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1. UvOD

Giht je patolosko upalno stanje Cija se prevalencija povecala zadnjih desetljeca, a
ukazuju na nekoliko rizi¢nih faktora odgovornih za razvoj gihta kao Sto su: prehrana (S
povecanim unosom animalnih purina, alkohola i fruktoze), komorbiditeti (pretilost,
metabolicki sindrom, kroni¢na bubrezna bolest i hipertenzija) te lijekovi (diuretici, beta-
blokatori, acetil-salicilna kiselina, ACE-inhibitori te blokatori receptora za angiotenzin (osim
losartana). Takoder, osobe oboljele od gihta imaju veci rizik od razvoja kardiovaskularnih

oboljenja te kroni¢ne bubrezne bolesti (Doherty i sur., 2016).
1.1. Patofiziologija gihta

Odlaganje kristala u zglobovima (i oko zglobova) moze rezultirati razvojem akutnog i
kroni¢nog upalnog artritisa. Giht nastaje odlaganjem kristala mononatrij-urata-monohidrata
(MSUM) u sinovijalnim zglobovima (Innes, 2015). Ksantin oksidaza katalizira oksidaciju
hipoksantina i ksantina do mokraé¢ne kiseline . Biokemijski se karakterizira saturacijom urata
u ekstracelularnoj tekucini, §to se naziva hiperuricemija (Khanna i sur., 2012). Serumske ili
plazmatske koncentracije urata (MSUM) u tom slucaju prelaze 6.8 mg/dL (~400 mcmol/L),
Sto je ujedno i priblizna granica topljivosti urata u plazmi (Becker, 2017).

Od upalnih medijatora najbrojniji su neutrofili (>90% u zahva¢enom podrucju), a uz

njih se mjere i povisene vrijednosti CRP kod akutnih napadaja (Innes, 2015).
1.2. Klinicka slika gihta

Giht se moze podijeliti na 4 stadija: asimptomatski depoziti u tkivima, akutni giht,
interkriticki periodi te kroni¢ni giht (Engel 1 sur., 2017).

Akutni giht se o€ituje putem jake boli u distalnom zglobu, a Cesto i u gleZnju, koljenu,
laktu te dijelovima Sake. Prisutno je crvenilo, oteknuée te iznimno mekana povrSina
zahvacéenog tkiva. Simptomi akutnog napadaja su obi¢no ograni¢eni na 5-14 dana (Innes,
2015).

Interkritini periodi su razdoblja izmedu napadaja a karakterizira ih hiperuricemija koja
moze uzrokovati nakupljanje urata u tkivima. Ovi periodi postaju sve kra¢i uz pogorsanje

bolesti (Engel i sur., 2017).



Kroni¢ni i rekurentni giht prate ponovljeni napadaji unutar 1 godine od zadnjeg akutnog
dogadaja, a simptomi su: kroni¢na bol i odlaganje MSUM u viSe zglobova, a ujedno i
oStecenje istih. Ucestalost napadaja se povecava kod kroni¢nih stanja. Takoder, moZe do¢i do
stvaranja nakupina u obliku nodusa, tzv. uricki tofi, a nastaju u kasnim fazama bolesti oko
povrsina prstiju, podlaktica, laktova, Ahilovih tetiva i uSiju. Kroni¢na hiperuricemija moze
dovesti do kompleksnijih stanja kao S$to su stvaranje bubreznih kamenaca te pojave
intersticijskog nefritisa upravo zbog odlaganja urata u bubregu. Bubrezne manifestacije
bolesti najcesce su prisutne kod kroniénih uri¢kih nakupina, posebice u pacijenata na terapiji

diureticima (Innes, 2015).
1.3 Lijekovi u lijecenju gihta

LijeCenje gihta moze se podijeliti na akutno i kroni¢no preventivno lijecenje. Ciljevi
lijecenja su: tretirati akutno stanje, sprijeciti buduce akutne napadaje te smanjiti koli¢ine urata
u svrhu profilakse, ali i kako bi se sprijecilo odlaganje kristala u tkivima.

Akutni napadaj gihta ukljuéuje nekoliko terapijskih opcija, no valja napomenuti da
nema pojedinog lijeka koji bi odgovarao lijeCenju svih pacijenata, uzimaju¢i u obzir
komorbiditete istih. Kako se radi o snaznom upalnom dogadaju, koristeni lijekovi su upravo
anti-inflamatornog ucinka. Naj¢e$¢i terapijski izbor su nesteroidni antiinflamatorni lijekovi
(NSAID), ali su takoder izbor i oralni glukokortikoidi te kolhicin. Isto tako, kod iznimno jakih

upalnih napadaja primjenjuje se intraartikularna injekcija glukokortikoida (Becker, 2017).
1.3.1 Nesteroidni anti-inflamatorni lijekovi (NSAID)

Nesteroidni anti-inflamatorni lijekovi (NSAID) prvi su izbor u pogledu lije¢enja akutnih
epizoda bolesti. Svoj ucinak ispoljavaju blokiranjem sinteze prostaglandina, a pojedini
lijekovi utje¢u na kemotaksiju upalnih medijatora, smanjenje produkcije interleukina-1 (I1L-1),
smanjenje produkcije slobodnih radikala i superoksida (Slika 1.). Sintezu prostaglandina
blokiraju vezanjem za enzim ciklooksigenazu (COX), pa se stoga dijele na selektivne i
neselektivne COX-inhibitore. Vecina starijih lijekova ove skupine su neselektivni COX-
inhibitori jer pokazuju sli¢an afinitet vezanja za COX-1 i COX-2 enzime, §to je rezultiralo
farmakoloskim djelovanjem na viSe razina, ali i razvoju nezeljenih uc¢inaka pojedinih lijekova.
COX-2 selektivni inhibitori su noviji pripadnici ove skupine te zbog svoje selektivnosti imaju
uzi spektar djelovanja na razini stani¢ne regulacije (primjerice, ne utjeu na aktivaciju

trombocita i imaju manje gastrointestinalnih nuspojava) (Katzung, 2015).
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Slika 1. Mehanizam djelovanja NSAID

Izbor pojedinog lijeka uvelike ovisi 0 komorbiditetnim stanjima pacijenta, pa su stoga
vazne stroge kontraindikacije za primjenu NSAID: kroni¢na bubrezna bolest (klirens
kreatinina < 60 mL/mL/ 1.73 m?), aktivni duodenalni ili gastricki ulkus, sréano zatajenje ili
nelijeCena hipertenzija, antikoagulativna terapija i postojeca alergija na neki od lijekova. Ovi
lijekovi su najucinkovitiji ukoliko se primjene unutar 48 sati od pojave simptoma napadaja.
Nova istrazivanja pokazuju visoku u¢inkovitost primjene potentnih neselektivnih NSAID kao
§to su naproksen ili indometacin. Kao alternativa se mogu primjeniti selektivni COX-2
inhibitori, primjerice etorikoksib i celekoksib (Becker, 2018). Novije studije pokazuju bolju
podnosljivost pacijenata na etorikoksib u odnosu na ostale NSAID (Zhang i sur., 2016).
Uobicajeno trajanje terapije NSAID lijekovima je od 5 do 7 dana ovisno o pocetku pojave
prvih simptoma napadaja, a terapija se prekida 1 ili 2 dana nakon povlacenja simptoma

(Becker, 2018).
1.3.2 Glukokortikoidi

U slucaju vrlo teskih napadaja gihta u terapiju se uvode glukokortikoidi (Slika 2.).
Mehanizam protuupalnog djelovanja temelji se na povecanoj genskoj ekspresiji protuupalnih
citokina te interakciji uz istovremenu inhibiciju transkripcijskin faktora odgovornih za
ekspresiju pro-upalnih medijatora (Barnes, 1998).

