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1. UvOD

1.1.  HIV/AIDS

Sindrom ste¢ene imunodeficijencije (Acquired Immunodeficiency Sindrom=AIDS) otkiven je
1981. godine u SAD-u medu pripadnicima homoseksualne orijentacije, a ubrzo je identificiran
i HIV virus koji je uzrocnik bolesti te je postavljen temelj znanstvenicima da pokuSaju
napraviti u¢inkovitu terapiju za oboljele od ove teske zarazne bolesti. Prvenstveno je cilj bio
povecati stopu prezivljenja oboljelih, usporiti tijek bolesti te poboljsati kvalitetu njihova
zivota §to je zahvaljujuci otkri¢u i razvoju novih antiretrovirusnih lijekova 1 ostvareno, ali

trajnog ozdravljenja ipak jo$ uvijek nema (Zavrsnik i sur., 2005).

HIV (Human Immunodeficiency Virus) je retrovirus koji pogada imunosni sustav domacina i
oslabljuje njegov imunoloski odgovor time i obranu od mnogih infekcija te poveéava rizik od
razvoja razli¢itih vrsta tumora. Kako virus uni$tava imunosne stanice, a posebice napada
CD4+ limfocite i umanjuje njihovu funkciju, tako oboljela osoba vremenom razvija teski
sindrom steCene imunodeficijencije $to na kraju zavrSava fatalno bududi da se organizam ne
moze izboriti sa svim infekcijama i bolestima. Infekcija HIV-om prenosi se izmjenom
tjelesnih tekucina kao Sto su krv, maj¢ino mlijeko, sperma te vaginalni sekreti, dakle put
prijenosa je s majke na dijete prilikom poroda i dojenja, krvlju te spolnim putem, $to je vrlo

vazno znati kako bi se bolest mogla $to bolje prevenirati (www.who.int).

Dijagnosticira se provedbom seroloskog probirnog testa uz zajamcenu diskreciju 1 zastitu
povijerljivosti ispitivane osobe te kada se otkrije zaraza potrebno je inicijalno procijeniti
uznapredovalost bolesti odredivanjem broja CD4+ limfocita i HIV-viremije u Kkrvi.
Department of Health and Human Services i1 International AIDS Society preporucuju
inicijaciju terapije kod svih pacijenata koji imaju broj CD4 stanica manji od 350 stanica/puL.
krvi ili razinu virusa u krvi ve¢u od 10 000 do 20 000, bez obzira na broj CD4

stanica (Zavrsnik i sur., 2005).

1.1.1. Ciklus razmnozavanja HIV-a

Zivotni ciklus i replikacija HIV virusa je vrlo kompleksna, ali bez njenog znanja i

razumijevanja poznavanje mehanizama djelovanja antivirusnih lijekova i terapije nije moguce
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(Slika 1). HIV je retrovirus i njegov genetski materijal je pohranjen u molekuli RNA. Dva su
vazna glikoproteina na povrSini vanjske ovojnice virusa gpl20 i gp41, a u unutra$njosti
virusne Cestice se nalaze RNA i enzimi potrebni za replikaciju. Nakon ulaska virusa u
organizam, najprije se pomocu gp120 virus veze na membranski CD4+ receptor, te u kontaktu
s CCR5 i CXCR4 koreceptorima na T-limfocitu dolazi do njegovih konformacijskih promjena
te se potom odstranjuje. Nakon adsorpcije, pomoc¢u gp41 dolazi do fuzije, pa otpustanja i
ulaska nukleokapside virusa u stanicu. Nukleokapsida se razgraduje djelovanjem enzima
HIV-proteaze te se RNA otpusta u citoplazmu stanice. Tu nastupa enzim reverzna
transkriptaza koji koristi virusnu RNA za sintezu proviralne DNA ponaSajuci se kao DNA
polimeraza i pritom se stari lanac RNA unisStava. Tako nastala DNA ulazi u jezgru stanice
domacina i uz enzim integrazu se proviralna DNA ugraduje u stanicnu DNA domacina ¢ime
se stanica ireverzibilno transformira u potencijalnog proizvodac¢a virusa (Simon i sur., 2006).
Nezreli virusi nastali na stani¢énoj membrani domacina se otkidaju i1 ulaze u krvotok. Virus da
bi bio infektivan mora proc¢i kroz fazu maturacije gdje je najvazniji enzim HIV-proteaza koji
cijepa multiproteinske molekule na funkcionalne proteine ¢ime nastaju enzimi integraza i
reverzna transkriptaza. ZavrSno se virus koji sadrzi RNA i enzime pupanjem kroz stani¢nu

membranu oprema glikoproteinima i oslobada iz stanice (Zavr$nik i sur., 2005).
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Slika 1. Zivotni ciklus HIV-a i mete lijekova
(https://www.mdpi.com/2073-4409/10/1/174/htm)
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Danas odobreni i dostupni lijekovi za terapiju AIDS-a sprje¢avaju replikaciju virusa, mogu
sprijeciti pojavu bolesti, primjerice prijenos sa zarazene majke na dijete, te znatno smanyjiti

pojavnost oportunistickih infekcija i smrtnost (www.who.int).

Najveci problem anti-HIV terapije je brza mutacija virusa te nastanak rezistencije ¢emu se
doskocilo primjenom kombinacije lijekova razli¢itih mehanizama djelovanja, popularno
nazvano HAART (highly active antiretroviral treatment) terapijom. Po mjestu djelovanja
najznacajniji lijekovi se mogu podijeliti u nekoliko skupina: inhibitori reverzne transkriptaze
(nukleozidni i nenukleozidni), inhibitori integraze, inhibitori proteaze, inhibitori fuzije te
antagonisti CCR5 i CXCR4 receptora (Zavrsnik i sur., 2005).

1.2.  Fosamprenavir

Fosamprenavir je antiretrovirusni lijek druge generacije, inhibitor HIV-proteaze koji se koristi
u kombinacijama s drugim antiretrovirusnim lijekovima kao dio HAART terapije. (Slika 2.)
Kemijsko ime fosamprenavira po IUPAC-u je [(3S)-oksolan-3-il] N-[(2S,3R)-4-[(4-
aminofenil)sulfonil-(2-metilpropil)amino]-1-fenil-3-fosfonooksibutan-2-il]karbamat.
Molekularna formula je CzsH3sN3OoPS, a molekulska masa (Mr) iznosi 585,62 g/mol.
Izgledom je bijeli prah, dobro topljiv u metanolu, etanolu, DMSO-u, DMF-u, a djelomi¢no
topljiv u vodi. Po strukturi je derivat sulfonamida i fosforilirani prolijek amprenavira koji se
nakon primjene u tijelu metabolizira do njegovog aktivnog oblika i djeluje selektivno se

vezuéi na HIV-proteazu (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).

Cilj formiranja prolijeka osim poboljSanja bioraspolozivosti i vece uéinkovitosti zbog
polaganog oslobadanja bilo je i povecanje topljivosti u vodi. Fosamprenavir in vitro nema
dokazanu antivirusnu aktivnost, nego je ta aktivnost uocena tek in vivo nakon pretvorbe u
aktivni oblik amprenavir djelovanjem alkalne fosfataze koja se nalazi u ili blizu intestinalnog

epitela (www.ema.europa.eu).

Amprenavir je kompetitivni inhibitor enzima HIV-proteaze, sastavljenog od dvije monomerne
jedinice gradene od 99 aminokiselina s aspartatom u katalitickom mjestu. Kao izoster
prijelaznog stanja enzima veze se u aktivno mjesto jace od supstrata te sprjeCava enzimsku
aktivnost odnosno cijepanje nefunkcionalnog peptida u funkcionalne proteine tj.enzime
(Ghosh i sur., 2016).


http://www.who.int/

Fosamprenavir je na trzistu dostupan u obliku kalcijeve soli u kombinaciji s malim koli¢inama
ritonavira, jedna filmom obloZena tableta sadrzi 700 mg fosamprenavir kalcija i 100 mg

ritonavira, a primjenjuje se dvaput dnevno (www.ema.europa.eu).

Slika 2. Struktura fosamprenavira

(https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/Fosamprenavir#section=Structures)

1.3. Oneciséenja u lijekovima i klasifikacija oneciS¢enja

Oneciscenje je bilo koja sastavnica ljekovite tvari koja nema kemijski entitet definiran kao ta
ljekovita tvar. Kako su oneciS¢enja vrlo bitna u aspektu uc€inkovitosti i sigurnosti gotovog
proizvoda, a njihova svojstva mogu varirati od neSkodljivosti do ekstremne toksi¢nosti vrlo

vazno ih je karakterizirati 1 pazljivo kontrolirati.

Prema ICH Q3A smjernicama dijele se na nekoliko kategorija:
e organska oneciS¢enja
e anorganska oneciS¢enja

e ostatna otapala

Organska oneciS¢enja mogu nastati tijekom procesa proizvodnje i/ili skladiStenja ljekovite
tvari te mogu biti identificirana ili neidentificirana, hlapljiva ili nehlapljiva, a ukljucuju
polazne sirovine, nusprodukte, meduprodukte, razgradne produkte, reagense, ligande i
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katalizatore. Identificirana oneciS¢enja su prisutna u ljekovitoj supstanciji u koli¢inama iznad
granice za identifikaciju i zato su opisana i strukturno karakterizirana, dok su neidentificirana
prisutna u manjim koli¢inama te su definirana iskljucivo kvalitativnim analitickim svojstvima,
a oboje se jo$ nazivaju i specificiranim oneciS¢enjima. Posebno su propisane i definirane
granice za izvjestavanje, identifikaciju i kvalifikaciju tih oneciS¢enja Sto je prikazano u tablici
1 (ICH Q3A). Osim specificiranih u farmakopeji postoje i druga dokaziva onecis¢enja, to su
teorijski moguca oneciS¢enja definirane strukture koja se mogu, ali ne moraju naéi u
koli¢inama ve¢im od identifikacijskog praga tijekom procesa proizvodnje i Cuvanja, te se
mogu detektirati metodom predlozenom u Europskoj farmakopeji. Organska oneciS¢enja
mogu se analizirati razli¢itim tehnikama, ukljucujuci one koje usporeduju analiticki odgovor
onecis¢enja u odnosu na odgovarajuci referentni standard ili u odnosu na odgovor same

ispitivane tvari (ICH, Q3A).

Tablica 1. Propisane granice za izvjeStavanje, identifikaciju i kvalifikaciju oneciS¢enja u

ljekovitim supstancijama prema ICH smjernicama.

Maksimalna dnevna Granica za Granica za Granica za
doza izvjeStavanje identifikaciju kvalifikaciju
<2g/dan 0,05% 0,10% ili 1.0 mg/dan | 0,15% ili 1.0 mg/dan
(ovisno $to je nize) (ovisno §to je nize)
>2g/dan 0,03% 0,05% 0,05%

Anorganska oneciS¢enja nastaju tijekom procesa proizvodnje, poznata su i identificirana i
ukljucuju reagense, ligande 1 katalizatore, teSke 1 druge metale, anorganske soli, te druge

materijale npr. drveni ugljen.

Ostatna otapala su zaostale, hlapljive organske kemikalije koje se koriste u sintezi odnosno
proizvodnji ljekovite tvari (ICH, Q3A). Prema toksi¢nosti i s obzirom na dozvoljenu dnevnu
izlozenost organizma tim otapalima dijele se na tri skupine (ICH Q3C):
1. skupina- otapala koja treba izbjegavati, poznate humane kancerogenosti, opasna za
okoli§
2. skupina- otapala koja treba ograniciti, negenotoksi¢ni zivotinjski kancerogeni ili
moguci kausti¢ni agensi druge ireverzibilne toksi¢nosti kao $to je neurotoksicnost ili

teratogenost te reverzibilne toksi¢nosti (0,1 mg/dan, koncentracije 10 ppm)



3. skupina- otapala s niskom potencijalnom toksi¢nosti, ograni¢eni dnevni unos je <50
mg/dan, koncentracije 5000 ppm

Identificiraju se 1 kvantificiraju kromatografskim tehnikama, najces¢e plinskom

kromatografijom, a propisane granice ovise o toksi¢nosti otapala, na¢inu primjene i dozama

farmaceutske tvari te se nalaze u ICH smjernicama, poglavlje Q3C.

