o znacaju ove
doktorske disertacije i njenom nau¢nom doprinosu u analitici i bioanalitici olopatadina, posebno

u pogledu savremenosti primenjenih metodologija.
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