Nacin primjene ovisi o nekoliko faktora kao Sto su broj zahvacenih zglobova te
komorbiditetna stanja pacijenta. Najces¢i izbor je oralna primjena prednizona tijekom trajanja
akutnih simptoma nakon Cega se postupno smanjuje doza kroz 7 do 10 dana. Problem
predstavljaju Ceste nuspojave: promjene raspolozenja, hiperglikemija, poviseni krvni tlak te

retencija tekuc¢ine. Osim oralnih kortikosteroida, moze se primjeniti intraartikularna injekcija
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triamcinolon acetonida ukoliko je zahvacen 1 ili 2 zgloba te ukoliko oralna primjena nije
prikladna. Indirektni dokaz za intraartikularnu primjenu su brojni pozitivni ucinci u lijeenju

reumatoidnog artritisa i osteoartritisa (Becker, 2018).

Slika 2. Kemijske strukture 2 najcesce koristena glukokortikoida u terapiji gihta:

a) prednizon i b) triamcinolon acetonid
1.3.3 Kolhicin

Kolhicin (Slika 3.) je alkaloid izoliran iz biljke Colchicum autumnale, ima vrlo dobru
bioraspolozivost u organizmu te je svoju primjenu nasao ne samo u lijecenju ve¢ i u profilaksi
gihta (Katzung, 2015). Glavni mehanizmi djelovanja temeljeni su na inhibitornom u¢inku na
kemotaksiju neutrofila, adheziju i mobilizaciju, proizvodnju superoksida te smanjenje
otpustanja interleukina-1 (Leung i sur., 2015). Premda je bio primarna terapija godinama
unazad, danas se kolhicin uvodi u terapiju tek u slu¢ajevima kada pacijent ne podnosi NSAID
1 glukokortikoidnu terapiju, te ako je prethodni odgovor na lijeCenje gihta kolhicinom bio
uspjesan. U lijecenju se koristi niska doza, a pocetak primjene je ve¢ kod prvih znakova
akutnog napadaja (3 doze unutar prvih 24h). Terapija se postupno pekida 2 do 3 dana nakon
nestanka simptoma. Kod pacijenata na profilaksnoj terapiji kolhicinom u slu¢aju napdaja
mogu se primjeniti viSe doze koje se takoder smanjuju po zavrSetku akutnog Stanja.
Kontraindikacije za primjenu kolhicina uklju€uju pacijente s oSte¢enom funkcijom bubrega i
jetre, kao i kod istovremenog koriStenja potencijalnih inhibitora enzima CYP3A4 te P-

glikoproteina (Becker, 2018).
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Slika 3. Kemijska struktura kolhicina
1.3.4 Inhibitori interleukina IL-1

Lijekovi koji ciljano inhibiraju put interleukina 1, kao $to su anakinra, kanakinumab i
rilonacept mogu se koristiti u lije¢enju akutnih stanja gihta. Iako jo$ uvijek nema dovoljno
podataka o njihovoj primjeni, uc¢inkoviti su u slucajevima pacijenata refraktornih na terapiju
nesteroidnim-protuupalnim lijekovima i glukokortikoidima. Nedavna istrazivanja pokazuju
visoku ucinkovitost kanakinumaba u smanjenju boli nakon subkutane primjene. Kao i ostala
terpaija, ucinkovitost terapije povecava se ukoliko se primjenjuju mjere prevencije napadaja

snizavanjem razine urata u organizmu (Katzung, 2015).
1.3.5 Urikozurici

Probenecid i sulfinpirazon (Slika 4.) su lijekovi koji djeluju na principu izlu¢ivanja
urata iz organizma i stoga ih nazivamo urikozuricima. Indicirani su za pacijente sa slabim
izlu¢ivanjem urata iz organizma, ali i u slu¢ajevima kada terapija alopurinolom i
febuksostatom nije dovoljno u¢inkovita (Katzung, 2015). Mehanizam djelovanja temelji se na
blokiranju bubreznog aktivnog transporta urata u proksimalnim tubulima. Kompetitivno se
natjeu s uratom za URAT-1 transporter (urat-anionski izmjenjivac) te tako inhibiraju
njegovu reapsorpciju. Pocetak lijeCenja je barem 2 do 3 tjedna nakon zadnjeg akutnog
napadaja gihta. Najcesc¢e nuspojave predstavljaju gastrointestinalne smetnje, ali i moguéi osip
kod nekih pacijenata. Oprez je potreban kod unosa tekuéine i koli¢ine urina zbog

potencijalnog nastanka bubreznih kamenaca (Katzung, 2015).
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Slika 4. Kemijske strukture: a) probenecida i b)sulfinpirazona
1.3.6 Alopurinol

Temeljni lijek za snizavanje urata u organizmu i lije€enje u periodu izmedu akutnih
epizoda gihta je alopurinol. Koristi se kao prva linija lijeCenja kroni¢nog gihta a samo trajanje
lijeCenja moze biti i dozivotno. Prilikom uvodenja alopurinola potrebno je odrzati lijeenje
kolhicinom ili protuupalnim lijekovima sve dok se ne postignu zeljene razine urata, nakon
Cega se nastavlja lijeenje samo alopurinolom (Katzung, 2015).

Mehanizam djelovanja je inhibicija enzima ksantin oksidaze koja je odgovorna za
konverziju hipoksantina i ksantina do mokraéne kiseline/urata (Slika 5.). Alopurinol je
strukturni izomer hipoksantina te upravo zbog kemijske sli¢nosti podlijeze metabolizmu
putem ksantin oksidaze, uslijed ¢ega vr$i inhibiciju enzima u zadnjem koraku metabolizma
(Gustaffson i Unwin, 2013). Enzimskom reakcijom nastaje aloksantin, a razina urata u
organizmu se smanjuje.

Nuspojave koje se mogu javiti su: gastrointestinalne smetnje, periferni neuritis,
vaskulitis, katarakta, hepatotoksi¢nost, intersticijski nefritis te makulopapularne lezije
(Katzung, 2015). Takoder, neke studije pokazuju vefu vjerojatnost razvoja hipertenzije,
hiperkolesterolemije te snizenih vrijednosti jetrenih aminontransferaza (AST, ALT) kod
terapije alopurinolom (Ryu i sur., 2013).
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Slika 5. Mehanizam djelovanja alopurinola i febuksostata

Preuzeto i prilagodeno (https://www.nature.com/articles/2402847/figures/3)
1.4 Febuksostat

Ne-purinski inhibitor enzima ksantin oksidaze odobren 2009. godine od strane FDA
(Food and Drug Administration) u cilju pobolj$anja i unaprjedenja terapije gihta, svoje mjesto
na trzistu pronalazi pod medunarodnim neza$ticenim nazivom febuksostat. Radi se o
potentnom selektivnom inhibitoru koji efikasno smanjuje razine urata u organizmu, pritom ne
interferirajuc¢i s ostalim enzimima u navedenom metabolickom putu, §to je iznimno vazan
napredak u odnosu na alopurinol. Febuksostat pokazuje uéinkovitije snizenje urata od

alopurinola $to daje prednost zbog smanjenja terapijskih doza (Katzung, 2015).