1.4. Ispitivanja stabilnosti

Za ispitivanja stabilnosti u proslosti su se koristile razne smjernice, medutim danas su od
strane Japana, SAD-a i Europske unije prihvadene smjernice koje propisuje Medunarodno
vijece za uskladivanje tehnickim zahtjevima za registraciju lijekova za ljudsku upotrebu (eng.
International Committee for Harmonisation of Technical Requirements for Registration of

Pharmaceuticals for Human Use, ICH), a provode se u svim fazama razvoja lijeka 1 Cine
kljuéni kriterij prilikom odluc¢ivanja koji je spoj kandidat najpogodniji za daljnji razvoj. Tako
prema ICH smjernicama ispitivanja stabilnosti ukljucuju pracenje i provjeru onih
karakteristika lijeka koje su podloZzne promjenama tijekom skladiStenja te mogu utjecati na

kvalitetu, sigurnost, i/ili ué¢inkovitost lijeka (Ahuja i Scypinski, ured., 2011).

Cilj provedbe ispitivanja stabilnosti je pokazati i dokazati kako se kvaliteta ljekovite
supstancije ili gotovog farmaceutskog proizvoda mijenja tijekom vremena pod utjecajem
izlozenosti razliCitim okoliSnim ¢imbenicima poput temperature, vlaznosti 1 svjetla, a potom
ustvrditi vrijeme kada je potrebno ponovno provijeriti kvalitetu ljekovite supstance ili koliko je
dozvoljeno vrijeme skladiStenja nekog gotovog proizvoda te preporuCene uvjete Cuvanja.
Izbor uvjeta na kojima Ce se provesti ispitivanje je definirano i ovisi o klimatskim uvjetima te

je tako svijet podijeljen na Cetiri klimatske zone (ICH, Q1A).

1.4.1. Prisilna razgradnja lijeka

Prisilna razgradnja lijeka (engl. stress testing ili stress studies, standardni je dio ispitivanja
stabilnosti. Pomaze u identifikaciji najvjerojatnijih razgradnih produkata $to uvelike doprinosi
otkrivanju puta razgradnje lijeka i unutarnje stabilnosti molekule te u validaciji koriStenih
stabilitetno-indikativnih analitickih postupaka. Informacije o mehanizmu razgradnje su
osnova razumijevanja kako ¢e se djelatna tvar ponasati u razli¢itim uvjetima. lako su putevi

razgradnje puno kompleksniji na stresnim uvjetima nego na sobnoj temperaturi, raspodjela
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masa razgradnih produkata daje moguénost predvidanja koji od njih bi mogao nastati tijekom
dugotrajnog skladiStenja, a njihovo dobro razdvajanje je vazno za razvoj i validaciju

stabilitetno-indikativne metode (Ahuja i Scypinski, ured., 2011).

1.4.1.1.  Uyjeti prisilne razgradnje

Ispitivanje se provodi na jednoj seriji ljekovite supstancije i ukljucuje provjeru utjecaja
temperature (povecanje za 10 °C, npr. 50 °C, 60 °C), vlaznosti (npr. 75% RH 1ili vise), te kada
je moguce oksidacije, fotolize ljekovite supstancije i osjetljivosti na hidrolizu na razli¢itim pH
vrijednostima, a detaljniji izbor uvjeta ovisi 0 kemijskim svojstvima ispitivane tvari i odluci

samog analiti¢ara (ICH, Q1A).

Medutim, pitanje je kako odabrati najbolje uvjete za provedbu prisilne razgradnje lijeka,
prema mnogim znanstvenicima oni bi trebali biti takvi da se aktivna tvar razgradi izmedu 5%
I 20%, isticuci da bi za validaciju analiticke metode za odredivanje sadrzaja malih molekula
idealno bilo 10%. Iako nije nuzno da prisilna razgradnja rezultira razgradnim produktima, veé

i takav ishod je dobar pokazatelj i govori o stabilnosti lijeka (Blessy i sur., 2014).

Pretjerani uvjeti razgradnje mogu dovesti do formiranja sekundarnih razgradnih produkata
koji se nece pronaci tijekom Cuvanja lijeka, k tome mogu smetati nastajanju onih primarnih i
vjerojatnijih, pa je stresne uvjete vazno dobro podesiti i izabrati, a razlikuju se s obzirom na
prirodu ispitivane tvari te njena svojstva. Neki znanstvenici imaju pristup da prvotno
nastupaju s ekstremnijim uvjetima i1 kraéim vremenima izlaganja, pa cak i viSestrukim
uzorkovanjem tijekom odredenih vremenskih intervala kako bi pratili stupanj razgradnje
tijekom vremena i dobili bolju sliku o putu razgradnje. Dok drugi pristupaju s oprezom kao da
je tvar labilna, a tek onda pogorSavaju ili ublazavaju te uvjete ovisno o ponasanju tvari kako
bi dobili zadovoljavajuéi stupanj razgradnje. Drugi pristup je favoriziran i tezi se primjeni §to
normalnijih uvjeta, jer kao prvo, prilikom ekstremnih uvjeta razgradnje moze do¢i do
promjene mehanizama reakcije razgradnje, a kao drugo, teze je neutralizirati koristenu veliku

koli¢inu reaktanata prije analize (Blessy i sur., 2014).

Hidroliza je najceS¢a kemijska reakcija razgradnje u kojoj se odvija kataliza ionizirajucih
funkcionalnih skupina prisutnih u molekuli s vodom pri razli¢itom pH. Stresni uvjeti

obuhvadaju izlaganje kiselini ili luzini u odredenim koncentracijama, uobicajeno su to

7



klorovodi¢na ili sumporna kiselina (0,1-1M) i natrijev ili kalijev hidroksid (0,1-1M).
Razgradnja se provodi na sobnoj temperaturi, ili ako nema razgradnje primjenjuju se vise
temperature (50-70 °C), ne dulje od 7 dana, a vazan korak je zavrSna neutralizacija s

odgovaraju¢om kiselinom, bazom ili puferom da se sprije¢i daljnja razgradnja (Blessy i sur.,

2014).

Za oksidaciju se najviSe koristi vodikov peroksid, ali se mogu koristiti 1 drugi oksidacijski
agensi kao Sto su metalni ioni ili inicijatori radikala (npr. azobisizobutironitril, AIBN) u
odabranim koncentracijama. Razgradni produkti nastaju mehanizmom prijenosa elektrona i
formiranja reaktivnih aniona i kationa, a naj¢es¢e se provodi izlaganjem tvari 0,1-3%
vodikovom peroksidu pri neutralnom pH i sobnoj temperaturi, najvise 7 dana odnosno do

maksimalno 20% razgradnje (Blessy i sur., 2014).

Predlozeni uvjeti za ispitivanje fotostabilnosti i termalne razgradnje su opisani u ICH
smjernicama. Za fotolizu se tvar obi¢no izlaze izvoru svjetlosti koje emitira valnu duljinu u
rasponu od 300 do 800 nm, te minimalno 1,2 milijun Ix h i 200W h/m? a maksimalno 6
milijuna Ix h. Termalna razgradnja zahtijeva najnapornije uvjete, suhe tvari i lijekovi se izlazu
suhom 1 vlaZznom zagrijavanju, a otopine i teku¢ine suhom zagrijavanju, obi¢no pri viSim

temperaturama i kraCem vremenu, a temperature izlaganja su 40-80 °C (Blessy i sur., 2014).

1.5.  Zeneth predikcija

Prvi korak kako pristupiti predvidanju mehanizama razgradnje supstancije je proucavanje
dostupne literature, informacije proizvodaca o lijeku ili relevantna monografija lijeka u
farmakopeji gdje su opisana poznata kemijska svojstva tvari. Ako takve informacije nisu
dostupne i ne postoje specifina znanja vezana za tu tvar, tada se poseze za analognim
informacijama o tvarima slicne osnovne strukture u kombinaciji s principima organske kemije
kako bi se doslo do pretpostavke eventualnih teoretskih razgradnih puteva i produkata.
Principi organske kemije se mogu i samostalno koristiti, §to za rukom polazi tek vrlo vrsnom
sintetiaru ili organskom kemicaru, s tim da nerijetko ¢ak i njemu moZze biti teSko pratiti brz
razvoj toga podruéja i ogromnu koli¢inu novootkrivenih informacija i spoznaja. Posebice je
izazovno to sve objediniti i brzo ponuditi rjesenje koje je to¢no i iskoristivo u praksi, stoga se
uvidjela potreba i mogucnost za stvaranje racunalnih in silico programa predvidanja (Ali i
sur., 2018).



Zeneth je in silico sustav razvijen specifi¢no za predvidanje puteva prisilne razgradnje lijeka i
trenutno je jedini komercijalno dostupan i odrZzavan program za tu svrhu. Kao sustav baziran
na informacijama pokuSava imitirati razmisSljanje ljudskog mozga pri pretrazivanju i
povezivanju informacija te donoSenju moguceg rjeSenja. Predvida puteve razgradnje molekule
uzimajuci u obzir njenu strukturu, korisnikove odabrane uvjete reakcije te ogranicenja procesa
poput broja reakcijskih koraka, moguénost dimerizacije ili tautomerizacije. Moze predvidjeti i
potencijalnu razgradnju supstancije zbog interakcija s ionima i pomo¢nim tvarima
povecavaju¢i mogucnost koristenja i za gotove farmaceutske proizvode, a rezultati se mogu
prikazati i spremiti u obliku Word, Excel dokumenata (Ali i sur., 2018). Ima mogucnost
stvaranja vlastite baze podataka, pruzajuci informacije 0 kemijskoj strukturi, imenu,
empirijskoj formuli i to¢noj molekulskoj masi razgradnih produkata i ispitivane molekule pri
zadanim uvjetima, te njenom ponasanju i putu razgradnje. Opcenito, Zeneth predvida puno
viSe potencijanih razgradnih produkata nego S§to su prisutni u praksi, iako neki produkti
nastaju eksperimentalno, samo koli¢inski nedovoljno za detekciju i identifikaciju. Medutim,
opazen je znacajan doprinos otkrivanju struktura nepoznatih spojeva dobivenih pikova na
kromatogramu te masenom spektru (m/z) LC-MS metodom usporedbom sa softverski

predvidenim strukturama (Kleinman i sur., 2014).

1.6. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je najsvestranija i najSire koriStena tehnika za odjeljivanje i
odredivanje sastavnica u razli¢itim organskim, anorganskim 1 bioloskim materijalima, u kojoj
tekuca mobilna faza pod tlakom prolazi kroz ¢eli¢nu kolonu napunjenu ¢esticama stacionarne
faze (veli¢ine 3-10 pum) nose¢i sastavnice uzorka. S obzirom na vrstu stacionarne faze i
mehanizme odjeljivanja mozZe se podijeliti na nekoliko tipova: razdjelnu, adsorpcijsku,
kiralnu, afinitetnu, ionsko-izmjenjivacku kromatografiju i kromatografiju iskljuéenjem po
veli¢ini (Skoog i sur., 2014).

Prema razdiobi se razlikuje jos i normalno-fazna te obrnuto-fazna kromatografija.
U normalno-faznoj kromatografiji zadrzavanje ispitivane tvari ovisi o razdiobi izmedu
polarne stacionarne faze i nepolarne mobilne faze, i koristi se najvise za odjeljivanje

neutralnih spojeva. Sto su interakcije analita sa stacionarnom fazom jace, to je duze vrijeme



zadrzavanja, a skracuje se povecanjem polarnosti mobilne faze (Ahuja i Scypinski, ured.,

2001).

Obrnuto-fazna kromatografija se temelji na razdiobi ispitivane tvari izmedu nepolarne
stacionarne faze 1 polarne mobilne faze, s tim da se analit brze eluira Sto je sastav mobilne
faze nepolarniji. Prvi je izbor kod veline analita zbog njihove bolje topljivosti i lakSe
detekcije u nepolarnim otapalima, a kolone s takvom stacionarnom fazom su iskoristive,

stabilne i reproducibilne (Ahuja i Scypinski, ured., 2001).

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti je to¢na, precizna i izdrzljiva metoda za
kvantitativnu analizu farmaceutskih tvari i gotovih proizvoda, pracenje stabilnosti aktivnih
supstancija i dozirnih oblika te odredivanje razgradnih produkata, pracenje oslobadanja
djelatne tvari iz farmaceutskog oblika, odredivanje lijekova i njihovih metabolita u bioloskim

tekuc¢inama i odredivanje koeficijenta razdjeljenja i pK, vrijednosti molekule (Watson, 1999).

