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1. UvOD

1.1. FEBUKSOSTAT KAO NOVI LIJEK PROTIV GIHTA

Giht je jedna od najces¢ih metabolickih upalnih bolesti. Poznata je joS od davnih
vremena, kada se smatrala ,,boles¢u kraljeva“ zbog povezanosti s pretjeranim uzivanjem
alkohola i hrane bogate proteinima (crveno meso). Giht nastaje zbog poveéanog odlaganja
kristala mokra¢ne kiseline (urata) u razli¢ite dijelove tijela, te se manifestira kao uri¢ni artritis
(odlaganje kristala u zglobove, hrskavice 1 tetive) ili uri¢ni nefritis (odlaganje kristala urata u
bubrege). Do odlaganja kristala mokrac¢ne kiseline dolazi kada njezina koncentracija u krvi

prelazi 6,8 mg/dL. Takvo stanje nazivamo hiperuricemija (Garcia Valladares i sur, 2011).

Jedan od nacina sprjeavanja hiperuricemije jest primjena inhibitora ksantin oksidaze,
enzima koji dovodi do stvaranja mokraéne kiseline. Za razliku od dosad najcesce koristenog
alopurinola, febuksostat se pokazao kao potentniji i nekompetitivni inhibitor ksantin oksidaze

te posebno uspjesan kod pacijenata s oste¢enom funkcijom bubrega (Edwards, 2009).

Febuksostat, 2-[3-cijano-4-(2-metilpropoksi)fenil]-4-metiltiazol-5-karboksilna kiselina
(Slika 1), relativno je nov lijek, u Republici Hrvatskoj registriran od 2012. godine. To je
nehigroskopan bijeli kristaliniéni prasak, prakti¢ki netopljiv u vodi (Mukthinuthalapati i sur,
2013). Slaba je kiselina s pKa u iznosu od 3,42 te je u luznatom mediju negativno nabijen.
Iako je dobio odobrenje Americke agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug
Administration, FDA) i Europske medicinske agencije (engl. European Medicine Agency,

EMA), nije opisan niti u jednoj Farmakopeji (Dalmora i sur, 2014).
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Slika 1. Kemijska struktura febuksostata



1.2. ISPITIVANJE STABILNOSTI LIJEKOVA

Stabilnost farmaceutskog proizvoda ili ljekovite tvari kriti¢ni je parametar koji moze
utjecati na ¢istocu, potentnost i sigurnost lijeka. Budu¢i da promjene u stabilnosti lijeka, kao
Sto su formiranje toksi¢nih razgradnih produkata ili dostava manje doze nego Sto je
oc¢ekivano, mogu dovesti u rizik pacijentovu sigurnost, nuzno je poznavati utjecaj razlicitih
okoli$nih ¢imbenika na ljekovitu tvar (Brummer, 2011). Znanje o stabilnosti tvari pomaze pri
definiranju uvjeta skladiStenja te u odabiru formulacije i pakiranja, Sto je od iznimne vaznosti

za regulatornu dokumentaciju.

Prije razvoja formulacije gotovog proizvoda provode se ispitivanja stabilnosti djelatne
odredivanja onecis¢enja (Nigovi¢ i Serti¢, 2012). Na temelju svojstava djelatne tvari i
pomoc¢nih tvari te njihovih medusobnih interakcija odabire se najbolji put primjene te najbolji
ljekoviti oblik, koji se kao takav takoder podvrgava ispitivanjima stabilnosti kako bi se
utvrdili uvjeti cuvanja te predvidila dugorocna stabilnost pri takvim uvjetima cuvanja

(Jalzabeti¢, 2016).

1.2.1. Smjernice regulatornih organizacija za provodenje ispitivanja stabilnosti lijekova

International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use (ICH) jest medunarodno regulatorno tijelo koje objedinjuje regulatorna tijela
Sjedinjenih Americ¢kih Drzava (FDA), EU (EMA) i Japana (engl. The Pharmaceuticals and
Medical Devices Agency, PMDA) te stru¢njake iz farmaceutske industrije. To je jedinstveni
projekt Cija je misija posti¢i globalnu harmonizaciju kako bi se osigurao razvoj i registracija

sigurnih, efektivnih i visoko kvalitetnih lijekova i medicinskih proizvoda (www.ich.org).