1.4.1 Kemijska struktura i metabolizam febuksostata

Prema Medunarodnoj Uniji za Cistu i Primijenjenu kemiju (IUPAC) sluzbeni naziv
febuksostata je 2-(3-cijano-4-izobutoksifenil)-4-metil- 1,3-tiazol-5-karboksilna kiselina (Slika

6.) . Pripada skupini organskih molekula poznatih kao tiazolkarboksilne kiseline i derivati.



Heterociklicka struktura sadrzi tiazolni prsten koji ima vezanu karboksilnu skupinu

(PubChem, 2005).
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Slika 6. Kemijska struktura febuksostata

Febuksostat se dijelom metabolizira enzimima uridin difosfat glukuronidazama (UGT)
primjerice UGT1A1, UGT1A3, UGT1A9, i UGT2B7, ali takoder i putem citokroma P450
(CYP) kao sto su CYP1A2, CYP2C8 i CYP2C9 te nekim ostalim enzimima izvan CYP
porodice. Oksidacija postrani¢énog izobutilnog lanca dovodi do farmakoloski aktivnih
hidroksilnih metabolita, koji su prisutni u znatno manjoj koncentraciji u plazmi od samog
febuksostata. In vivo metaboliti acil glukuronidi te oksidativni metaboliti su najveé¢im dijelom

prisutni u fecesu i urinu (Drug Bank, 2007).
1.4.2 Nacin primjene i doziranje febuksostata

Apsorbira se 80% doze nakon oralne primjene te vrSne koncentracije u plazmi postize
nakon 1 sata. Metabolizira se u jetri oksidacijom i glukuronidacijom, vrijeme polueliminacije
iznosi 4 do 18 sati.. Radi navedenih farmakokinetickih parametara, terapijsko doziranje je
jednom dnevno, a pocetna doza je 40mg. Zbog mogucih kardiovaskularnih nuspojava (iako
nisu potvrdene) FDA nije odobrila doze vise od 80 mg te je iskljucena prilagodba doza kod
pacijenata sa oSte¢enom funkcijom bubrega (Katzung, 2015). Studije pokazuju znacajno
smanjenje razine urata u pacijenata koji koriste febuksostat, a refraktorni su na prethodnu
terapiju alopurinolom te ujedno smanjuje progresiju kroni¢ne bubrezne bolesti (Sakai i sur.,
2014).



1.4.3 Nuspojave febuksostata

Najces¢i dosadasnji nezeljeni ucinci koji su zabiljezeni su poremecaji funkcije jetre,
upravo zbog svog ekstenzivnog metabolizma. Takoder se mogu javiti dijareja, glavobolja i
nelagoda u trbuhu (EMA, 2012). Vazno je napomenuti da pacijenti intolerantni na terapiju

alopurinolom ne pokazuju smetnje kod terapije febuksostatom (Katzung, 2015).
1.5 Ispitivanje stabilnosti lijekova

Stabilnost lijekova i farmaceutskih proizvoda ozna¢ava kapacitet postojanosti osobina
ljekovite tvari 1 formulacije kao Sto su identitet, ¢istoca 1 potentnost, kroz odredeni vremenski
period. Stabilnost lijeka mozemo podijeliti na nekoliko razina, pa tako razlikujemo kemijsku,
fizicku 1 mikrobiolosku stabilnost.

Sastav formulacije takoder moZe znatno utjecati na stabilnost i mehanizam razgradnje
pripravka. Lijekovi se opcenito ucestalije razgraduju u teku¢im formulacijama, pogotovo u
vodenom mediju, u odnosu na ¢vrste i ne-vodene ljekovite oblike. Ispitivanja stabilnosti daju
uvid na koji nacin se mijenja kvaliteta gotovog proizvoda, ljekovite tvari ili pomocéne tvari
kroz vrijeme pod utjecajem okolisnih ¢imbenika kao §to su temperatura, vlaznost, svjetlost,
pH te brojni ostali uvjeti koji mogu narusiti navedene dijelove formulacije (Ahuja i Dong,
2005). Osim razgradnje aktivne farmaceutske tvari (eng. Active Pharmaceutical Ingredient,
API), ispitivanja stabilnosti Cesto ukljucuju pracenje novonastalih produkata razgradnje,
promjene topljivosti i raspadljivosti, oSte¢enje integriteta pakiranja te mikrobioloske

kontaminacije (Loftsson, 2014).
1.5.1 Kinetika razgradnje lijeka

Brzina kemijske reakcije definira se kao promjena koncentracije reaktanta ili produkta

kroz vremenski tijek reakcije.

a-A+b-B—>P

gdje ,,a“ 1,,b* predstavljaju broj molekula ,,A*“1 ,,B“, a ,,P* oznacava produkt reakcije.
Stoga je brzina reakcije izrazena kao -d[A]/dt, odnosno -d[B]/dt.

Reakcije nultog reda su reakcije koje ne uzimaju u obzir koncentraciju reaktanta:

_d[A]
ar Ko



Pri ¢emu je ko konstanta brzine reakcije nultog reda. Reakcije prvog reda uzimaju u
obzir koncentraciju reaktanta, pa iz toga proizlazi da je brzina reakcije direktno

proporcionalna koncentraciji reaktanta:

_d[A]

d—t =ki[A]

Iako su ,,prave® reakcije nultog reda rijetke, tzv. reakcije pseudo-nultog reda su Ceste
kod razgradnje ljekovitih tvari. U takvim uvjetima, lijek prati razgradnju reakcije prvog reda,
ali je koncentracija tvari konstantna (ako govorimo o slu¢aju otapanja ¢vrste tvari u mediju):

—— =ki[A] =k
i klAl=ko

Iz ¢ega proizlazi da je koncentracija lijeka u odredenom vremenu jednaka pocetnoj

tijeka reakcije (Loftsson, 2014) :

[A]l=[Alo — kot

»

In[A
g | "

vrijeme
Slika 7. Krivulja ovisnosti negativnog logaritma koncentracije lijeka A u odnosu na

vrijeme reakcije, u skladu s reakcijom 1. reda

Preuzeto 1 prilagodeno (Loftsson, 2014)
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1.5.2 Ciljevi ispitivanja stabilnosti lijeka

Cilj ispitivanja stabilnosti je uspostaviti preporuke za uvjete ¢uvanja, odrediti period
ponovnog testiranja i odrediti rok valjanosti lijeka.

Rok valjanosti (eng. Shelf life) je vrijeme kroz koje ljekoviti proizvod treba ostati
intaktan, bez razgradnje sastavnica poletne formulacije. Cesto se definira kao vrijeme
razgradnje ljekovite tvari, a kriteriji prihvatljivosti iznose 95% ili 90% pocetne mase API-a.
Osim kemijske razgradnje ljekovite tvari, granice se mogu postaviti u pogledu fizikalne
stabilnosti pritom prate¢i promjenu kristalne forme lijeka, kao i izgled samog pripravka
(Loftsson, 2014). Propisana je ICH smjernicama Q6A, Q6B i Q3A, a definirana kao testiranje
onih svojstava koji su podlozni promjeni tijekom skladiStenja i ¢uvanja te mogu utjecati na:
kvalitetu, sigurnost/toksiénost i efikasnost/djelovanje proizvoda (Cetina-Cizmek, 2003).