Prednosti HPLC metode su preciznost i automatiziranost, manja mogucnost razgradnje uzorka
od metode plinske kromatografije, visoka selektivnost metode s obzirom na razli¢ite kolone i
detektore koji se mogu koristiti, t¢ mogucnost analize nehlapljivih i termolabilnih tvari,
anorganskih iona, makromolekula i slabo stabilnih prirodnih produkata. S druge strane
ograni¢enja su velika potro$nja organskih otapala koja zahtijevaju pravilno zbrinjavanje,
djelatne tvari prije analize se moraju ekstrahirati iz farmaceutskog oblika te je potreban razvoj

pouzdanih i jeftinijih detektora za pracenje spojeva bez kromofora (Watson, 1999).

1.6.1. UPLC

Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti je naprednija inac¢ica HPLC tehnike
koja koristi znatno vise tlakove (1000-1500 bar), kolone sa stacionarnim fazama manjih
Cestica (<2,5 um) i vece brzine protoka mobilne faze. Radi na istom principu kao HPLC,
jednako je robustna i ponovljiva, ali s poboljSanom osjetljivosc¢u, razlucivoscu i brzinom
analize te tako Stedi vrijeme i novac. Osim toga povecana je i djelotvornost kolone
povecanjem broja tavana §to rezultira manjim Sirenjem vrpci i njihovim boljim izgledom.
Moguce je odrediti manje koncentracije analita te lakSe 1 brze optimizirati 1 validirati novu
metodu, a manja je i potroSnja mobilne faze tj. ekoloski neprihvatljivih organskih otapala jer

je skraceno vrijeme analize. Koristiti se moze za iste svrhe kao i HPLC, izmedu ostalog i za
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brzi razvoj novih metoda, odredivanje 1 kvantifikaciju onecis¢enja, u procesnim analizama te

u analizama okoliSa, hrane, forenzickim i toksikolo$kim analizama, a moguca je kombinacija i

s drugim analitickim tehnikama (Shaikh i Hussain, 2016).

1.6.2. Dijelovi HPLC/UPLC instrumenta

Tekuéinski kromatograf se sastoji od (Kazakevich i LoBrutto, ured., 2007):

Spremnika mobilne faze s jednim ili vise staklenih spremnika koji sadrzavaju 500 mL
ili viSe otapala te sustava za obradu otapala koji uklanja Cvrste Cestice i otopljene
plinove iz otapala koji utjeCu na radnu sposobnost detektora.

Crpke koja omogucuje konstantan i neprekidan protok mobilne faze kroz sustav, a
veéina modernih crpki dopusta kontrolirano mijeSanje razli¢itih otapala iz razli¢itiih
spremnika.

Sustava za unoSenje uzorka koji omogucuje unosSenje uzorka u mobilnu fazu prije
njenog dolaska na kolonu. Vecina modernih sustava za unoSenje uzorka je
automatizirano pa to dopusta programirano unosenje razli¢itih volumena uzoraka.
Kolone- c¢eli¢na cijev punjena vrlo malim cCesticama (veli¢ine 1-5um) cvrstog
poroznog materijala koji €ini stacionarnu fazu 1 zasluZna je za odjeljivanje analita u
smjesi. Moze biti razli¢itih duljina, unutarnjeg promjera i dimenzija Cestica.

Detektora- uredaj koji kontinuirano biljezi specifi¢na fizikalna (ponekad kemijska)
svojstva analita nakon prolaska kroz kolonu. NajceS¢e koriSten je detektor s nizom
fotoosjetljivih dioda (DAD, engl. diode array detector) koji prati i biljezi apsorbanciju
ultraljubicastog ili vidljivog zraCenja na odabranoj valnoj dulijni ili rasponu valnih
duljina. Zatim se jo$ koriste maseni detektor (MS), fluorescencijski detektor (FLD),
detektor rasprSenja svjetlosti u uparenom uzorku (ELSD, engl. evaporative light
scattering detector), elektrokemijski detektor (ECD) ili detektor indeksa loma (RID,
engl. refractive index detection).

HPLC sustav je spojen na racunalni sustav koji kontrolira sve kromatografske parametre

ukljucujuéi sastav mobilne faze, temperaturu, redoslijed uzimanja uzorka, a moze obraditi

podatke koje dobiva preko detektora. Shematski prikaz HPLC uredaja prikazan je na slici 3.
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] HPLC kolona
Sustav za
unosenje A
Spremnik otapala & B Detektor Otpad

Slika 3. Shematski prikaz HPLC uredaja
(http://www.knowledge-savoir.com/chromatography-6/)

1.7. Stabilitetno-indikativha HPLC metoda

Zahtjevi dobre proizvodacke prakse kazu da svaki lijek prije puStanja u promet mora biti
ispitan stabilitetno-indikativnom metodom. Prema FDA-u, stabilitetno-indikativna metoda je
validirani kvantitativni analiticki postupak koji se koristi za detekciju promjene stabilnosti
ljekovite supstancije ili gotovog farmaceutskog proizvoda tijekom vremena, mjere¢i promjenu
koncentracije aktivne tvari bez medudjelovanja s drugim razgradnim produktima,

oneci§¢enjima i pomoc¢nim tvarima (Blessy i sur., 2014).

Specifi¢nost razvijene metode se provjerava provedbom prisilne razgradnje lijeka kada je vrlo
malo poznatih informacija o potencijalnim razgradnim produktima, a razvoj odgovarajuce
metode je vazna karika tijekom pracenja procesa razvoja lijeka, provodenja ispitivanja

stabilnosti i odredivanja ispravnih uvjeta cuvanja proizvoda (Blessy i sur., 2014).

Razvijena stabilitetno-indikativna metoda mora biti validirana po ICH smjernicama te
zadovoljavati validacijske parametre: selektivnost, linearnost, to¢nost, preciznost, granicu
dokazivanja, granicu odredivanja i izdrzljivost. ISto tako obavezno je potrebno izolirati,
identificirati i kvantificirati oneciS¢enja koja su prisutna iznad granice za identifikaciju.
Analiti¢ki postupak se revidira i validira sve dok ne zadovolji sve validacijske parametre

odredene zahtjevima (Blessy i sur., 2014).
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1.8.  Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je snazna i svestrana analiticka tehnika koja pruza informacije o

identitetu, molekularnoj masi, elementarnom sastavu te kemijskoj strukturi nepoznate

supstancije. Prema tome se moze podijeliti na atomsku ili elementarnu 1 molekularnu masenu

spektrometriju. Atomskom spektrometrijom masa se kvantitativno mogu odrediti gotovo svi

elementi periodnog sustava, a molekularnom spektrometrijom masa strukture anorganskih,

organskih 1 bioloskih molekula te informacije o kvalitativnom i kvantitativnom sastavu

slozenih smjesa spojeva (Skoog i sur., 2014).

Destruktivna je tehnika, radi po nacelu ionizacije molekula ili molekulskih fragmenata u

visokom vakuumu ili neposredno prije ulaska uzorka u visoki vakuum, koriste¢i razlicite

tehnike ionizacije. Analit se iz ¢vrstog stanja mora prevesti u ionizirano plinovito stanje te se

potom molekule razdvajaju po njihovoj masi primjenom elektri¢cnog ili magnetskog polja

(Watson, 1999).
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Slika 4. Shematski prikaz spektrometra masa
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(https://sisu.ut.ee/heritage-analysis/52-mass-spectrometry)

Maseni spektrometar je instrument razlicite veli€ine, cijene te razlu€ivanja, koji u visokom

vakuumu ili pri atmosferskom tlaku neposredno prije ulaska u visoki vakuum ionizira
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molekule, a potom ih razdvaja po vrijednosti omjera mase i naboja (m/z), detektira i prikazuje
kao maseni spektar. Slika 4 shematski prikazuje da se sastoji od (Skoog i sur., 2014):

e ionizacijske komore u kojoj se mala koli¢ina analita prevodi u plinovito stanje i
bombardira elektronima, fotonima, ionima ili molekulama a iz nje izlazi struja
pozitivnih ili negativnih plinovitih iona (u atomskim masenim spektrometrima
ionizacija se provodi dovodenjem toplinske ili elektri¢ne energije)

e ubrzavajucih plocica koje ubrzavaju ione prije ulaska u analizator

e masenog analizatora koji razdvaja ione na temelju njihovog omjera mase i naboja
(m/z)

e detektora/skupljaca iona koji pretvara m/z vrijednosti iona u elektri¢ni signal S$to

racunalni sustav za obradu podataka prikazuje kao maseni spektar

Masena spektrometrija je visokospecificna metoda za odredivanje i potvrdu identiteta ili
strukture ljekovitih tvari tijekom proizvodnje, za pracenje i karakterizaciju njihovih
oneciS¢enja, te vrlo osjetljiva i specificna metoda za odredivanje lijekova i njihovih
metabolita u bioloskim teku¢inama i tkivima u kombinaciji s kromatografskim tehnikama.
Prednosti metode su uz sve gore navedene mogucnosti i male koli¢ine uzorka dovoljne za
analizu, a nedostaci su rijetko koriStenje u rutinskoj kontroli kakvoce 1 skupa

instrumentalizacija koja zahtijeva posebno obrazovanog strué¢njaka (Watson, 1999).

1.8.1. lonizacija

Svojstva idealne ionizacijske komore bila bi visoka uéinkovitost ionizacije i stabilnost iona,
kontrola koli¢ine unutarnje energije koja se predaje molekulama kako ne bi doslo do dodatne
razgradnje uzorka- te kompatibilnost s kromatografskim tehnikama, posebice HPLC-om.
Postoji nekoliko najznacajnijih razli¢itih nacina ionizacije U primjeni: ionizacija djelovanjem
snopa elektrona (EI, engl. Electron impact), kemijska ionizacija (Cl), elektrosprej ionizacija
(ESI), kemijska ionizacija kod atmosferskog tlaka (APCI, engl. Atmospheric-pressure
chemical ionisation), matriksom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom (MALDI,
engl. Matrix-assisted laser desorption ionisation) (Kazakevich i LoBrutto, ured., 2007).
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lonizacija djelovanjem snopa elektrona, El

Jedna od najranije razvijenih ionizacijskin metoda gdje se molekule grijanog i plinovitog
uzorka ioniziraju bombardiranjem sa snopom elektrona visoke energije (obi¢no 70 eV). Nije
primjenjiva kod nehlapljivih i nestabilnih uzoraka zbog toga $to velika energija elektrona
uzrokuje pucanje veza u analitu i snaznu fragmentaciju na manje ione, stoga je molekulski ion
Cesto slabo izrazen. loni mogu izgubiti samo jedan radikal, ali i vise neutralnih fragmenata

(Watson, 1999).

Kemijska ionizacija, Cl

U kemijskoj ionizaciji snopom elektrona se ioniziraju molekule inertnog plina stvarajuci ione
koji poti¢u ionizaciju molekula uzorka pri ¢emu nastaju pozitivni ili negativni ioni.
Molekulski ion je prisutan u masenom spektru ve¢inom u obliku adukta ili samostalno jer je
fragmentacija znacajno manja, a buduci da ona ovisi o inertnom plinu potreban je njegov
pazljiv odabir, a najces¢e se koriste metan, amonijak i izobutan (Kazakevich i LoBrutto,
ured., 2007).

Elektrosprej ionizacija, ESI

Elektrosprej ionizacija je danas naj¢eSc¢e koriStena metoda ionizacije zbog kompatibilnosti s
teku¢inskom kromatografijom. Uzorak se ionizira i rasprSuje u male kapljice prolaskom kroz
kapilaru ¢iji je kraj na visokom potencijalu (4-5 KV). lonizirani aerosol se stvara pri
atmosferskom tlaku i otapalo se u velikoj vec¢ini uklanja strujom duSika, a nabijene molekule
dalje putuju u maseni spektrometar. Osjetljiva je i blaga metoda ionizacije zbog ¢ega spektar
moze biti jednostavan i sadrzavati samo molekulski ion ili eventualna fragmentacija moze biti
potaknuta koristenjem razli¢itih potencijala (Watson, 1999). Moguca je analiza

makromolekula zbog formiranja visestruko nabijenih iona proteina/peptida, ali i malih

molekula s tim da je pogodnija za polarne molekule (Kazakevich i LoBrutto, ured., 2007).