ICH smjernice naglaSavaju vaZnost ispitivanja onih svojstava djelatne tvari koja su
podlozna promjenama tijekom skladiStenja, a koja bi mogla utjecati na kvalitetu, sigurnost 1
efikasnost lijeka. Takoder, od iznimne su vaznosti dokumentirani dokazi da su koriStene
analiticke metode validirane 1 prikladne za odredivanje 1 kvantifikaciju razgradnih produkata

djelatne tvari (ICH Q1A — Q1F).



1.2.2. Stabilitetno indikativne metode

Metode koje se Kkoriste tijekom ispitivanja stabilnosti lijekova nazivaju se stabilitetno
indikativne metode (SIM). Prema FDA, stabilitetno indikativna metoda jest validirani
analiticki postupak koji to¢no i precizno mjeri djelatnu tvar, bez utjecaja procesnih
onecis¢enja, pomocnih tvari i razgradnih produkata. Glavni cilj stabilitetno indikativnih
metoda je pratiti rezultate tijekom stabilitetnih studija kako bi se mogla garantirati sigurnost,

efikasnost i kvaliteta gotovog farmaceutskog proizvoda (Cione i sur, 2011).

Razvoj stabilitetno indikativne metode nije precizno objasnjen niti u regulatornim
smjernicama, niti u farmakopejama, no prema Bakshi i Singh (2002), ukljuéuje sljedece

korake:

1) studija strukture djelatne tvari u svrhu utvrdivanja najvjerojatnijeg puta razgradnje;
2) prikupljanje informacija o fizikalno-kemijskim svojstvima djelatne tvari;

3) studije prisilne razgradnje (stres studije);

4) preliminarne separacijske studije na uzorcima iz stres studija;

5) konac¢ni razvoj i optimizacija metode;

6) identifikacija i karakterizacija razgradnih produkata te priprema standarda;

7) validacija stabilitetno indikativne metode.

Kromatografske separacijske tehnike pokazale su se kao najbolje za separaciju
komponenti tijekom stabilitetnih studija, s mnogim prednostima koje ukljucuju iznimnu
toc¢nost i1 osjetljivost i kod malih koli¢ina potencijalno nastalih degradacijskih produkata.
Najvise je stabilitetno indikativnih metoda razvijeno koriste¢i tekucinsku kromatografiju
visoke djelotvornosti (engl. High Pressure Liquid Chromatography, HPLC). Kapilarna
elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis, CE) jedna je od novijih tehnika koristenih za
razvoj stabilitetno indikativnih metoda. Njena prednost lezi u visokoj osjetljivosti i

razluéivosti uz minimalno Sirenje pikova (Bakshi i Singh, 2002).



1.2.3. Studije prisilne razgradnje (stres studije)

Kao pomo¢ u odredivanju stabilnosti, provode se studije prisilne razgradnje, odnosno
stres studije. Prisilna razgradnja je proces koji ukljucuje degradaciju ljekovitih supstancija u
agresivnijim uvjetima od uvjeta koritenih u studijama ubrzane razgradnje®, pri ¢emu dolazi
do nastajanja razgradnih produkata koji se mogu proucavati u svrhu utvrdivanja stabilnosti
same ljekovite tvari. Ti razgradni produkti mogu ili ne moraju nastati unutar relevantnih
uvjeta skladiStenja gotovog proizvoda, no od vaznosti su prilikom razvoja stabilitetno

indikativne metode (Blessy i sur, 2013).
Studije prisilne razgradnje, prema Brummer (2011), vrse se iz sljedeéih razloga:

- utvrdivanje razgradnog puta djelatne tvari;

- identifikacija one€iS¢enja vezanih za djelatnu tvar ili ekscipijense;

- razumijevanje kemijskih karakteristika same djelatne tvari;

- stvaranje degradacijskog profila koji oponasa ono $to bi se proucavalo u formalnoj
studiji ispitivanja stabilnosti pod ICH uvjetima;

- rjeSavanje problema vezanih za stabilnost.

Tipi¢ne studije prisilne razgradnje obuhvacaju hidroliticku razgradnju (pod utjecajem
kiseline ili baze), oksidativnu razgradnju, termorazgradnju i fotoliticku razgradnju. Jacina
stresnih uvjeta moze varirati ovisno o kemijskoj strukturi djelatne tvari, farmaceutskom

obliku i posebnim uvjetima za skladiStenje gotovog farmaceutskog proizvoda (Brummer,
2011).