Rok trajanja (eng. expiration date) podrazumijeva datum do kojeg proizvoda¢ jamci
oc¢uvanje kvalitete i potentnosti pripravka. Moze biti definiran kao fiksni datum nakon
proizvodnje lijeka, vrijeme nakon priprave lijeka (npr. oralne miksture i otopine) i kao
vrijeme od otvaranja spremnika u kojem se nalazi pripravak (npr. o¢ne kapi). 1z toga proizlazi

da rok valjanosti mozZe oznacavati razli¢it pojam od Shelf-life specifikacije (Loftsson, 2014).

1.5.3 Vrste ispitivanja stabilnosti

Ispitivanje stabilnosti gotovog proizvoda provodi se prema smjernicama Europske
Agencije za Lijekove (EMA) ili neke druge ovlastene organizacije (npr. ICH, FDA).

Tipovi stabilitetnih studija koje se provode su: ubrzani ,.stres test tijekom razvoja
ljekovitog oblika, ispitivanje stabilnosti tijekom klinickih pokusa, ispitivanja u svrhu
registracije proizvoda te ispitivanja stabilnosti komercijalnih serija proizvoda. Sustav
ispitivanja stabilnosti harmoniziran je na podru¢jima Europe, SAD-a i Japana prema ICH
vodicu Q1A (R2) te podrazumijeva nadin provodenja ispitivanja. (Ahuja i Dong, 2005).
Zahtjeva se ispitivanje najmanje 3 serije supstancije i dvije od tri serije gotovog proizvoda

izradenog kona¢nim procesom i opremljenog u komercijalnu ambalazu (ICH, 2000).
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1.5.4 Uvjeti ispitivanja stabilnosti

Opcenito pracenje stabilnosti lijeka vrSi se pri uvjetima razli¢itih vrijednosti
temperature i relativne vlaznosti. Postavljeni uvjeti odreduju takoder i vremenski period
trajanja ispitivanja, stoga razlikujemo dugoro¢no, ubrzano (,.stres uvjeti) i medu-uvjetno
ispitivanje. Ovisno o vrsti pripravka i polaznim osobinama ljekovite tvari, odreduje se
frekvencija testiranja prema spomenutim vremenskim periodima (npr. 0, 3, 6 mjeseci za
ubrzana ispitivanja; 0, 3, 6, 9 mjeseci za medu-uvjet; svaka 3 mjeseca prve godine i svakih 6
mjeseci druge godine dugoro¢nog ispitivanja). Isto tako, Cesto se koristi model sa Cetiri
klimatske zone (Tablica 1.) koji daje priblizne uvjete ¢uvanja za razlicita podrucja svijeta, a
pojedina zona uzima se za odredenu regiju (Ahuja, 2001).

Tablica 1. Prikaz 4 klimatske zone uvjeta cuvanja

Preuzeto i prilagodeno (Ahuja, 2001)

KLIMATSKA ZONA OPIS/DEFINICIA UVIETI
I umjerena klima 21°C/ 65% r.v.
] subtropska i mediteranska 25°C /1 60% r.v.
klima
1l vruca, suha klima 30°C/35%r.v.
v vruéa, vlazna klima 30°C/70% r.v.

»tres“-ispitivanja podrazumijevaju povecane vrijednosti uvjeta razgradnje lijeka, pri
¢emu je trajanje ispitivanja krace te dobiveni rezultati mogu ukazati na potencijalne promjene
stabilnosti uslijed nepravilnog transporta i ¢uvanja lijekova. Svrhe ubrzanog ispitivanja
lijekova su: utvrdivanje putova kemijske razgradnje lijeka, utvrdivanje uvjeta fizikalne
promjene tvari-polimorfija i jednako vazno ispitivanje kompatibilnosti unutar formulacije ili

ambalaze ukoliko se radi o gotovom proizvodu (ICH, 2000).

12



1.5.5 Testovi stabilnosti i kriteriji prihvatljivosti

Lista testova koja se odnosi na ispitivanje stabilnosti lijeka Cesto je slicna samoj

specifikaciji proizvoda, odnosno mozemo ju smatrati njezinom podjedinicom. Testovi Kkoji

prate parametre promjene kao $to su kvaliteta, identitet, ¢istoca i potentnost koriste se u

Ispitivanjima stabilnosti. 1z spomenutih parametara proizlaze ispitivanja izgleda, razgradnje,

sadrzaja i oslobadanja lijeka (Tablica 2.). Kriteriji prihvatljivosti predstavljaju granice

vrijednosti rezultata pojedinih ispitivanja unutar kojih je lijek stabilan (Ahuja, 2001).

Tablica 2. Prikaz testova stabilnosti i kriterija prihvatljivosti

Preuzeto i prilagodeno (Ahuja, 2001)

TEST

KRITERIJ PRIHVATLIIVOSTI

Izgled

nema razlike u odnosu na kontrolni uzorak

¢uvan pri 5°C

Produkti razgradnje

ne vise od 0.3% za pojedini produkt

Sadrzaj

90.0-110.0%

Oslobadanje/otapanje

Q =80% u 45 min
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Ispitivanje stabilnosti lijeka predstavlja jedan od klju¢nih koraka kako u razvoju, tako i
u izlasku gotovog ljekovitog oblika na trziste. Novi suvremeni lijekovi su u velikom broju
slucajeva vrlo osjetljive supstancije Cija kemijska i fizikalna svojstva mogu biti naruSena
brojnim vanjskim (ali i unutarnjim) ¢imbenicima. U tu je svrhu potrebno razviti osjetljive i
precizne metode ispitivanja, pracenja te identificiranja novonastalih produkata nestabilnosti.
Odabirom prikladnih uvjeta ispitivanja cjelokupni proces razvoja i pracenja lijeka moze se
ubrzati i poboljsati $to omogucuje dobivanje u¢inkovitije i kvalitetnije formulacije, kao i same
aktivne ljekovite tvari.

Buduéi da se radi o novijem lijeku u kroni¢noj terapiji gihta, pracenje uvjeta stabilnosti
neophodno je u karakterizaciji febuksostata. Jedan od vaznih testova stabilnosti je upravo
razgradnja pri oksidativnim uvjetima koja moze biti potencijalni problem u o¢uvanju kvalitete
lijeka. Izlaganje lijeka oksidaciji i pracenje novonastalih promjena klju¢ni je pokazatelj
stabilnosti febuksostata, jer su lijekovi relativno Cesto izlozeni oksidativnoj okolini uslijed
njihove primjene (otvaranje spremnika, uvjeti ¢uvanja, razgradnja i propusnost primarne
ambalaze). Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti spregnuta s masenim
spektrometrom (LC/MS) najprikladnija je tehnika za pracenje i karakterizaciju nastalih
razgradnih produkata unutar navedenih uvjeta ispitivanja stabilnosti febuksostata.

Prilikom ispitivanja lijeka potrebno je optimizirati koristenu analiticku metodu kako bi
dobiveni rezultati bili uspjeSni 1 mjerodavni. Provodenjem analiza pri razli¢itim gradijentima
uz pracenje i detekciju eluiranih molekula dobivamo vrijedne podatke za optimalne uvjete
analize tekuc¢inske kromatografije. Pravilan izbor sastava mobilne faze od iznimne je vaznosti
kod istovremenog pracenja veceg broja spojeva.