Kemijska ionizacija kod atmosferskog tlaka, APCI

Vrlo sli¢na ESI i1 CI, pri atmosferskom tlaku se otopina uzorka rasprsuje u struji dusika, a na

visokoj temperaturi od 400-500 °C otapalo isparava s minimalnom razgradnjom uzorka.
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Izbijajuca igla (potencijal 3-5kV) je odgovorna za proizvodnju naboja i inicijaciju ionizacije
otapala, a tako stvoreni ioni reagiraju s molekulama analita koje su u plinovitoj fazi i
ioniziraju ih. Budu¢i da je ionizacija odvojena od isparavanja otapala za razliku od ESI, mogu
se koristiti i otapala nepovoljna za stvaranje iona, ali isto tako 1 nema mogucnost visestrukog
nabijanja makromolekula, pa je dobiveni rezultat direktno povezan s realnom koli¢inom
analita. Pogodna je za spajanje s HPLC-om te analizu hlapljivih ili djelomi¢no hlapljivih
spojeva, manjih i termostabilnih molekula (Kazakevich i LoBrutto, ured., 2007).

Matriksom potpomognuta ionizacija laserskom desorpcijom, MALDI

Siroko koristena, superosjetljiva ionizacijska metoda u spektrometriji masa biomolekula,
idealna je za karakterizaciju i1 odredivanje molekulske mase velikih proteina. Uzorak je
otopljen u matriksu koji apsorbira UV ili IR zrafenje te zajedno s matriksom kristalizira
nakon otparavanja otapala. Potom se ionizira kratkim laserskim pulsom jakog inteziteta i ioni
se odvajaju od matriksa i1 ubrzavaju u elekticnom polju nakon ¢ega u polju bez naboja laksi
ioni putuju brze. Molekulska masa se odreduje s obzirom na vrijeme potrebno molekulama da
dodu do detektora (Watson, 1999).

1.8.2. lonska separacija

Glavna funkcija analizatora masa je mjeriti vrijednosti omjera mase i naboja (m/z) te na
osnovu toga provesti razdvajanje iona, a princip njihovog rada ovisi o interakcijama nabijenih
Cestica s elektricnim ili magnetskim poljem. NajceS¢e koriSteni su magnetski analizator,
kvadrupolni analizator masa, stupica iona analizator, analizator vremena leta (TOF, engl.
Time of flight), analizator mase ionsko-ciklotronske rezonancije s Fourierovim
transformacijama (FC-ICR, engl. Fourier transform ion cyclotron resonance). Kombinacijom
razli¢itih analizatora masa stvara se tandemska masena spektroskopija (MS/MS), znana i pod
nazivom trostruki kvadrupol, koja se koristi za strukturnu karakterizaciju spojeva (Kazakevich
i LoBrutto, ured., 2007).

Magnetski analizator

Nakon ionizacije ioni dolaze i ubrzavaju se u elektricnom polju jakosti 3-8 kV kako bi imali

odredenu kineticku energiju prije ulaska u magnetsko polje. Prolaskom kroz polje dobivaju
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otklon ovisno o njihovom omjeru mase i naboja, a pri tome vec¢e molekule se teze otklanjaju,

odnosno veli¢ina otklona je obrnuto proporcionalna masi iona $to je opisano formulom:

H?r?
2V

m/z =

H- jakost magnetskog polja

r- radijus puta u kojem ion putuje

V- napon ubrzavanja

Na odredenim vrijednostima H i1 V, pojedini ioni odredene mase nemaju otklona i ne mogu
do¢i do detektora, stoga je vazno da jakost magnetskog polja bude promjenjiva kako bi svi
ioni razli¢itth masa bili detektirani. Druga mogucnost je mijenjati napon ubrzavanja pri
konstantnoj jakosti magnetskog polja kako bi se ioni razdvojili po svojim kinetickim

energijama i tako detektirali (Watson, 1999).

Kvadrupolni analizator

to¢no odredenim kutom od 180° pri ¢emu jedno oscilira rezonantnom frekvencijom za svaku
m/z vrijednost. Ioni koji rezoniraju na frekvenciji kvadrupola mogu pro¢i kroz njega do
detektora, a ostali doticu elektrode 1 postaju neutralne molekule. Mijenjajuc¢i frekvenciju
kvadrupola mogu se odabrati ioni odredenog omjera mase 1 naboja koji mogu do¢i do

detektora (Watson, 1999).

Stupica iona (lon trap) analizator

Trodimenzionalni analog kvadrupolnog analizatora, ioni ulaze u elektri¢no polje sastavljeno
od tri elektrode s prstenastom elektrodom u sredini gdje se ioni nadu uhvaceni u stupicu i
kruze. Nakon primjene elektri¢nog polja odredene jakosti stabilna putanja iona kroz stupicu je
potpomognuta helijem koji uklanja kineti¢ku energiju sudarom s ionima §to im omogucuje da
izadu iz stupice kroz sredisnji dio i tako izbaceni dodu do detektora (Kazakevich i LoBrutto,
ured., 2007).
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Analizator vremena leta (TOF)

U analizatoru vremena leta ioni se najprije ubrzavaju u elektricnom polju poznate jakosti, a
zatim slobodno putuju u dugoj cijevi do detektora. Mjeri se vrijeme leta iona do detektora
koje je direktno ovisno o omjeru mase i naboja iona te proporcionalno masi molekule,
odnosno tezi ioni trebaju vise vremena da stignu do detektora, a laksi putuju krace.
Analizatori TOF su prikladni za analizu iona velike molekulske mase, a mogu imati ugradeno
ionsko ogledalo (engl. reflectron, ion mirror) koje omogucava da ioni istih masa, a razli¢itih
kinetickih energija istovremeno dodu do detektora tako Sto odbija ione i Salje ih u suprotnom
smjeru te im produljuje put koji prolaze do detektora i povecava razlu€ivanje instrumenta

(Kazakevich i LoBrutto, ured., 2007).

Tandemska masena spektroskopija (MS/MS)

U tipi¢noj MS/MS tehnici koriste se dva analizatora masa, prvi se koristi za odabir iona od
interesa (obi¢no se naziva ion prekursor) koji se onda izlaze fragmentaciji u kolizijskoj ¢eliji
pri ¢emu nastaju ioni produkti koji dalje odlaze u drugi analizator gdje se analiziraju.
Fragmentacija se najcesce postize sudarom molekulskog iona s atomima argona u kolizijskoj
¢eliji.. Tandemska masena spektrometrija pruza vazne informacije u analizi fragmentacije
molekulskog iona te rasvjetljavanje njegove strukture i molekulske mase (Kazakevich i
LoBrutto, ured., 2007).

Q-TOF

Primjer najceS¢e koriStenog MS ili MS/MS sustava danasnjice je Q-TOF gdje je uspjesno
kombiniran kvadrupolni analizator i analizator vremena leta s APCI i ESI tehnikama
ionizacije. Snazan je i robustan instrument, visoke osjetljivosti, razlu¢ivosti i to¢nosti,
shematski prikazan na slici 5 u kombinaciji s HPLC-om. Najlakse ga je opisati kao trostruki
kvadrupol, gdje je zadnji kvadrupol zamijenjen TOF analizatorom. Prvi kvadrupol se
nastavlja na ionizacijsku komoru, a sluzi za smirivanje kolizije i usmjeravanje iona te u
MS/MS tehnici ima ulogu filtera masa, tako $to propusta i ubrzava ion od interesa prije ulaska
u drugi kvadrupol (ili heksapol), takozvanu kolizijsku c¢eliju gdje se ion podvrgava

fragmentaciji s neutralnim molekulama plina. Tako nastali fragmenti potom odlaze u TOF i
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svi se istovremeno analiziraju $to je takoder prednost ove tehnike (Kazakevich i LoBrutto,
ured., 2007).

Analizator vremena leta

Tekuéinska Kromatografija Spektroskopija masa

Sustav za obradu otapala
Heksapolna
> D kolizijska éelija
Tonizacijska Kvadmpolni
. komora analizator masa
Spremnici Cipka . |
otapala H |‘
/ P EQ = i = e Ell;l— |||
m / L) # & _Fﬁ- — D ||*— "l
b - HPLC koloa Detelctor
i 4 Sustav za unoienje |
uzorka =

Slika 5. Shematski prikaz LC-MS sustava s Q-TOF analizatorom

pooDLEm
voBBEpoy

(https://www.semanticscholar.org/paper/Computational-Analysis-of-LC-MS%2FMS-Data-
for-Zhou/abclcc1807hcc922f3a2al1d143d7e5e5baal008b/fiqure/2)

19. LC-MS

Nakon §to su pojedinacne tehnike dovoljno razvijene te su uoeni njihovi nedostaci i
ograniCenja, javila se ideja za spajanjem pojedinih tehnika i1 iskoriStavanjem prednosti koje
svaka od njih sa sobom nosi. Stoga danas imamo spregnutu tehniku LC-MS koja je pogodna
za analizu velikih, polarnih, termolabilnih 1 nehlapljivih spojeva s visokom selektivnoScu 1
osjetljivos¢u pri ¢emu ima mogucénost izoliranja i pra¢enja pikova na odabranoj masi te tako
postaje 1 fingerprint analiticka tehnika (www.agilent.com). ldentifikacija i kvantifikacija
metabolita lijekova vaZna je za razumijevanje metabolizma gotovog lijeka te ispitivanje

farmakokinetickih svojstava lijeka (Parasuraman i sur., 2014).

U procesu razvoja farmaceutskog proizvoda korisno je $to LC-MS daje moguénost strukturne
karakterizacije analita, odredivanja njegove molekularne mase, ali i kvalitativnu analizu, a
osim toga velika je prednost §to se tom tehnikom mogu analizirati 1 spojevi koji nemaju
kromofore u svojoj strukturi. Maseni detektor spregnut s drugim LC detektorom primjerice
DAD je ucinkovitiji jer daje ogromnu koli¢inu informacija za nedvojbenu potvrdu i
identifikaciju pri  niskim granicama dokazivanja uz provjeru Cistoce pikova

(www.agilent.com).
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Medutim, nije bilo lako spojiti ove dvije tehnike budu¢i da svaka ima svoje specifi¢nosti i
zahtjeve pri kojima funkcionira, primjerice tekuéinska kromatografija koristi velike protoke
otapala koje se zatim mora pretvoriti u plinovito stanje pri ¢emu dolazi do njegove velike
ekspanzije, a protok plina u masenom detektoru je puno manji od toga, pa se moralo nekako
doskociti odvodenju viska otapala. Takoder temperatura pri masenoj detekciji je puno veca,
preferira hlapljive pufere te postoji ograni¢enje u rasponu masa koje se mogu detektirati, dok
niti jedno od ovoga nije slucaj u tekuc¢inskoj kromatografiji koja je mnogo fleksibilnija u tim
aspektima 1 koristi anorganske pufere. Svemu tome se doskocilo primjenom razli¢itih vrsta

ionizacija od ¢ega su najc¢esce korisStene ESI i APCI (www.agilent.com).

Tipi¢ni LC-MS se sastoji od masenog spektrometra i HPLC uredaja. Nakon odjeljivanja
uzorka na LC-u, Cestice dolaze do mjesta ionizacije gdje se pretvaraju u ione u plinovitom
stanju 1 ulaze u analizator masa. Tamo se rasporeduju ovisno o svojoj masi i omjeru naboja te
odlaze u detektor koji broji te ione na izlasku iz analizatora i pretvara u signal. Rezultat se
iskazuje masenim spektrom prikazan kao vrijednost omjera mase i naboja (m/z), te na temelju
toga se moze zakljuciti o prirodi analiziranog spoja, njegovoj molekulskoj masi i strukturi

koriste¢i dostupnu bazu podataka (Parasuraman i sur., 2014).
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2.  OBRAZLOZENJE TEME

Tema ovog diplomskog rada je prisilna razgradnja fosamprenavira i analiza razgradnih
produkata teku¢inskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa. lako su
potpuna fragmentacija fosamprenavira, putevi razgradnje i oneciS¢enja opisani u literaturi
(Singh i sur., 2019), cilj ovog rada bio je analizirati razgradne produkte fosamprenavira vrlo
brzom stabilitetno-indikativnom metodom u kombinaciji sa spektrometrijom masa te
rasvijetliti njihove strukture i mehanizme nastanka uz pomo¢ predvidanja sa Zeneth in silico

rac¢unalnim sustavom.