Regulatorne agencije predlazu pocetak studija prisilne razgradnje u ranoj fazi razvoja
novog farmaceutskog proizvoda, pretklinickoj ili klinickoj fazi, kako bi se S§to ranije
identificirali razgradni produkti te kako bi se optimizirao i poboljSao proces proizvodnje

(Kumar i sur, 2013).

Dokument Stability Testing of New Drug Substances and Products, Q1A (R2) (ICH
Q1A (R2)) predlaze uvjete za provodenje stres studija na djelatnim tvarima i gotovim

farmaceutskim proizvodima. Tablica 1 prikazuje primjer uvjeta u studijama forsirane

'Studije ubrzane razgradnje dizajnirane su tako da ubrzaju kemijsku razgradnju ili fizikalne
promjene primjenom pretjeranih uvjeta ¢uvanja, kako se ne bi moralo ¢ekati na podatke o
stabilnosti djelatne tvari ili gotovog proizvoda na sobnoj temperaturi, pri ¢emu dolazi do
nastajanja razgradnih produkata koji se mogu proucavati u svrhu utvrdivanja stabilnosti same
ljekovite tvari. Provode se na temperaturi od 40 °C+2 °C, na 75%+5% RV u trajanju od 6
mjeseci (Shete i sur, 2014).



razgradnje na djelatnim tvarima (Cione i sur, 2011). Sugerira se ispitivanje utjecaja
temperature u povecanjima od 10 °C iznad temperature primijenjene u testovima ubrzane
razgradnje (50 °C, 60 °C itd.) i vlage (75% ili vise). No, smjernice ne propisuju uvjete koji bi
se odnosili za studije oksidacije, fotolize ili hidrolize. Bez sluzbenog vodica, pred analitiCare

se postavlja izazov samostalne odluke o uvjetima forsirane razgradnje (Singh i Bakshi, 2000).

Prema smjernicama Q1A i Q1B (ICH Q1A (R2) i ICH Q1B), neki od razgradnih
produkata koji nastaju unutar stres ispitivanja ustvari ne nastaju i unutar formalnih studija

ispitivanja stabilnosti. U tom slucaju, nije potrebno daljnje proucavanje tih produkata.

DJELATNA TVAR U KRUTOM STANJU

Stres Uvjeti Vremenski period
zagrijavanje 60 °C do 30 dana
vlaznost 75% relativna vlaznost do 30 dana

3 mm (prasak) izlozeni i neizlozeni

fotostabilnost g
uzorci ,.kontrolni

slijediti ICH (Q1B) smjernice

DJELATNA TVAR U OBLIKU OTOPINE

Stres Uvjeti Vremenski period

kisela 0,1-1 M HCI do nekoliko tjedana pri 60 °C

hidroliza
alkalna 0,1-1 M NaOH do nekoliko tjedana pri 60 °C

oksidacija 3% H20: do24h

. izlozeni 1 neizlozeni uzorci e gens ..
fotostabilnost (_kontrolni®) slijediti ICH (Q1B) smjernice

zagrijavanje 60 °C do 30 dana

Tablica 1. Primjer uvjeta u studijama forsirane razgradnje na djelatnim tvarima (prema
Cione, Tonhi i Silva, 2011).

Studije prisilne razgradnje trebale bi trajati onoliko koliko je potrebno da se postigne
degradacija od 5-20%. Kako bi se brze razvila metoda, moguca je primjena visih temperatura
od navedenih te krace vrijeme izlaganja, no tome treba pristupati s oprezom, kako ne bi doslo
do razli¢itih kinetika razgradnje i nevaznih razgradnih produkata. Takoder, krace vrijeme
izlaganja trebalo bi se izbjegavati kako bi se zadrzala realisticna termodinamika. ProduZeno
izlaganje bi se trebalo razmotriti jedino ako se tijekom 3 mjeseca nije postigla nikakva
degradacija (Klick i sur, 2005).



1.1.3.1. Uvjeti hidroliticke razgradnje djelatne tvari kiselinom

Budu¢i da su kemijski procesi Cesto katalizirani prisutstvom kiseline, izlaganje djelatne
tvari takvim uvjetima moze ubrzati reakciju razgradnje. Stres ispitivanje utjecaja kiseline na
djelatnu tvar vrsi se kako bi se forsirala razgradnja na primarne razgradne produkte. Hidroliza
je jedna od najces¢ih razgradnih kemijskih reakcija u Sirokom pH podrucju. To je solvoliticki
(disocijacijski) proces u kojem tvar reagira s vodom uz nastajanje razli¢itih novih kemijskih
entiteta. Tvari koje u svojoj strukturi sadrze labilne karbonilne skupine kao Sto su amidi
(laktami), esteri (laktoni), karbamati, imidi, imini, alkoholi te arilniamini, skloni su hidrolizi

uz prisutnost kiseline (Shete i sur, 2014).