Svrha ovog diplomskog rada je optimizirati uvjete kromatografske separacije
febuksostata i njegova poznata 3 oneciS¢enja uz razlicite gradijente te ispitati oksidativnu

stabilnost koriStenjem ubrzanog ,,stress* ispitivanja.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije, standardi (CRS) i plinovi

Kemikalije :

Adenuric®80 mg tablete (Berlin-Chemie Menarini Hrvatska)

Dimetilsulfoksid (Merck, Darmstadt, Njemacka)

Mravlja kiselina 98-100%, p.a. ¢isto¢e (Kemig, Zagreb, Hrvatska)

Procis¢ena voda pripremljena WaterPro sustavom za procis¢avanje vode (Labconco,
Kansas City, SAD)

Acetonitril za tekuéinsku kromatografiju (Lach-ner, Neratovice, Ceska)

Vodikov peroksid (T.T.T. d.o.o0., Sveta nedjelja, Hrvatska)

Standardi (CRS) :

Febuksostat (2-(3-cijano-4-izobutoksifenil)-4-metil-1,3-tiazol-5-karboksilna kiselina)
(Pliva Hrvatska, Zagreb, Hrvatska)

Etil-febuksostat (etil 2-[3-cijano-4-izobutoksifenil]-4-metiltiazol-5-karboksilna
kiselina) (Pliva Hrvatska, Zagreb, Hrvatska)

Febuksostat amid (2-[3-karbamoil-4-izobutoksifenil]-4-metiltiamazol-5-karboksilna
kiselina) (Pliva Hrvatska, Zagreb, Hrvatska)

Febuksostat DEE (2-[3-(etoksikarbonil)-4-izobutoksifenil]-4-metiltiazol-5-karboksilna

kiselina (Pliva Hrvatska, Zagreb, Hrvatska)

Plinovi :

Dusik > 99,999% vol (Peak Scientific, Renfrewshire, Velika Britanija)
Helij 5.0 (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)
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3.1.2. Instrumenti

e Tekucinski kromatograf (Agilent 1100 Chromatograph, Agilent Technologies,
Waldbronn, Njemacka)

e LC/MSD Trap VL maseni detektor s elektrosprej-ionizatorom i analizatorom stupicom
za ione (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

3.1.3 Kemijski pribor i posude

e Analiticka vaga AG245 na cCetiri decimale (Mettler Toledo, Greifensee, gvicarska)

e Boce za mobilnu fazu sustava za teku¢insku kromatografiju

e Bocice za uzorkovanje 1,5 mL sustavom za tekucinsku kromatografiju(Agilent
Technologies, SAD)

o Centrifugirka (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e Filter za $pricu (Chromafil Xtra 0,2 um, 25 mm, Macherey-Nagel GmbH CoKG,
Njemacka)

o Kolona za tekucinsku kromatografiju XBridge C18, dimenzija 150 mm x 4,6 mm,
veli¢ina ¢estica3,5 um (Waters, Milford, SAD)

o Mikropipeta Pipet-Lite XLS (Rainin, Oakland, SAD)

o Ultrazvuéna kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

3.1.4 Racunalni programi

o ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)
o LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Santa Clara,SAD)
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3.2 METODE

3.2.1 Priprema mobilne faze za kromatografiju

Mobilna faza pripremljena je mijeSanjem acetonitrila (ACN) c¢ija Cisto¢a odgovara
kromatografskim zahtjevima, ultra-Ciste vode (H20) dobivene procis¢avanjem WaterPro

sustavom i mravlje kiseline (HCOOH) u postotnim udjelima redom 50:50:0.1.
3.2.2 Priprema standardnih otopina febuksostata (CRS)

Standardne otopine febuksostata, etil febuksostata i DEE-a pripremljene su otapanjem
supstanci u acetonitrilu do koncentracija 0,5 mg/mL. Standardna otopina febuksostat amida
pripremljena je otapanjem supstance u dimetilsulfoksidu (DMSO) da koncentracija bude 0,5
mg/mL.

Otopina febuksostata koriStena kao poredbena otopina u sklopu ispitivanja stabilnosti
pod oksidativnim ,,stress uvjetima pripravljena je otapanjem standarda febuksostata (CRS) u
acetonitrilu (ACN) u odmjernoj tikvici od 5,0 mL do koncentracije 0.1 mg/mL.

Otopine febuksostata koriStene kao radne standardne otopine pripravljene su iz
navedenih standardnih otopina svakodnevno, pipetiranjem odgovarajué¢ih volumena i
otapanjem do Zeljene radne koncentracije u mobilnoj fazi.

Ultrazvuéna kupelj koriStena je u svrhu potpunog otapanja ¢vrstih supstancija kako bi
se dobile kromatografski potrebne bistre otopine. Standardne otopine febuksostata ¢uvane su

na temperaturi +4°C u hladnjaku.

3.2.3 Priprema uzoraka febuksostata iz farmaceutskog gotovog oblika

Uzorci febuksostata dobiveni su pripravljanjem otopine tableta Adenuric®80 mg.
Tablete su prethodno usitnjene te je izvagana masa koja odgovara koli¢ini febuksostata
potrebnoj za izradu otopine. Masa je prebacena u tikvicu od 10,0 mL te nadopunjena
acetonitrilom do oznake. Uzorak je vorteksiran na 2800 rpm 5 minuta, a zatim je za
pospjesenje ekstrakcije Koristena ultrazvuc¢na kupelj u trajanju od 30 minuta. Dobiveni
supernatant odpipetiran je u Eppendorf epruvete nakon ¢ega je centrifugiran pri 6000 rpm
tijekom 5 minuta. Novodobiveni supernatant profiltriran je kroz Chromafil Xtra filter veli¢ine

pora 0,2 um te je prebacen u novu odmjernu tikvicu. Koncentracija otopine uzorka koristene
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za ispitivanja stabilnosti iznosila je 1 mg/mL. Otopina uzorka febuksostata cuvana je na +4°C

u hladnjaku.
3.2.4 Uvjeti ispitivanja stabilnosti i analize uzoraka

Ispitivanje stabilnosti febuksostata ,,stress* degradacijom izvrSeno je koriStenjem 3 %
vodikovog peroksida (H202) u svrhu ubrzanja oksidativnih procesa te dobivanja potencijalnih
novih produkata. Uzorci su ¢uvani na sobnoj temperaturi (20 °C) u trajanju od 140 min, omjer
udjela 3 % otopine vodikovog peroksida i otopine uzorka febuksostata (1 mg/mL) bio je 1:1.
Pripremljene su otopine uzoraka za analizu u mobilnoj fazi koje odgovaraju koncentraciji
febuksostata 250 pg/mL.

Odjeljivanje sastojaka u radnim standardnim otopinama i analiza ispitivanog uzorka
provedeni su na Agilent 1100 kromatografskom sustavu, na obrnuto-faznoj koloni Xbridge
C18 (dimenzije 4,6 mm x 150 mm, veli¢ina Cestica 3,5 um). Tijekom optimizacije
kromatografske metode ispitivani su razliiti gradijentni programi. Protok je bio 0.5
mL/min, a temperatura kolone postavljena je na 30°C. Kromatogrami su snimani na trima
valnim duljinama: 237 nm, 254 nm i 320 nm detektorom diodnog niza (eng. Diode array
detector, DAD).