Zeneth predikcija kao skup svih dostupnih znanja daje odli¢ne informacije ne tako iskusnom
analiticaru na kojim mjestima dolazi do pucanja veza kako bi Sto lakSe zakljucio o
mehanizmu razgradnje ispitivane supstancije, zatim koje molekulske mase moze ocekivati u
masenom spektru uz prikaz pripadaju¢ih struktura, Sto Stedi vrijeme analize i doprinosi
nedvojbenoj potvrdi produkata razgradnje koji su najvjerojatniji da ¢e nastati tijekom
skladistenja gotovog proizvoda. lako je u literaturi poznat detaljan mehanizam razgradnje
fosamprenavira, ovdje nastali razgradni produkti ipak daju realniji prikaz promjena koje se
dogadaju s djelatnom tvari tijekom primjene i Cuvanja lijeka, a pracene su kracom i

jednostavnijom analitickom metodom.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

U izradi ovog diplomskog rada koriSten je standard ljekovite supstancije fosamprenavir

kalcija (engl. Active pharmaceutical ingredient; API): Fosamprenavir kalcij, Pliva, 2017.

Ostale koriStene kemikalije su:
e Metanol- J.T.Baker, Phillipsburg, SAD, kromatografski stupanj ¢istoce
e Acetonitril- Biosolve, Nizozemska, stupanj ¢istoce za masenu spektroskopiju
e 30 %-tni H,0,- Merck, Darmstadt, Germany
e HCI min. 36,5 %- Kemika, Zagreb, Hrvatska
e NaOH- Kemika, Zagreb, Hrvatska
e Amonijev formijat- Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e Amonijev acetat- Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e HCOOH- Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
e CH3COOH- Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD

KoriStena voda je ultra visoke Cistoce (Milli-Q® Advantage A10 Water Purification System,
Merck).

3.2. Radni instrumenti

Kako bi se opisala prisilna razgradnja fosamprenavira koristeni su sljede¢i instrumenti:
e tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti povezan s detektorom s nizom
fotoosjetljivih dioda (UHPLC-DAD) - za provjeru uvjeta razgradnje
e tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti povezan sa spektrometrom masa

(UHPLC-QTOF) - za strukturnu karakterizaciju one¢i$¢enja

Za obradu kromatograma dobivenih tekuc¢inskom kromatografijom koristen je programski
paket Empower 2 (Waters, Velika Britanija), a za masene spektre upotrijebljen je programski
paket Masshunter (Agilent Technologies, SAD). Za predvidanje struktura razgradnih
produkata koristen je racunalni program Zeneth (Lhasa Limited, Velika Britanija), a strukture

su nacrtane u programu Chemdraw.
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Uzorci su vagani na mikro vagi Mettler Toledo tip XPR2U minimalne odvage 0,3 mg i
maksimalne 2,1 g. Za pripremu pufera odgovaraju¢eg pH kao mobilne faze koristen je Mettler

Toledo SevenExcellence pH metar.

3.2.1. UHPLC-DAD

Ispitivanja provjere uvijeta prisilne razgradnje provedena su na tekuc¢inskom kromatografu
ultravisoke djelotvornosti Agilent 1290 Infinity 1l (Agilent Technologies) koji se sastoji od
binarne pumpe Agilent 1290 Infinity Il High Speed Pump, sustava za automatsko unoSenje
uzorka Agilent 1290 Infinity Il Multisampler, grijaca odjeljka za kolonu Agilent 1290 Infinity
I1 Multicolumn Thermostat i detektora Agilent 1290 Infinity 11 Diode Array Detector.

3.2.2. UHPLC-QTOF

Ispitivanja karakterizacije onec¢is¢enja su provedena na tekué¢inskom kromatografu ultravisoke
djelotvornosti Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies) koji se sastoji od kvarterne pumpe
Agilent 1290 Infinity Quaternary Pump, sustava za automatsko unos$enje uzorka Agilent 1290
Infinity Autosampler, grijaca odjeljka za kolonu Agilent 1290 Infinity Thermostatted Column
Compartment i detektora Agilent 1290 Infinity Diode Array Detector.

Masena spektroskopija je provedena na instrumentu Agilent 6550 iFunnel Q-TOF LC/MS.

Izvor elektrona (engl. lon Source) instrumenta je Dual lon Source AIS ESI.

3.3.  Metode

3.3.1. Priprema otopine pufera

U UHPLC analizi kao mobilna faza su koristeni pufer (otapalo A) i acetonitril (otapalo B). Za
analize su pripremljena dva pufera iste pH vrijednosti, koristene su jedino razli¢ite amonijeve
soli zbog toga $to maseni spektrometar ima posebne zahtjeve za odabir mobilne faze. Prvi
pufer (¢ = 5 mmol/L) za UHPLC-DAD instrument pripremljen je tako da se odvaze 0,39 ¢
CH3COONHqy, otopi u ultracistoj vodi nadopunjavanjem do ukupnog volumena od 1L, te se
pH-vrijednost korigira dodatkom nekoliko kapi octene kiseline kako bi se postigao Zeljeni pH
4. Drugi pufer (¢ =5 mmol/L) za MS analizu se priprema vaganjem 0,315 g NH;COOH i
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otapanjem u ultracistoj vodi do ukupnog volumena od 1 L, s korekcijom pH-vrijednosti

pomocu mravlje kiseline do pH 4.

3.3.2. UHPLC analiza

Za ovu analizu razgradnih produkata koriStena je novorazvijena metoda ¢iji su parametri:
protok 0,5 ml/min, temperatura kolone namjestena na 50 °C, dok je temperatura na kojoj se
cuvaju uzorci namjestena na 15 °C. KoriStena kolona je EclipsePlusC18 RRHD, Agilent,
dimenzije 2,1 x 50 mm i veli¢ine Cestica 1,8 um. Kao mobilna faza su koristeni
acetatni/formijatni pufer pH 4 i acetonitril ¢iji se sastav mijenja tijekom vremena kako je
prikazano u tablici 2. Gradijentno vrijeme je 3 minute, dok je ukupno vrijeme trajanja analize

5 minuta.

Tablica 2. Prikaz sastava mobilne faze koristene gradijentne metode eluacije

t/min pufer (otapalo A)/% acetonitril (otapalo B)/%
0,00 95,00 5,00
1,30 65,00 35,00
3,00 5,00 95,00
3,01 95,00 5,00
5,00 95,00 5,00

3.3.3. Priprema uzoraka fosamprenavira za ispitivanja prisilne razgradnje

Uzorci standarda fosamprenavira su svi pripremljeni na isti nacin i u jednakoj koncentraciji od
1 mg/mL vaganjem 5 mg fosamprenavira u odmjernu tikvicu od 5 mL. Kao diluent je
koriStena smjesa metanola i ultradiste vode u volumnom omjeru 50:50, a otapanje uzorka je
poboljsano koriStenjem ultrazvuéne kupelji u trajanju od 5 minuta i vorteks mijesalice te je
ovako pripremljena otopina koristena kao slijepa proba pri provedbi prisilne razgradnje

fosamprenavira. UV spektri tih uzoraka su snimani na valnoj duljini od 265 nm.
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3.3.3.1. Kisela/bazi¢na razgradnja

Kisela razgradnja uzorka provedena je tako Sto je uzorak najprije odvagan u odmjernu tikvicu,
a zatim u nju dodan 1 mL diluenta i 1 mL 1 M HCI, §to je potom stavljeno grijati 1 sat na
ultrazvu¢nu kupelj prethodno ugrijanu na 80 °C. Nakon proteklog vremena razgradnja se
zaustavlja neutralizacijom s 1 mL 1 M otopine NaOH te tikvica nadopuni diluentom do
oznake. Ovakvi uvjeti razgradnje su bili preblagi stoga je za analizu razgradnih produkata
masenom spektroskopijom postupak ponovljen uz razliku $to je tada koriStena 5 puta veca

koncentracija, odnosno 5 M HCI za razgradnju i 5 M NaOH za neutralizaciju.

Postupak bazicne razgradnje se temelji na istim postupcima i principima kao i kisela s
razlikom u tome $to se uz 1 mL diluenta ovaj put dodaje 1 mL 1 M NaOH, a nakon 1 sat
zagrijavanja se neutralizira s 1 mL 1 M HCI te nadopuni diluentom do oznake. Takoder je za
analizu razgradnih produkata masenom spektroskopijom provedena razgradnja s 5 puta
vecom koncentracijom NaOH i HCI, kao i kod kisele razgradnje.

Prije postupka razgradnje, iz dostupne koncentrirane klorovodi¢ne kiseline razrjedivanjem se
treba pripremiti 1 M otopina tako da se pipetira 8,32 mL konc. HCI u odmjernu tikvicu od 100
mL i nadopuni ultracistom vodom do oznake, a za 5 M otopinu se pipetira 41,62 mL. Isto tako
potrebna je priprema 1 M otopine NaOH, vaganjem 4 g krutog natrijevog hidroksida u
odmjernu tikvicu od 100 mL i otapanjem u ultracistoj vodi koja se doda do oznake, §to

odgovara vaganju 20 g krutog natrijevog hidroksida za pripremu 100 mL 5 M NaOH.

3.3.3.2.  Oksidacijska razgradnja

Oksidacija uzorka je provedena tako $to je nakon vaganja uzorka u odmjernu tikvicu dodano
1 mL diluenta te 1 mL 30 %-tnog H,O, te potom ostavljeno stajati 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Neutralizacija i zaustavljanje reakcije se provodi nadopunjavanjem diluentom do
oznake. Za analizu razgradnih produkata masenom spektroskopijom uvjeti razgradnje su malo
pojacani tako $to je razgradnja provedena dodatkom jednakog volumena 30 %-tnog H,O; i
zagrijavanjem uzorka pri 80 °C na prethodno ugrijanoj ultrazvuc¢noj kupelji sat vremena

nakon ¢ega je reakcija zaustavljena nadopunjavanjem tikvice diluentom.
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3.3.3.3.  Toplinska razgradnja

Toplinska razgradnja je provedena na dva nacina. Prvi je klasicno zagrijavanje odmjerne
tikvice s otopljenim uzorkom odredene koncentracije 1 sat na termostatiranoj ultrazvu¢noj
kupelji pri 80 °C. Drugi na¢in na koji je provedena razgradnja je da se uzorak u Petrijevoj
zdjelici ostavi 48 sati u susioniku na 105 °C te nakon toga pripremi za analizu na gore opisan

nacin.
3.3.3.4.  Fotoliticka razgradnja

Fotoliti¢ka razgradnja uzorka ispitana je izlaganjem uzorka u kvarcnoj posudici UV-A (200
Whm) i vidljivom (1,2x10° lux h) zragenju. Za provodenje eksperimenta koristen je uredaj
Atlas Suntest XLS+ opremljen ksenonskom lampom kao izvorom umjetne Sunceve svjetlosti.
Intezitet svjetiljke odrzavan je na 500 W m™, a temperatura na (25+2) °C. Uzorak je potom

pripremljen na jednak nacin kao §to je to prethodno opisano i analiziran.

3.3.4. MS analiza

Parametri MS analize su prikazani u tablici 3, a parametri Scan Source parameters su
prikazani u tablici 4. Izvor iona je Dual AIS ESI i svi ioni su snimljeni u pozitivnom nacinu

snimanja.

Tablica 3. Parametri metode koristene u masenoj spektroskopiji

Parametar Vrijednost
Temperatura plina (°C) 200
Protok plina (I/min) 14
Nebulizer (psig) 35
Sheath Gas Temp (°C) 350
Sheath Gas Flow (I/min) 11
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Tablica 4. Parametri Scan Source parameters

Parametar Vrijednost
Vcap 3000
Nozzle Voltage (V) 1000
Fragmentor 175
Oct 1 RF Vpp 750
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Provjera uvjeta razgradnje pomoéu UHPLC tehnike

Prije analize masenom spektroskopijom, uzorak je podvrgnut prisilnoj razgradnji i analiziran
teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti kako bi se provjerili uvjeti
razgradnje. Prema tim dobivenim rezultatima vidjelo se jesu li uvjeti pretjerani ili uopée nije
doslo do razgradnje te sukladno tome su se optimirali do onih koji ¢e dovesti do

zadovoljavajuceg stupnja razgradnje i formiranja razgradnih produkata.

Dobiveni rezultati, odnosno kromatogrami, su se usporedivali s kromatogramom netretiranog
fosamprenavira koji je takoder snimljen i prikazan na slici 6. Slika prikazuje
pikove tri onecis¢enja prisutna u uzorku te glavni pik s vremenom zadrzavanja 1,735 minute

koji odgovara fosamprenaviru.