NajceS¢e koristena kiselina u ispitivanjima forsirane razgradnje jest klorovodi¢na
kiselina (HCI). U praksi se uglavnom kreée s ispitivanjem utjecaja 0,1 M HCI na razgradnju
djelatne tvari, tijekom nekoliko sati uz refluks. Ukoliko se u tim uvjetima ne dogodi nikakva
degradacija, tvar bi trebalo izloZiti ja¢im koncentracijama kiseline u duljem trajanju. S druge
strane, ako bi uz prve uvjete doslo do prevelike ili potpune degradacije, moze se smanjiti

koncentracija kiseline, kao i trajanje same reakcije (Slika 2).

|

) 04 NHCIMNaOH,
No degrady 8h, Reflux Wiegrada!ion
&
1 N HCINaOH, :”"';:;" 0.01 N HCINaOH,
12 h, Reflux Sufficient s l‘:/ 8hat40°C
*Nodegradanon / cient *Tota] degradation
degrdation
2 NHCINaOH, Sufficient o (ACCEPT) g Sufficient 0.01N HCINaOH,
24 h, Reflux degradation degracaton 2hat2s* C
‘ No degradation 41'0\6.] degradation
icient
degradaton
N HCINa
34 h geﬂuon / Carry out studies
flld under milder conditiong
* No degradation

——

“Declare drug to be"
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———

——
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Slika 2. Flow-chart za uvjete kisele razgradnje djelatne tvari (prema Singh i Bakshi, 2000).



Zbog iznimnih strukturnih razli¢itosti djelatnih tvari u ljekovitim proizvodima, nije

moguce definirati genericki set uvjeta za bilo koju studiju forsirane razgradnje, pa tako ni one

koja se odnosi na hidroliticku razgradnju kiselinom (Kumar i sur, 2013). Uzmemo li u obzir

sam febuksostat, brojni su radovi objavljeni na temu studija prisilne razgradnje, uz razlicite

uredaje koriStene za analizu i razli¢ite uvjete. Presjek nekoliko studija 1 usporedba uvjeta za

hidroliticku razgradnju kiselinom prikazani su u Tablici 2. Ono S§to je zajedniCko svim

metodama jest koriStenje separacijskih analitickih tehnika - tekuéinska kromatografija visoke

djelotvornosti

ili kapilarna elektroforeza.

Kapilarna elektroforeza je elektroforetska

separacijska tehnika, no zbog mnogih zajednickih obiljezja, gotovo se uvijek svrstava u

skupinu  kromatografskih

separacijskih

tehnika,

iako

ne

zadovoljava preduvjet

kromatografskog sustava, a to je separacija na principu razdvajanja izmedu dvije faze (Sertié,

2016).
TEHNIKA | ¥ (ie;‘ékr;‘fff‘t) ¢ (HCI) / mol L t T/°C | %/nm | REFERENCA
RP-HPLC 1 1 30 min 80 254 Mukthinuthalapati i
sur, 2012.
RP-HPLC 1 01 90 min o5 315 Rajyalakshmi i sur,
2013.
RP-HPLC 15 0.1 48h 25 p1g | SekharReddyi
sur, 2013.
Mandle i sur,
RP-HPLC 0,1 0.1 6h 60 315 ooy
CE (MEKC) 0,4 1 60min | 100 | 216 Dalmore 1

Tablica 2. Usporedba razli¢itih uvjeta za stres studiju razgradnje febuksostata kiselinom.




1.3. KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Kapilarna elektroforeza (CE) je separacijska analiticka tehnika koja se temelji na
principu elektroforeze, odnosno Ccinjenici da nabijene Cestice u otopini elektrolita pod
utjecajem elektri¢nog polja putuju razli¢itim brzinama prema jednoj od elektroda (ne zaboravi
ubaciti referencu). U kapilarnoj elektroforezi, nabijene Cestice putuju u uskoj termostatiranoj
kapilari, duljine 50-100 cm i Sirine 50-500 um, pod djelovanjem elektricnog polja visokog
potencijala. Uzorak se u kapilaru injektira pod tlakom, a krajevi kapilare uronjeni su u otopinu
pufera. Kao detektor najéesce se koristi detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector,
DAD).