Masena analiza provedena je na instrumentu Agilent 6300 Series ion Trap. Za
ionizaciju analita koriStena je elektrosprej ionizacija (ESI) dok je kao analizator koriSten
analizator stupica iona (eng. lon-trap). Napon na kapilari iznosio je 3,5 kV. Za rasprsivanje
uzorka koristen je plin dusik, a tlak je rasprSivanja iznosio 10 psi. Dusik je takoder sluzio za
susenje mobilne faze, protok plina za suSenje namjeSten je na 6 L/min, a temperatura na 325
°C. Maseni spektri snimani su u rasponu m/z 100-500.

HPLC sustav ispiran je prije analize svakog dana mobilnom fazom, a na kraju dana

acetonitrilom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

wew 7

4.1 Optimizacija gradijenta za istovremenu analizu oneciS¢enja febuksostata

Analiza poznatih oneciS¢enja febuksostata iznimno je vazan korak kod svakog novog
ispitivanja, pogotovo ispitivanja stabilnosti. U tu svrhu potrebno je razviti optimalnu metodu
za istovremenu analizu febuksostata i njegova 3 oneciS¢enja. Strukture analiziranih spojeva
prikazane su na Slici 8.

Pripremljena je smjesa standarda febuksostata, febuksostat-amida, DEE-febuksostata i
etil-febuksostata te su postavljeni poéetni gradijentni uvjeti analize na HPLC instrumentu.

Pocetni uvjeti uzeti za analizu bili su smjesa acetonitrila, vode i mravlje kiseline u
omjeru 50:50:0.1, a valne duljine detekcije primjenom DAD detektora bile su 320 nm i 360

nm. Daljnjim analizama mijenjan je gradijent mobilne faze ¢iji su ciljevi bili :

e Posti¢i optimalno vrijeme trajanja analize

e Posti¢i dobru razlucivost pikova svih analita

e Identificirati analite s obzirom na razli¢ita vremena zadrzavanja pri razli¢itim
uvjetima analize

e Optimiziranu metodu aktivno primijeniti u svrhu buduéih ispitivanja i analiza
novih produkata/oneciS¢enja febuksostata dobivenih u postupku ,,stress*

razgradnje

Smjesa standardnih radnih otopina sadrzavala je analite u koncentracijama od 50
ug/mL. Redoslijed eluacije pojedinog analita ovisi 0 njegovom kemijskom afinitetu odnosno
polarnosti pri ¢emu se moze jace ili slabije vezati za nepolarnu C18 kolonu, tj. sporije ili brze
eluirati iz kolone. Stoga zaklju¢ujemo da ¢e promjena gradijenta odlucivati o vremenima
zadrzavanja analita i ukupnom trajanju analize. Zbog svoje kemijske strukture i polarnosti,
febuksostat-amid najkrace se zadrzava na koloni te predstavlja prvi eluirani pik, a slijede ga
febuksostat, DEE-febuksostat i na kraju etil-febuskostat koji kao najmanje polaran spoj ostaje

najdulje vezan za kolonu.
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Slika 8. Prikaz struktura: a) febuksostata, b) febuksostat-amida, c) etil-febuksostata i d) DEE-

febuksostata

Kromatograme tijekom optimizacije gradijenta za istovremenu analizu febuksostata i sva 3

oneci$cenja prikazuje Slika 9. a pripadajuce gradijentne programe prikazuju sljedece tablice 3.

do 6.;
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Slika 9. HPLC-DAD kromatogrami eluacije febuksostata (F) i njegova 3 oneciséenja:
febuksostat-amida (amid), DEE-febuksostata (DEE) i etil-febuksostata (etil) pri
razlic¢itim gradijentima mobilne faze. Uvjeti analize: XBridge kolona C18, 4.6x150

mm, 3.5 um, temperatura kolone 30°C, brzina protoka 1 mL/min, valne duljine

detekcije: 320 nm.

Tablica 3. Gradijent | (Slika 9., Kromatogram A)

Vrijeme (min) % B (H20)
0 50
5 50
10 10
15 50
17 50
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Tablica 4. Gradijent 1l (Slika 9., Kromatogram B)

Vrijeme (min) % B (H20)
0 50
3 50
10 10
15 50
17 50

uslijed promjene udjela organske faze.

Tablica 5. Gradijent 111 (Slika 9., Kromatogram C)

Vrijeme (min) % B (H20)
0 40
3 40
10 10
15 10
17 40
20 40

eluacije najbolje ocituje za molekule febuksostata i DEE-febuksostata.

Tablica 6. Gradijent IV (Slika 9., Kromatogram D)

Vrijeme (min) % B (H20)
0 50
3 50
10 5
15 5
17 50
20 50

Usporedujuci kromatograme A i B na Slici 9., vidimo kako analiza, o¢ekivano, brze
zavrsava kod ranijeg povecanja udjela acetonitrila (Kromatogram B). Isto tako, moZze se uociti

da se vrijeme eluacije pikova u slucaju febuksostata i DEE-febuksostata najvise mijenjalo

Kromatogram C (Slika 9.) prikazuje analizu pri najve¢em udjelu acetonitrila u odnosu
na ostale kromatograme. Pocetni udio acetonitrila od 60 % skracuje trajanje analize te dolazi

do primjetne razlike u brzini eluacije analita. Ponovno se spomenuta razlika u vremenu
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Usporedba gradijentnih programa za pojedine kromatograme prikazana je na Slici 10.
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Slika 10. Usporedba promjene udjela (%) organske faze (acetonitril) tijekom gradijentne
analize (min) za sva 4 gradijentna programa (I-1V).



Iako dakle oc¢ekivano vrijeme eluacije analita ovisi 0 gradijentnom programu, odnosno
o udjelu organskog otapala u mobilnoj fazi, vazno je spomenuti da je razlucivanje izmedu
svih analita dobro.

Smanjenje udjela vodene faze, odnosno povecanje udjela organske faze u vremenu
oko 10. minute (o¢ekivani interval eluacije febuksostata) omogucéuje bolji uvid u varijaciju
vremena eluacije febuksostata pri razli¢itim gradijentima, Sto se ujedno vidi u veéim
promjenama vremena zadrzavanja.

Zaklju¢no, u daljnjim analizama odabran je gradijentni program Il. Nakon S$to se
optimiziraju uvjeti stres razgradnje, potrebno je ispitati selektivnost metode, odnosno
osigurati da su svi nastali produkti razgradnje razdvojeni.

4.2 Stres razgradnja febuksostata- oksidacija vodikovim peroksidom

Ispitivanje oksidativnog puta razgradnje febuksostata predstavlja vazan dio stabilitetnih
testova te je nuzno uspostaviti odgovarajuce ,,stress* uvjete. Kako ICH daje smjernice na koji
nacin provesti ova ispitivanja, ali ne i analiticke uvjete, potrebno je naravno optimizirati
uvjete oksidativne razgradnje.

U ovom diplomskom radu ispitani su koncentracija vodikovog peroksida kao
oksidativnog sredstva, omjer vodikovog peroksida i otopine lijeka, temperatura i vrijeme
izloZenosti oksidativnim uvjetima.

Nize koncentracije vodikovog peroksida (0,1-1,0 %) nisu rezultirale razgradnjom
febuksostata, bez obzira na omjer (1:10 do 10:1) u kojem su pomijeSani vodikov peroksid i
otopina uzorka.