QDA
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Dy
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Slika 6. Kromatogram nerazgradenog uzorka fosamprenavira snimljen tekuéinskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.

Slike 7, 8, 9, 10, 11 i 12 prikazuju kromatograme uzoraka koji su snimljeni nakon §to su

podvrgnuti prisilnoj razgradnji pomoc¢u HCI, NaOH, H,O,, topline te svjetlosti.
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Slika 7. Kromatogram fosamprenavira razgradenog u 1 M HCI snimljen tekuéinskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.
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Slika 8. Kromatogram fosamprenavira razgradenog u 1 M NaOH snimljen tekucinskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.
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Slika 9. Kromatogram fosamprenavira razgradenog u 30 %-tnim H,O, snimljen tekué¢inskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.
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Slika 10. Kromatogram fosamprenavira razgradenog pod utjecajem topline tijekom 48 sati

snimljen teku¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.
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Slika 11. Kromatogram fosamprenavira razgradenog termalnom razgradnjom pri 80 °C

tijekom jednog sata snimljen tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.
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Slika 12. Kromatogram fosamprenavira razgradenog fotolizom snimljen tekucinskom

kromatografijom ultravisoke djelotvornosti.
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Pod ovakvim uvjetima su u prosjeku nastala dva nova oneciS¢enja, dok ih je najviSe nastalo
termalnom razgradnjom. Najveci pik s vremenom zadrzavanja oko 1,7 minute (1,736 min za
HCI, 1,745 min za NaOH, 1,732 za H,0O, itd.) odgovara fosamprenaviru. Ostali pikovi
odgovaraju one¢iS¢enjima nastalim tijekom prisilne razgradnje ¢ime je potvrdena razgradnja
uzorka pri tim uvjetima $to je i bio cilj ove analize, ali je i zaklju¢eno da se trebaju primijeniti

nesto jaci uvjeti razgradnje kako bi se uzorak razgradio u zadovoljavaju¢em postotku.

4.2.  MS analiza uzorka fosamprenavira

Nakon provjere odgovaraju¢ih uvjeta razgradnje tekucinskom kromatografijom, cjelokupan
sustav je prebacen na tekuéinski kromatograf koji je povezan s masenim spektrometrom kako
bi se odredile mase i identificirali razgradni produkti. Najprije je snimljen maseni spektar
standarda fosamprenavira u koncentraciji od 0,005 mg/ml ¢ime je potvrdena masa i da se radi
upravo o tom kemijskom spoju Sto je prikazano na slici 13. Pomocu toga je i podeSena metoda
za MS analizu na nacin da glavni pik fosamprenavira, zbog njegove prevelike koncentracije u
uzorcima koja mora biti takva da razgradni produkti koji u malim koli¢inama nastaju budu
vidljivi, ne odlazi u maseni spektrometar kod snimanja uzoraka podvrgutih razgradnji kako se
instrument ne bi onedistio i izgubio osjetljivost. Potom je snimljen netretirani uzorak
fosamprenavira u kojem su pronadena 2 pika oneciS¢enja, maseni spektri tih oneciS¢enja su
prikazana na slici 14 1 15. Slika 14 prikazuje oneciS¢enje s vremenom zadrzavanja 2,266
minuta, a masa kojoj odgovara taj pik je 472,17, a slika 15 oneci§¢enje S vremenom

zadrZavanja 2,980 minuta kojemu odgovara masa 506,23.

xig 7 [+ESI Scan (r: 2.429 min) Frag=175.0v 26_FOS_netretiranid Subtract
1.75 4
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Counts vs. Mass-10-Charge (miz)

Slika 13. Maseni spektar i potvrda mase fosamprenavira
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x10 5 |+*ESI Scan (rt: 2.348-2 365 min, 2 scans) Frag=175.0V 26_FOS_netretirani.d Subtract
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Slika 14. Maseni spektar oneci$¢enja s vremenom zadrzavanja 2,266 minuta
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Slika 15. Maseni spektar oneciS¢enja s vremenom zadrzavanja 2,980 minuta

Ova onecis¢enja su prisutna u netretiranom uzorku te u svim razgradenim uzorcima gdje su

pri nekim uvjetima jo$ dodatno nastali razgradnjom ili se sami razgradili.

4.2.1. Uzorak razgraden u kiselim uvjetima pomoéu HCI

Uzorak je razgraden pomocu 5 M HCI uz zagrijavanje 1 sat i potom analiziran masenom
spektroskopijom. Razgradnjom su nastala 3 kemijska spoja, a snimljeni kromatogram
prikazuje slika 16. Razgradni produkt s vremenom zadrzavanja 2,595 minuta zapravo je
nusprodukt reakcije s klorovodi¢nom Kiselinom koja je koristena za razgradnju. Onecis¢enje S
vremenom zadrzavanja 2,264 minute odgovara oneciS€enju prisutnom i u netretiranom
uzorku, ali u nesto ve¢im koli¢inama, dakle dodatno je nastalo pod ovim uvjetima razgradnje
uzorka. Treée oneciS¢enje S vremenom zadrzavanja 2,990 minuta prisutno je u koli¢inama kao
u netretiranom uzorku. Slika 17 prikazuje kromatogram ukupne ionske struje, TIC (engl.

Total lon Current), odnosno sve ione koji su detektirani analizom, a snimljeni maseni spektri
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razgradnih produkata su prikazani na slikama 18, 19 i 20 s najintenzivnijim pikovima Koji

odgovaraju masama nastalih spojeva.

x10 2 |DAD1T-DAD 1: Signal E:Sig=265.0,4.0 Ref=off 25_fos SMHCI scan L.d
14
0.8 1
0.6 1
0.4 4
0.2 4 "2242  +182
0 . _ 2.585 2 990

02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48
Response Units (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 16. Kromatogram uzorka razgradenog s 5 M HCI tijekom sat vremena na 80 °C

x10 2 |* TIC Scan 29_fos SMHCI scan L.d
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Slika 17. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka razgradenog kiselom razgradnjom

w10 5 [*ES!I Secan (i 2.327-2.344 min, 2 scans) Frag=175.0V 29_fos SMHCI scan Ld Subtract (2)
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Slika 18. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrZavanja 2,264 minute
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w10 & |*ESI Scan (r: 2.642-2.675 min, 3 scans) Frag=175.0V 29_fos SMHCI scan Ld Subtract (2)
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Slika 19. Maseni spektar onecisé¢enja s vremenom zadrzavanja 2,595 minuta
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Slika 20. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,990 minuta

4.2.2. Uzorak razgraden u luZnatim uvjetima pomocu NaOH

Nakon razgradnje s 5 M NaOH tijekom 1 sata uz zagrijavanje, analiza masenom
spektroskopijom potvrdila je nastanak 3 kemijska spoja, od kojih je jedan s vremenom
zadrzavanja 2,946 minute novonastao razgradnjom. lako je na masenom spektru na slici 24
prikazan najintezivniji pik mase 456,14, on zapravo odgovara spoju mase 418,19 koji je
znacajnije prisutan kao adukt s kalijem koji nastaje ionizacijom, Sto odgovara i po masi. Drugi
Spoj vremena zadrzavanja 2,262 minute je poznat iz netretiranog uzorka, samo $to ga nastaje
znacajno vise bas kao i pri kiselim uvjetima razgradnje. Njegov maseni spektar je prikazan na
slici 24, a isti takav slucaj je i s tre¢im spojem vremena zadrzavanja 2,988 minuta kojemu
odgovara maseni spektar na slici 25. Kromatogram fosamprenavira i njegovih razgradnih
produkata nakon bazi¢ne hidrolize, kao i pripadaju¢a vremena zadrzavanja, prikazani su na

slici 21, a kromatogram ukupne ionske struje na slici 22.
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Slika 21. Kromatogram uzorka razgradenog s 5 M NaOH sat vremena na 80 °C
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Slika 22. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka nakon bazi¢ne razgradnje
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Slika 19. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,262 minute
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%10 6 +ESI| Scan (r: 3.022 min) Frag=175.0V 32_fos 5M NaOH scan L.d Subtract (2)
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Slika 24. Maseni spektar razgradnog produkta s viemenom zadrzavanja 2,946 minuta
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Slika 20. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,988 minuta

4.2.3. Uzorak razgraden u oksidacijskim uvjetima pomoéu H;O;

Razgradnjom uzorka u oksidacijskim uvjetima s 30 %-tnim H,O, uz zagrijavanje na 80 °C

tijekom jednog sata nastalo je najviSe razgradnih produkata, a uz to su takoder prisutni i

razgradni produkti koji su detektirani i u netretiranom uzorku. Kromatogram fosamprenavira i

njegovih razgradnih produkata na temelju ¢ega su izvuceni maseni spektri prikazan je na slici

21, a TIC kromatogram je na slici 22. Maseni spektri nastalih razgradnih produkata prikazani

su na slikama 23-32. Jedan od najznacajnijih razgradnih produkata koji je nastao u vrlo

velikim koli¢inama je mase 431,19 ¢iji je maseni spektar prikazan na slici 24, a njegov

nastanak se poklapa s predvidanjem te je poznat u literaturi.
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Slika 21. Kromatogram uzorka razgradenog oksidacijom s 30 %-tnim H,O, tijekom jednog

sata uz zagrijavanje na 80 °C

wig 2 |* TIC Scan 27A_FOS 30%H202 1H 80C scan L d

0.8 - || |
- s J i

i ) |'. o I W |
06 | | U
0.4 - . |l BooNW

o2 \_— -~ |[ — ]

T T Li T Li T L T T T Li T T T L Li T T

T T T T Li
02 04 06 0O 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 4.
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 22. Kromatogram ukupne ionske struje oksidacijski razgradenog uzorka

x10 5 |*ES!| Scan (r: 1.893-1.910 min, 2 scans) Frag=175.0v 27A_FOS 30%H202 1H 80C scan L.d Sublra -
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Slika 23. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 1,827 minuta

lako je najintenzivnija masa u spektru 453,21, ta masa je prisutna i u spektru diluenta stoga se
ne uzima u obzir kao novonastali razgradni produkt, ve¢ slika 23 masenog spektra prikazuje
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masu 554,16 §to odgovara [M+K]" ionu razgradnog produkta stvarne mase 516,15, ¢ija je

predlozena struktura kasnije u tekstu.

w10 & |*ESI| Scan (r: 2.042, 2.092 min, 2 scans) Frag=175.0v 27A_FOS 30%H202 1H B0C scan L.d Subir -
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Slika 24. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,016 minuta

x10 5 |*ES! Sean (it 2.125-2.142 min, 2 scans) Frag=175.0V 27A_FOS 30%H202 1H 80C scan L.d Sublra -
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Slika 25. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,074 minute
Maseni spektar prikazan na slici 25 prikazuje najintenzivniji pik mase 602,19 koja odgovara

masi oneCiSéenja vremena zadrzavanja 2,074 minute koje se formira nastankom

hidroksilamina na jednoj amino skupini fosamprenavira.
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Slika 26. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,185 minuta

Na slici 26 je prikazan maseni spektar kojemu najintenzivniji pik odgovara m/z vrijednosti

iona [M+K]"=354,09, medutim spoj koji je nastao razgradnjom je stvarne mase 316,11, a

njegova pripadajuca predlozena struktura je objasnjena kasnije u tekstu (slika 59).
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Slika 27. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,290 minuta

10 5 |+*ESI Scan (it 2.723 min) Frag=175.0v 27A_FOS 30%H202 1H 80C scan L.d Sublract (2)
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Slika 28. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,673 minute
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Maseni spektar na slici 28 prikazuje masu najintezivnijeg pika koja iznosi 560,18, a
pretpostavljena struktura spoja nastalog oksidacijom koja odgovara toj masi je objasSnjena
kasnije u tekstu (slika 63).
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Slika 29. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,708 minuta

Najintezivniji pik na slici 29 prikazuje oneciS¢enje mase 616,17 koje nastaje oksidacijom

amino skupine fosamprenavira.

xig 7 |*ES! Scan (rt 3.038, 3.071 min, 2 ecang) Frag=175.0v 274_FOS 30%H202 1H 80C scan Ld Subir -
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Slika 30. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,988 minute
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Slika 31. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 3,127 minuta

Maseni spektar na slici 31 prikazuje masu 542,17 §to odgovara [M+K]" ionu razgradnog
produkta mase 504,22 koji je nastao oksidacijom hidroksilne skupine razgradnog produkta

mase 506,23.

w10 § |*ES! Scan (r: 3.360-3.376 min, 2 scans) Frag=175.0V 36_FOS 30%H202 1H 80C scan L.d Subtrac -
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Slika 32. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 3,212 minute

lako maseni spektar prikazuje najintenzivniji pik mase 574,16, on odgovara produktu mase

536,21 Kkoji je nastao oksidacijom amino skupine.
4.2.4. Uzorak razgraden pod utjecajem topline na 105 °C tijekom 48 sati

Toplinska razgradnja uzorka provedena je ostavivsi uzorak 2 dana u suSioniku zagrijanom na
105 °C, nakon Cega je analiziran tekuéinksom kromatografijom spregnutom s masenom
spektroskopijom pri ¢emu je utvrdeno 1 identificirano nekoliko razgradnih produkata.