Brza i jednostavna, kapilarna elektroforeza je u analitici lijekova Cesto koriStena za
odredivanje sadrzaja djelatnih tvari u svim vrstama ljekovitih oblika. Koristi se i za
odredivanje profila Cistoce lijekova, pri analizi lijekova i njihovih metabolita u bioloskim
teku¢inama 1 tkivima, u analizi peptida i proteina, a djelotvorna je i u odjeljivanju
entantiomera (Serti¢, 2016). Prednosti kapilarne elektroforeze ukljuCuju i1 kratko vrijeme

analize, ekolosku prihvatljivost, male volumene uzoraka i otapala te pristupacnu cijenu.

Razdvajanje analita temelji se na razlici u brzini putovanja nabijenih Cestica pod

utjecajem elektri¢nog polja unutar kapilare. Brzinu kretanja ¢estice opisuje formula:
V= HeE

gdje je v brzina putovanja, e oznacava elektroforetsku pokretljivost, a E jakost primijenjenog
elektri¢nog polja. Jakost elektricnog polja ovisi o duljini kapilare te primijenjenom naponu,

prema izrazu:
E=VI/L

gdje je V primijenjeni napon u voltima, a L duljina kapilare u centimetrima. Elektroforetska

pokretljivost Cestice definira se prema sljedec¢oj formuli:
He = q/6mnr

gdje q oznacCava naboj Cestice, r je polumjer Cestice, tj. Stokesov polumjer, a 1 viskoznost

otopine elektrolita.

Brzina razli¢itih analita ovisna je o njihovim svojstvima, kao i o duljini kapilare te

primijenjenom naponu. Analit ¢e se kretati brze Sto je naboj Cestice veci, a polumjer manji.



Takoder, brzina je proporcionalna jakosti elektricnog polja, odnosno naponu, a obrnuto
proporcionalna duljini kapilare. Na brzinu putovanja utjece i pKa vrijednost same molekule te

pH pufera (Watson, 1999).

Jo§ jedna od karakteristika kapilarne elektroforeze jest elektroosmotski tok (engl.
Electroosmotic flow, EOF), koji nastaje kao posljedica povrsinskog naboja na unutra$njoj
stijenci kapilare, gdje se nalaze silanolne skupine. Naime, negativno nabijene silanolne
skupine privlaCe katione iz otopine elektrolita koja se nalazi u kapilari i nastaje elektricni
dvosloj (sastavljen od ¢vrstog dijela 1 difuzijskog dijela) te se uspostavlja elektroosmotski tok
prema katodi (Slika 3). Kationi svojim kretanjem povlace za sobom i okolnu tekuéinu, zbog
¢ega dolazi do protoka cijele otopine prema katodi, te ¢e se tako, na temelju elektroosmotskog

toga, 1 neutralne Cestice uzorka kretati kapilarom.

Slika 3. Uspostavljanje elektroosmotskog toka (Lauer i Rozing, 2009)

S obzirom na to da je sila koja pokrece tok jednoliko rasporedena cijelom duzinom
kapilare, ne dolazi do pada tlaka unutar kapilare, $to tok ¢ini gotovo uniformim i dovodi do
zna€ajno manje disperzije zona analita, odnosno do uzih i oStrijih pikova nego §to je slucaj

kod primjerice, teku¢inske kromatografije gdje se stvara laminarni (parabolni) tok.



Elektroosmotski tok uzrokuje kretanje svih Cestica u uzorku u istom smjeru, neovisno o
naboju, jer je veli¢ina EOF puno veca od elektroforetske pokretljivosti aniona, koji bi se zbog
svog negativnog naboja trebali kretati prema pozitivnoj anodi. Slika 4 prikazuje slucaj gdje se
u uzorku nalaze anioni, kationi 1 neutralne Cestice. Vidljivo je da ¢e se prema katodi najbrze
kretati kationi, koje, osim EOF, pokrece i ionska pokretljivost prema katodi. Zatim slijede

neutralne Cestice, koje se krecu brzinom EOF, a posljednji putuju anioni.