Kada je oksidativna razgradnja provedena 3% vodikovim peroksidom na 80°C u
trajanju od 140 minuta, to je rezultiralo znacajnom degradacijom febuksostata.

Sljede¢i uvjeti oksidativne razgradnje bili su pri sobnoj temperaturi, uz dodatak 3%
vodikovog peroksida u trajanju od 60 minuta, ali pritom nije zabiljezena primjetna
degradacija febuksostata.

Nakon detaljnog istrazivanja i provedenih eksperimenata pronadeni su najprikladniji
uvjeti oksidativne razgradnje koristenjem 3 % vodikovog peroksida na sobnoj temperaturi u

trajanju od 140 minuta.
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Otopina uzorka sadrzavala je 3 % vodikov peroksid i otopinu febuksostata u omjeru 1:1.
Oksidirani uzorak usporeden je s intaktnom referentnom otopinom febuksostata pripremljenoj
u jednakoj koncentraciji kao uzorak (250 ug/mL). Kromatogram na Slici 11. prikazuje

kromatograme usporedivanih otopina.

1000+

800+
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400+

200+

L1

T T T T
2 4 6 8 10 12 14 mil

Slika 11. HPLC-DAD kromatogram eluiranih pikova uzorka oksidiranog febuksostata
(---)i poredbene otopine febuksostata (—)(uvjeti razgradnje: 3% H202 u omjeru 1:1,

140 min, sobna temperatura)

Podatci analiziranih otopina pokazuju da je doslo do oksidativne razgradnje S$to

prikazuje Tablica 7.

25



Tablica 7. Kromatografski podatci analize poredbene otopine i otopine oksidiranog uzorka

febuksostata
Vrijeme (min) Povrsina pika
Poredbena 10.579 16101.5
otopina febuksostata
Otopina 10.620 14738.7

oksidiranog uzorka

Smanjenje povrsine pika nakon oksidacije ukazuje na razgradnju febuksostata $to otvara

novo poglavlje ispitivanja novonastalih produkata. Za pocetak je potrebno analizirati pik

razgradenog febuksostata.

Masena spektrometrija daje najbolji uvid u promjene koje se dogadaju na molekulsko-

kemijskoj razini kod nastajanja novih, nama nepoznatih spojeva te sluzi kao vrijedna metoda

identifikacije. U masenom spektru oksidiranog pika febuksostata vidimo molekulski ion m/z

317 koji odgovara protoniranoj molekuli febuksostata (Mr=316) te fragmentni ion m/z 261.

Kod fragmentnog iona m/z 261 uocen je gubitak mase od 56 Da koji odgovara odcjepljenju

izobutilne skupine iz postrani¢nog eterskog lanca na benzenskom prstenu nakon ¢ega ostaje

hidroksilna skupina u navedenom dijelu molekule. Maseni spektar prikazan je na Slici 12.
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20
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+MS

T
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T
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T
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T
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Slika 12. ESI-MS maseni spektar febuksostata: molekulski ion m/z 317 i fragmentni

ion m/z 261.
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4.2.1 Analiza razgradnih produkata nakon oksidacije febuksostata

Kako bismo mogli analizirati novonastale produkte, bilo je potrebno povecati
koncentraciju otopine uzorka febuksostata i time posti¢i intenzivnije pikove razgradnih
produkata s veéom povrSinom. Stoga je pripravljena otopina uzorka febuksostata s
koncentracijom od 1 mg/mL (4 puta veca koncentracija nego prije) te je podvrgnuta ,,stress

razgradnji s 3% vodikovim peroksidom pri istim uvjetima (sobna temperatura, 140 minuta).

Eluirani pikovi analizirani su redom na masenom spektrometru (MS-Total ion current
chromatogram (MS-TIC) nacin snimanja), a kromatogram analiziranog uzorka prikazan je na
Slici 13.

Intens. |
x106

1% A

| 78
iy 3 ‘? 5

T T T
2 4 6 8 10 12 14 Time [min]

Slika 13. MS-TIC kromatogram analiziranog uzorka oksidativne razgradnje febuksostata.

Maseni spektar 1. spoja prikazan je na Slici 14.
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Slika 14. ESI-MS spektar 1. spoja
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Na masenom spektru moze se uociti najdominantniji fragment m/z

fragmenti manjeg intenziteta: m/z 250.9, m/z 217.0, m/z 150.1.

Maseni spektar 2. spoja prikazan je na Slici 15.

316.3 te ostali

+MS
x10° ]
] 316.3
4]
3
2]
1
] 150.1
04 |
—_———t——— .. A .. . -——————-————+—
100 150 200 250 300 350 400 450 mlz
Slika 15. ESI-MS spektar 2. spoja
Maseni spektar 3. spoja prikazan je na Slici 16.
Intens.] +MS
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Slika 16. ESI-MS spektar 3. spoja

Najdominantniji fragment masenog spektra 3. spoja jest m/z 357.1, dok su ostali

fragmenti manje izrazeni. Moze se pretpostaviti kako se radi o spoju ve¢e molekulske mase

od molekule febuksostata (Mr=316), ali i vece polarnosti gledajuéi vrijeme eluacije.
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Maseni spektar 4.spoja prikazan je na Slici 17.
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Slika 17. ESI-MS spektar 4. spoja

Maseni spektar 5.spoja prikazan je na Slici 18.
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Slika 18. ESI-MS spektar 5. spoja
Promatraju¢i masene spektre 4. 1 5.spoja, moze se zakljuciti kako pripadaju istim ili vrlo
slicnim spojevima, a najdominantiji fragment je m/z 203. Sli¢nost vremena eluacije dodatno

ukazuje na njihovu strukturnu sli¢nost, odnosno moguce je kako se radi o potencijalnim

dijasteromerima.
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Maseni spektar 6.spoja prikazan je na Slici 19.
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Slika 19. ESI-MS spektar 6. spoja

Na masenom spektru 6.spoja moze se uociti nekoliko izrazenih fragmenata od kojih je

najdominantniji m/z 261.0. Usporedujuci fragmente m/z 317.1 i m/z 261.0 vidi se razlika od

56 Da $to upucuje na gubitak izobutilne (-CH2CHz3 skupine. Takoder, razlika fragmenta m/z

217 u odnosu na spomenuti fragment m/z 261 odgovara odcjepljenju karboksilne skupine (-

COOH) uiznosu od 44 Da.

Maseni spektar 7.spoja prikazan je na Slici 20.
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Slika 20. ESI-MS spektar 7. spoja

Najdominantniji fragment na masenom spektru 7.spoja je m/z 226.1, dok se od ostalih

fragmenata isticu m/z 150.1 1 m/z 282.1. Ponovno se moze uociti gubitak izobutilne skupine

koji odgovara razlici izmedu fragmenata m/z 282.1 i m/z 226.1.
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Maseni spektar 8. spoja prikazan je na Slici 21.
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Slika 21. ESI-MS spektar 8. Spoja

Na masenom spektru posljednjeg spoja vidimo brojne fragmente vecih intenziteta medu
kojima se posebno isti¢e fragment m/z 150.1. Kako se radi o spoju koji eluira vrlo blizu same

molekule febuksostata, moze se pretpostaviti njihova strukturna slicnost, poglavito polarnost.
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5. ZAKLJUCCI

Pracenje stabilnosti lijeka koriStenjem ubrzanih uvjeta razgradnje uvelike moze pomoci

prilikom odredivanja uvjeta ¢uvanja, ali i razvoja ljekovitog oblika. Jedna od najboljih metoda

provodenja ovakvih ispitivanja jest upravo tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

spregnuta sa masenom spektrometrijom (HPLC-MS). Oksidativni uvjeti stvoreni otopinom

vodikovog peroksida (3 % H202) simuliraju uvijek prisutnu moguénost razgradnje lijekova te

skrac¢uju vrijeme trajanja klasicnih ispitivanja stabilnosti. Takoder, prije analize teku¢inskom

kromatografijom potrebno je pronac¢i optimalni sastav mobilne faze koji bi omogucio

istovremeno pracenje febuksostata i njegovih oneciSéenja te nastalih razgradnih produkata.