Kromatogram razgradenog uzorka fosamprenavira prikazan je na slici 33, a kromatogram
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ukupne ionske struje na slici 34. Maseni spektri nastalih razgradnih produkata u tim uvjetima
prikazani su na slikama 37-41. Slika 37 prikazuje najintenzivniji pik razgradnog produkta
mase 431,19 koji je isto tako nastao u oksidativnim uvjetima i predvidanjem Zeneth
programa. Nastali su takoder i produkti masa 472,17 i 506,23 koji su poznati jo§ iz

netretiranog uzorka, a njihovi spektri se nalaze na slikama 38 i 41.
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Slika 35. Kromatogram uzorka fosamprenavira nakon toplinske razgradnje
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Slika 36. Kromatogram ukupne ionske struje toplinski razgradenog uzorka

xig 4 [*ES! Scan (it 2.059-2.076 min, 2 scans) Frag=175.0% 73_FOS 105C msme.d Subltract (4)
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Slika 37. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,017 minuta
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Slika 38. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,257 minuta
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Slika 39. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,584 minute

Slika 39 prikazuje maseni spektar razgradnog produkta mase 522,18 nastalog oksidacijom
amino skupine i otvaranjem peteroc¢lanog prstena u strukturi fosamprenavira, njegova

predlozena struktura objasnjena je kasnije u tekstu (slika 67).

xin & |+ES! Scan (rt: 2.988-3.005 min, 2 scans) Frag=175.0\ 73_FOS 105C meme.d Sublract (3)
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Counts vs. Mass-lo-Charge (mJz)

Slika 40. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,939 minuta
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Masa 456,13 prikazana kao najintenzivniji pik na slici 40 odgovara [M+K]" ionu razgradnog

produkta mase 418,18 koji je poznat u literaturi sa svojom pripadaju¢om strukturom.

w10 5 |*ES| Scan (it 3.005-3.021 min, 2 scans) Frag=175.0V 73_FOS 105C msms.d Subfract (4)
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Slika 41. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,983 minute

4.2.5. Uzorak razgraden zagrijavanjem na 80 °C tijekom jednog sata

Uzorak je podvrgnut jo$ jednoj vrsti toplinske razgradnje tako S§to je zagrijavan na 80 °C
tijekom jednog sata, pri tome su nastala 3 razgradna produkta koja su analizirana masenom
spektroskopijom. Kromatogram toplinski razgradenog uzorka je na slici 42, a kromatogram
ukupne ionske struje na slici 43. Dva razgradna produkta su identi¢na kao i u netretiranom
uzorku, prvo s vremenom zadrzavanja 2,265 minuta ¢iji je maseni spektar prikazan na slici
44, te drugo s vremenom zadrzavanja 2,990 minuta i odgovaraju¢im spektrom masa
prikazanom na slici 45. Uz to nastalo je jedno novo oneciS¢enje vremena zadrzavanja 3,067
minuta, a njegov maseni spektar prikazuje slika 46. To onecis¢enje mase 323,16 poznato je u

literaturi te na taj nacin identificirano i1 povezano sa svojom strukturom.
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Slika 42. Kromatogram uzorka razgradenog toplinom na 80 °C tijekom jednog sata
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Slika 43. Kromatogram ukupne ionske struje toplinski razgradenog uzorka tijekom 1 h

%10 5 |*ESl Scan (r: 2.324-2.341 min, 2 scans) Frag=175.0V 34_fos 1h 80C scan L.d Sublract (Z)
1.75 1 47216658

1.5 1
1.25 1
365.15704
0.75 1 1

0.5 1 613.32125

1
0.25 \ l
0 il I Lm " 93;-..45133[:@' B

100 200 300 400 500 600 700 8OO 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counls ve. Mass-lo-Charge (miz)

Slika 44. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,265 minuta
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Slika 45. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrZzavanja 2,990 minuta
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Slika 46. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 3,067 minuta

4.2.6. Uzorak razgraden utjecajem svjetlosti tijekom 24 sata

Fotoliti¢ka razgradnja uzorka provedena je izlaganjem jednom ciklusu svjetlosti u trajanju od
24 sata, nakon Cega je provedena analiza tekucinskom kromaotgrafijom spregnutom s
masenom spektroskopijom kako bi se utvrdili razgradni produkti nastali svjetlosnom
razgradnjom. Tom analizom dobiveni rezultati pokazuju formiranje 3 razgradna produkta koja
su jednaka onima dobivenim prisilnom razgradnjom pod drugim gore navedenim uvjetima i
jednog novog i do sad nepoznatog. Kromatogram svjetlos¢u razgradenog uzorka je prikazan
na slici 47, a kromatogram ukupne ionske struje je na slici 48. Maseni spektri nastalih
razgradnih produkata u tim uvjetima prikazani su na slikama 49-52. Slike 50 i 52 prikazuju
razgradne produkte koji se javljaju u svim analiziranim uzorcima pa tako i u netretiranom,
odnosno njihovi maseni spektri odgovaraju masama 472,17 i 506,23. Treci razgradni produkt

nastao pri ovim uvjetima je spoj mase 431,19, maseni spektar koji pokazuje tu masu
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najintenzivnijeg pika je na slici 49, dok je na slici 51 prikazan novi razgradni produkt mase
572,22.
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Slika 47. Kromatogram fosamprenavira i njegovih razgradnih produkata dobivenih

fotolitickom razgradnjom tijekom 24 sata
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Slika 48. Kromatogram ukupne ionske struje fotoliticki razgradenog uzorka fosamprenavira
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Slika 49. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,013 minute
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Slika 50. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,258 minuta
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Slika 51. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrzavanja 2,734 minute
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Slika 52. Maseni spektar razgradnog produkta s vremenom zadrZavanja 2,983 minute
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4.3. Odredivanje struktura razgradnih produkata

Strukture fosamprenavira i1 razgradnih produkata crtane su u programu Chemdraw. Pri
odredivanju pretpostavljenih struktura koriStene su informacije dobivene iz masenih spektara
prikazanih u prethodnim poglavljima, dostupne literature te uz pomo¢ samog programa koji
raCuna masu nacrtanih struktura. Slika 53 prikazuje strukturu fosamprenavira kao pozitivno

ioniziranu molekulu koja nastaje prilikom koriStenja pozitivne elektrosprej ionizacije.

NH,

HO
\p_,;f-o
~
O=5=—0 D/ UH
H
M N\l‘rt]I

Chemical Formula: Cy5H3;N;OgPS'
Exact Mass: 586, 19826
Muolecular Weight: 586,61419

Slika 53. Struktura ioniziranog fosamprenavira

Dva su razgradna produkta zajednicka prisilno razgradenim i analiziranim uzorcima pri svim
provedenim uvjetima, a takoder su prisutna i u netretiranom uzorku te predvidena Zeneth
programom. U literaturi je poznat mehanizam njihovog nastanka te stoga ovdje nije naveden,
veé je samo potvrdeno kako nastaju i bitna su za analizu kvalitete i stabilnosti fosamprenavira.
Prvi od njih je spoj mase 472,17 nastao cijepanjem karbamatnog estera fosamprenavira, a

njegova struktura je prikazana na slici 54 kao ionizirana molekula.
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NH,

Chemical Formula: CogH; N;0PS
Exact Mass: 47216657
Molecular Weight: 47251485

Slika 54. Razgradni produkt fosamprenavira nastao hidrolizom karbamatnog estera

.....

pronalazi tijekom analize budu¢i da ta masa odgovara gubitku fosfata u strukturi
fosamprenavira, odnosno pretvaranju prolijeka u aktivni lijek amprenavir, a njegova struktura

prikazana na slici 55.

NH,

O==5=—0 OH
| H®
N NTO

Chemical Formula: Cy5Hy N7 O5S"
Exact Mass: 506,.23193
Molecular Weight: 506,63429

Slika 55. Struktura amprenavira kao razgradnog produkta i aktivnog oblika lijeka

fosamprenavira
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4.3.1. Razgradnja fosamprenavira u Kiselim uvjetima

Osim masa gore navedenih razgradnih produkata pri kiselim uvjetima nastaje jo§ i produkt
mase 620,16 Kkoji je svojstven samo tim uvjetima razgradnje i najvjerojatnije pripada spoju
koji je nastao reakcijom fosamprenavira s klorovodi¢énom kiselinom tijekom razgradnje pri
¢emu se atom klora ugradio u strukturu. Predlozena struktura tog razgradnog produkta

prikazana je na slici 56.

Cl
MH;

Chemical Formula: Ca5H CIN;OgPST
Exact Mass: 620,15929
Molecular Weight: 621,05925

Slika 56. Struktura novonastalog razgradnog produkta pri kiselim uvjetima razgradnje
4.3.2. Razgradnja fosamprenavira u bazi¢nim uvjetima
U bazicnim uvjetima razgradnje nastao je razgradni produkt poznat u literaturi, m/z

vrijednosti 418,18 koji nastaje gubitkom tetrahidrofurana hidrolizom estera te fosfata.
Njegova struktura je prikazana na slici 57.
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NH,

Chemical Formula: Cy H,gN;0,87
Exact Mass: 418,17950
Molecular Weight: 418,52917

Slika 57. Razgradni produkt najzastupljeniji pri razgradnji u bazi¢nim uvjetima

4.3.3. Razgradnja fosamprenavira oksidacijom

Oksidacijom fosamprenavira se stvorilo najvise razli€itih razgradnih produkata Sto se moglo i
oc¢ekivati s obzirom na mnogobrojne skupine u molekuli koje bi mogle oksidirati. Nastali su
produkti masa: 516,15, 431,19, 602,19, 316,11, 472,17, 616,17, 560,18, 506,23, 504,22,
536,21, od kojih su neki poznati u dostupnoj literaturi gdje je opisana fragmentacija
fosamprenavira, dok su neki potpuno novi te bi ih trebalo dodatno analizirati drugim i
dodatnim tehnikama kako bi se nedvojbeno potvrdila njihova struktura koje je ovdje
predlozena. Razgradni produkt mase 431,19 je ve¢ opisan u literaturi i njegova struktura se
nalazi na slici 58, isto tako na temelju tih dostupnih znanja se pretpostavila struktura produkta

mase 316,11 koja je prikazana na slici 59.
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ZT

HE
] Top
o g

Chemical Formula: CqH;,N-05P"
Exact Mass: 431,19416
Molecular Weight: 431,43979

Slika 58. Razgradni produkt nastao hidrolizom sulfonamida fosamprenavira

MH3

Chemical Formula: C g H gN40-5"
Exact Mass: 316,11142
Molecular Weight: 316,39747

Slika 59. Struktura razgradnog produkta nastalog pri oksidacijskim uvjetima gubitkom

postrani¢nih lanaca na duSikovom atomu 1 fosfata

Oksidacijom je nastao i jedan produkt koji nije poznat u literaturi, ali je predviden Zeneth
racunalnim programom te je na taj nacin pretpostavljena njegova struktura i prikazana je na
slici 60. Radi se o razgradnom produktu mase 516,15 koji je nastao hidrolizom karbamatnog

estera fosamprenavira.
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MH,

HO
Il\pfﬁﬁ
\-\
o=—85=—0 o/ OH
| H®
N TOH

Chemucal Formula: Co Hy N.OgPS
Exact Mass: 516,15640
Molecular Weight: 516,52435

Slika 60. Razgradni produkt nastao hidrolizom karbamatnog estera

U prisustvu H,O, doslo je do oksidacije amino skupine na benzenskom prstenu te nadena
masa 602,19 odgovara nastanku hidroksilamina fosamprenavira ¢ija je struktura predloZena

na slici 61.

OH
NH

Chemical Formula: Cy:H37N50, PSY
Exact Mass: 602, 19318
Molecular Weight: 602,61359

Slika 61. Struktura razgradnog produkta nastalog formiranjem hidroksilamin fosamprenavira
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Isto tako osim formiranja hidroksilamina, ta amino skupina se oksidira u nitro skupinu te je

novonastao razgradni produkt mase 616,17 pretpostavljene strukture prikazane na slici 62.

NO,

HO
\P,-/'»"O
~
0=—5=—0 o/ OH
| HP
M N\I‘(D

Chemical Formula: C,5H;5N;0,PST
Exact Mass: 616,17244
Molecular Weight: 616,59711

Slika 62. Nitro-razgradni produkt fosamprenavira

Jos§ jedan nepoznati i novonastali razgradni produkt je onaj mase 560,18 koji je najvjerojatnije
nastao pucanjem veze peteroc¢lanog prstena i odcjepljivanjem etilne skupine s kisika u
postrani¢nom lancu koji je dobiven otvaranjem prstena, a njegova predlozena struktura se
nalazi na slici 63.

NHa

HO
‘\p,jo
/ \LOH

Chemical Formula: C53;H3sN;0PS"
Exact Mass: 560,18261
Molecular Weight: 560,57691

Slika 63. Razgradni produkt nastao otvaranjem prstena u fosamprenaviru
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Razgradni produkt mase 504,22 odgovara nastanku spoja koji je prilikom gubitka fosfata
izgubio 1 jednu molekulu vode te se formirao keton, njegova pretpostavljena struktura je na
slici 64.

NH;

Chemical Formula: CosH3yN0g5
Exact Mass: 504,21628
Molecular Weight: 50461841

Slika 64. Struktura ketona nastalog razgradnjom i gubitkom fosfata

Prolijek fosamprenavira i ujedno jedan od razgradnih produkata koji je nastao pri svim
uvjetima razgradnje takoder se oksidirao te je amino skupina amprenavira presla u nitro
skupinu prilikom izlaganja oksidacijskom sredstvu. Predlozena struktura razgradnog produkta
mase 536,21 koji je tako nastao je na slici 65 i takoder nije poznata u literaturi pa je potrebna

dodatna potvrda i identifikacija tog razgradnog produkta.
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MO

Chemical Formula: CagHq Ny, 5
Exact Mass: 336,2061 1
Molecular Weight: 536,601721

Slika 65. Struktura razgradnog produkta amprenavira

4.3.4. Toplinska razgradnja fosamprenavira

Toplinska razgradnja fosamprenavira provedena je na 2 razliCita naina, pri zagrijavanju
uzorka na 80 °C tijekom jednog sata nastao je razgradni produkt mase 323,16 koji je poznat u
literaturi i njegova struktura je prikazana na slici 66. Pri nesto snaznijim uvjetima razgradnje,
gdje je uzorak izloZen temperaturi od 105 °C tijekom 48 sati, nastala su jo§ 3 dodatna
razgradna produkta. Dva su produkta vec¢ opisana i poznata u literaturi, jedan je produkt mase
431,19 koji je nastao i pri oksidaciji uzorka te je njegova struktura prikazana na slici 58, dok
je drugi mase 418,18 nastao i pri bazi¢nim uvjetima razgradnje Cija se struktura nalazi na slici
57. Uz njih je nastao i jo$ jedan razgradni produkt mase 522,18, do sad nepoznat u literaturi
pa je za njega predloZzena struktura na slici 67, koja odgovara strukturi spoja iz kojega se
sintetizira fosamprenavir pregradnjom i stvaranjem prstena, stoga najvjerojatnije odgovara

procesnom onecisé¢enju.
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\?_

Chemical Formula: C,sH, N,O, P
Exact Mass: 323,11552
Molecular Weight: 323,30351

Slika 66. Razgradni produkt nastao zagrijavanjem uzorka pri 80 °C 1 sat

HO

NO;

Chemical Formula: CysH3,N10,57
Exact Mass: 522 22685
Maolecular Weight: 522,63369

Slika 67. Procesno onecis¢enje fosamprenavira

4.3.5. Fotoliticka razgradnja fosamprenavira

Pod utjecajem svjetlosti fosamprenavir se razgradio na 4 razgradna produkta masa: 431,19,
472,17, 572,22 i 506,23. Razgradni produkti masa 472,17 i 506,23 odgovaraju i po vremenu
zadrZavanja i po masama gore opisanim te su njihove predloZzene strukture prikazane na
slikama 54 i 55. U ve¢im koli¢inama je nastao razgradni produkt mase 431,19 koji je takoder

nastao 1 pri oksidativnim uvjetima te toplinskom razgradnjom u suSioniku tijekom 48 sati, a
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njegova struktura je prikazana na slici 58. Produkt koji nije nastao niti pri jednim uvjetima
osim pod utjecajem svjetlosti je razgradni produkt mase 572,22. Predlozena struktura ovog
razgradnog produkta, koji je nastao otvaranjem peteroclanog prstena, prikazana je na slici 68.
Budu¢i da nije poznata u literaturi, niti predvidena raCunalnim programom, da bi se sa
sigurno$¢u moglo tvrditi da se radi bas o toj strukturi potrebne su daljnje analize tandemskom
masenom spektroskopijom kako bi se na temelju dobivenih fragmenata mogla potvrditi data
struktura.

NH,

OH

Chemical Formula: C5yH3sN104PS”
Exact Mass: 572,18261
Molecular Weight: 57258761

Slika 68. Razgradni produkt nastao fotolizom fosamprenavira
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5. ZAKLJUCCI

1) Fosamprenavir se raspada pod utjecajem svjetlosti i topline te kiselom i bazi¢nom

hidrolizom i u oksidiraju¢im uvjetima.

2) Zeneth rac¢unalni program je predvidio neke od dobivenih razgradnih produkata, ali i neke
koji nisu pronadeni razgradnjom kao §to su primjerice spojevi mase 391,19, 360,15, 350,22,
435,18, 173,01 sto potvrduje da se teorijski moze predvidjeti puno vise razgradnih produkata

nego Sto oni nastaju eksperimentalno.

3) Pri svim uvjetima razgradnje nastali su razgradni produkti mase 472,17 1 506,23 u vec¢im ili

manjim koli¢inama ovisno o uvjetima, ve¢ su poznati u literaturi te su tako i identificirani.

4) Najvise razgradnih produkata nastalo je prilikom razgradnje u oksidacijskim uvjetima, §to
upucuje da je fosamprenavir najosjetljivi upravo na oksidaciju. Pretpostavljene su strukture
svih nastalih razgradnih produkata, a najviSe je nastalo produkta mase 472,17, 506,23, 504,22,
1616,17.

5) Svjetlosnom razgradnjom je nastao razgradni produkt mase 572,22 do sad nepoznat u

literaturi te mu je predloZena struktura koju treba potvrditi MS/MS tehnikom.

6) Toplinskom razgradnjom je znacajno nastalo produkta mase 522,18 kojemu je predloZena

struktura kao procesnog onecis¢enja fosamprenavira iz kojeg je sintetiziran.

7) Svi uzorci su analizirani novom i brzom metodom tekucinske kromatografije ultravisoke
djelotvornosti u kojoj su svi razgradni produkti bili dobro vidljivi i razdvojeni, a u
kombinaciji s MS-om omogucila je analizu razgradnih produkata uz uStedu vremena,

kemikalija i novca.

8) Iako je u literaturi poznat Citav put razgradnje fosamprenavira koristenjem LC-MS i NMR
analitickih tehnika, ovdje je pokazano koji su vjerojatniji razgradni produkti koji bi se mogli
naci u gotovom proizvodu i tijekom skladiStenja, a pronadena su jo$ neka dodatna moguca

onecis¢enja koja bi trebalo daljnjim analizama potvrditi.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Cilj ovog diplomskog rada bio je analizirati razgradne produkte fosamprenavira brzom
metodom tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti spregnute s masenom
spektroskopijom te pokazati koji su vjerojatniji razgradni produkti koji ¢e nastati tijekom
razgradnje i Cuvanja lijeka uz pomo¢ dostupnog znanja, literature te predvidanja Zeneth

raCunalnog programa.

Uzorci fosamprenavira podvrgnuti su razgradnji pri razli¢itim uvjetima: u 5 M HCI, u 5 M
NaOH, u 30 %-tnom H,0, izlaganjem svjetlosti tijekom 24 sata, zagrijavanjem jedan sat na
80 °C te 48 sati na 105 °C. Najprije su na uzorcima primijenjeni nesto blazi uvjeti razgradnje
te su analizirani teku¢inskom kromatografijom kako bi se provjerilo da je doslo do razgradnje
zakljucivsi da uvjete treba podesiti, pa su potom uzorci na gore navedenim jac¢im uvjetima
analizirani masenom spektroskopijom. Razgradni produkti su ionizirani pozitivnim na¢inom
ionizacije, a nastali ioni su razdvajani po omjeru mase i naboja. Dobiveni su kromatogrami i
maseni spektri razgradnih produkata koji su prikazani u ovom radu te su povezani sa
strukturama svih razgradnih produkata. Neke od struktura su poznate u literaturi, neke su
predvidene Zeneth racunalnim programom, a neke do sad nepoznate su predlozene 1
zahtijevaju dodatnu potvrdu daljnim analizama. Sve strukture su nacrtane u programu

Chemdraw 1 prikazane zajedno s molekulskom masom koju racuna sam program.

Fosamprenavir se najviSe razgradio u oksidacijskim uvjetima razgradnje gdje je nastalo
nekoliko novih i nepoznatih produkata masa: 516,15, 602,19, 316,11, 616,17, 560,18, 504,22,
536,21. Razgradnji fosamprenavira s klorovodi¢énom kiselinom je svojstven nastanak
produkta mase 620,16, dok je bazi¢nom hidrolizom nastao produkt mase 418,18 koji nastaje i
zagrijavanjem, gdje je jo§ nastao i jedan novi razgradni produkt mase 522,18. Iz literature
poznat razgradni produkt mase 431,19 nastaje oksidacijom, zagrijavanjem te razgradnjom pod
utjecajem svjetlosti, s tim da svjetlost uzrokuje formiranje i produkta mase 572,22. Pri svim
uvjetima razgradnje nastali su razgradni produkti mase 472,17 i 506,23 poznati u literaturi i
predvideni racunalnim programom te su u malim koli¢inama prisutni i u nerazgradenom

uzorku fosamprenavira.
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The aim of this study was to analyze the degradation products of fosamprenavir using a fast
method of ultra high performance liquid chromatography associated with mass spectroscopy
and to show which are more likely degradation products that will arise during the drug
decomposition and storage using available knowledge, literature and prediction by the Zeneth

software.

Fosamprenavir samples were degraded under different conditions: in 5 M HCI, in 5 M NaOH,
in 30 % H,0,, exposure to light for 24 hours, heating for one hour at 80 °C, and 48 hours at
105 °C. Slightly milder decomposition conditions were first applied to the samples and such
samples were analyzed by liquid chromatography to verify that decomposition occurred, thus
concluding that the conditions should be adjusted, and then the samples were analyzed by
mass spectroscopy on the above stronger conditions. The degradation products are ionized by
the positive way of ionization and ions are separated by mass-to-charge ratio. Chromatograms
and mass spectra of degradation products have been obtained which are presented in this
paper, and are connected with the structures of all degradation products. Some of the
structures are known in the literature, some have been predicted by the Zeneth software, and
some so far unknown are proposed and require additional confirmation by further analysis.
All structures are drawn in the Chemdraw program and shown together with the molecular

mass calculated by the program itself.

Fosamprenavir degraded the most in oxidative degradation conditions where several new and
unknown mass products were formed: 516.15, 602.19, 316.11, 616.17, 560.18, 504.22,
536.21. Degradation of fosamprenavir with hydrochloric acid is inherent in the formation of a
product with a mass of 620.16, while basic hydrolysis has resulted in a product of mass
418.18 which is also formed by heating, where a new degradation product with a mass of
522.18 was formed too. The degradation product of mass 431.19 known from the literature is
formed by oxidation, heating and decomposition under the light exposure, which also causing
the formation of product of mass 572.22. Degradation products of masses 472.17 and 506.23
were created under all conditions of decomposition, also have been known in the literature,
provided by a software and are present in small quantities even in the undegraded sample of

fosamprenavir.
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