U ovom diplomskom radu:

1.

Ispitani su razli¢iti gradijentni programi za istovremenu HPLC-DAD-ESI-MS
analizu febuksostata i njegovih onecis¢enja. Optimalni uvjeti kromatografske
analize su gradijentni program Il (Tablica 4.), uz protok 0,5 mL/min i temperatura
kolone na 30 °C. Kromatogrami su snimani na trima valnim duljinama: 237 nm, 254

nm i 320 nm detektorom diodnog niza.

Vremena zadrzavanja febuksostata, febuksostat-amida, DEE-febuksostata i etil-
febuksostata primjetno se mijenjaju uslijed manjih promjena gradijenta Sto ukazuje
na vaznost optimizacije uvjeta kromatografske separacije. To je posebice vazno kod
nastajanja novih razgradnih produkata nakon ,,stress* razgradnje kada je potrebno
osigurati potpuno razdvajanje svih nastalih razgradnih produkata, odnosno osigurati

selektivnost primijenjene analiticke metode.

Optimizirani uvjeti oksidativne razgradnje febuksostata su: 3 % otopina vodikovog
peroksida uz koncentraciju febuksostata u uzorku 250 pg/mL, kroz 140 minuta na

sobnoj temperaturi (20 °C).

Prilikom razgradnje febuksostata uslijed oksidacije, doslo je do nastajanja osam
razgradnih produkata. Njihove strukture moguée je okarakterizirati daljnjim
istraZzivanjima primjenom vezanog sustava tekuéinske kromatografije i masene

spektrometrije.
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7. SAZETAK / SUMMARY

7.1 Sazetak

Ispitivanje stabilnosti lijeka predstavlja jedan od klju¢nih koraka kako u razvoju, tako i
u izlasku formulacije na trziste. Febuksostat je ne-purinski inhibitor enzima ksantin oksidaze
odobren 2009. godine u cilju pobolj$anja i unaprjedenja terapije gihta.

Svrha ovog diplomskog rada je optimizirati uvjete kromatografske separacije
febuksostata i njegova poznata tri oneciS¢enja koriStenjem razli¢itih gradijentnih programa te
ispitati oksidativnu stabilnost koriStenjem ubrzanog ,stress* ispitivanja s vodikovim
peroksidom (H20-), u cilju odredivanja stabilnosti i uvjeta Cuvanja febuksostata.

U radu su ispitani razlic¢iti gradijentni programi mobilne faze u tekucinskoj
kromatografiji koji ¢e omoguditi istovremeno pracenje febuksostata i tri njegova poznata
oneciScenja, febuksostat amida, febuksostat DEE i etil-febuksostata, kao i potencijalne
razgradne produkte. Kako bi se pronasli optimalni oksidacijski uvjeti koji ¢e razgraditi
febuksostat 5-20 %, ispitani su koncentracija vodikovog peroksida kao oksidativnog sredstva
(0,1-3,0%), omjer vodikovog peroksida i otopine lijeka (1:10 do 10:1) te temperatura i
vrijeme izloZenosti oksidativnim uvjetima. Najbolji uvjeti oksidativne razgradnje febuksostata
ukljucivali su 3% otopinu vodikovog peroksida, u omjeru 1:1, na sobnoj temperaturi u
trajanju od 140 minuta. Pri ovim uvjetima febuksostat se razgradio na 91,5% pocetne
koncentracije, a nastalo je ukupno 8 razgradnih produkata. Tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti spregnuta s masenom spektrometrometrijom (LC/MS) najprikladnija je tehnika
za pracenje i karakterizaciju nastalih razgradnih produkata. Cilj daljnjih istrazivanja bit ¢e
okarakterizirati njihove strukture primjenom vezanog sustava tekucinske kromatografije i

masene spektrometrije.
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7.2 Summary

Drug stability study is one of the key steps of the formulation development, as well as
its process of getting in the market. Febuksostat is a non-purine-selective xanthine oxidase
inhibitor which was approved in 2009 with its main goal being an improvement of existing
gout therapy. The purpose of this diploma thesis is gradient optimization for chromatographic
separation of febuxostat and its three impurities to study the oxidative degradation using
hydrogen peroxide (H20>) ,,stress* testing, while determining the stability of febuxostat. The
different mobile phase gradient programs were tested in this thesis, to enable simultaneous
monitoring of febuxostat, febuxostat-amide, febuxostat DEE and ethyl-febuxostat, so as
potential degradation products. In order to find optimal oxidative conditions which will cause
febuxostat degradation of 5-20 %, a hydrogen peroxide concentration, used as oxidation agent
(0.1-3.0 %), a ratio of hydrogen peroxide and drug solution (1:10 to 10:1), temperature and
time under oxidative conditions were examined. Best conditions for the oxidative degradation
of febuxostat included 3 % hydrogen peroxide, in a ratio 1:1, at room temperature during 140
minutes. Under these conditions febuxostat has degraded to 91.5 % of his starting
concentration, and there was formed a total of eight degradation products. High-pressure
liquid chromatography combined with mass spectrometry (LC/MS) is the most suitable
technique for monitoring and characterization in the stated conditions of febuxostat stability
testing. The goal of future research will be structural characterization of the formed

degradation product by using hyphenated LC-MS technique.
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SUMMARY

Drug stability study is one of the key steps of the formulation development, as well as its process of getting
in the market. Febuksostat is a non-purine-selective xanthine oxidase inhibitor which was approved in 2009
with its main goal being an improvement of existing gout therapy. The purpose of this diploma thesis is
gradient optimization for chromatographic separation of febuxostat and its three impurities to study the
oxidative degradation using hydrogen peroxide (H202) ,,stress testing, while determining the stability of
febuxostat. The different mobile phase gradient programs were tested in this thesis, to enable simultaneous
monitoring of febuxostat, febuxostat-amide, febuxostat DEE and ethyl-febuxostat, so as potential
degradation products. In order to find optimal oxidative conditions which will cause febuxostat degradation
of 5-20 %, a hydrogen peroxide concentration, used as oxidation agent (0.1-3.0 %), a ratio of hydrogen
peroxide and drug solution (1:10 to 10:1), temperature and time under oxidative conditions were examined.
Best conditions for the oxidative degradation of febuxostat included 3 % hydrogen peroxide, in a ratio 1:1,
at room temperature during 140 minutes. Under these conditions febuxostat has degraded to 91.5 % of his
starting concentration, and there was formed a total of eight degradation products. High-pressure liquid
chromatography combined with mass spectrometry (LC/MS) is the most suitable technique for monitoring
and characterization in the stated conditions of febuxostat stability testing. The goal of future research will
be structural characterization of the formed degradation product by using hyphenated LC-MS technique.
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