—— kationi
anioni

neutralni spojevi

Slika 4. EOF i redoslijed kretanja molekula kroz kapilaru u kapilarnoj elektroforezi (Lauer i
Rozing, 2009 1 Nigovi¢, 2014b)

Elektroosmotski tok, osim svojih prednosti, ima i1 odredene nedostatke. Tijekom
uzastopnih analiza, on se moZe promijeniti uslijed adsorpcije ispitivanih tvari na stijenku
kapilare. Kako bi se osigurala reproducibilnost metode i sprijecilo zacepljivanje te eventualno
pucanje kapilare, nuZzno je optimizirati 1 ispiranja kapilare izmedu mjerenja tijekom razvoja

nove kapilarnoelektroforetske metode (Serti¢, 2016).

Razvijeno je viSe vrsta kapilarne elektroforeze koje se razlikuju prema mehanizmu

razdvajanja razli¢itih analita (Serti¢, 2013).

1.3.1. Micelarna elektrokineticka kromatografija

Micelarna elektrokineticka kromatografija (engl. Micellar Electrokinetic Capillary
Chromatography, MEKC) je Siroko rasprostranjeni i koristeni oblik kapilarne elektroforeze.
To je metoda koja uspjeSno kombinira elektroforezu i kromatografiju. Za razliku od kapilarne
zonske elektroforeze, micelarnom elektrokinetiCkom kromatografijom moguce je analizirati i
neutralne analite, uz dodatak surfaktanta u otopinu radnog pufera. Surfaktanti su amfifilne
tvari, $to znaci da posjeduju hidrofilni 1 hidrofobni dio. Iznad odredene koncentracije, nazvane

kriticna micelarna koncentracija (engl. Critical Micellar Concentration, CMC), surfaktanti
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agregiraju 1 stvaraju micele, sfericne tvorbe koje ulaze u hidrofobne i/ili elektrostatske
interakcije s analitima. Zbog ovih interakcija i naboja na micelama, neutralni analiti putuju
kroz kapilaru brzinom ovisnom o raspodjeli izmedu micele i otopine elektrolita. Sto su analiti
hidrofobniji, ulaze u jace interakcije s micelom, te se duze zadrzavaju u kapilari (Serti¢, 2013;

Watson, 1999).

Najcesce koristeni surfaktant u micelarnoj elektrokinetickoj kromatografiji je natrijev
dodecil sulfat (engl. sodium dodecyl sulphate, SDS), anionski surfaktant koji stvara micele

iznad koncentracije 8-9 mM i temperature od 16 °C.

Brojni su parametri koji se mogu modificirati kako bi se postigli optimalni uvjeti za
provodenje analize. Osim ve¢ spomenutih modifikacija duljine kapilare te primijenjenog
napona, moguce je i mijenjanje sastava radnog pufera dodatkom raznih aditiva (organska

otapala, ciklodekstrini itd) kako bi se poboljsalo razdvajanje analita (Hancu i sur, 2013).

Zbog svih navedenih prednosti, micelarna elektrokineticka kromatografija vrlo je vazna

tehnika u analitici lijekova.
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2. OBRAZLOZENJE RADA

Febuksostat, kao relativno nov lijek, jo§ uvijek nema sluzbenu farmakopejsku
monografiju, stoga je cilj ovog diplomskog rada zapoceti razvoj kapilarnoelektroforetske
metode za analizu utjecaja kiseline na febuksostat ekstrahiran iz tablete, u sklopu stres studija

nuznih za razvoj stabilitetno indikativne metode.

Kao najprikladnija tehnika za ovaj rad odabrana je micelarna elektrokineticka

kromatografija (MEKC), obzirom na strukturu febuksostata i njegovih one¢i$¢enja.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije
Acetonitril, Cistoce za tekuc¢insku kromatografiju (Merck)
Dimetilsulfoksid (Merck)
Klorovodic¢na kiselina (Lac-ner)
Metanol (J.T.Baker)
Natrij dodecil sulfat (Sigma-Aldrich)
Natrij tetraborat (Kemika)
1 M NaOH (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
Standardi:
o Febuksostat (TLC Pharmaceutical StandardsLtd, Ontario Canada)

o Febuksostat DEE (2-[3-(etoksikarbonil)-4-izobutoksifenil]-4-metiltiazol-5-
karboksilna kiselina) (TLC Pharmaceutical StandardsLtd, Ontario Canada)

o Febuksostat amid (2-[3-karbamoil-4-izobutoksifenil]-4-metiltiamazol-5-
karboksilna kiselina) (TLC Pharmaceutical StandardsLtd, Ontario Canada)

o Etil febuksostat (etil 2-[3-cijano-4-izobutoksifenil]-4-metiltiazol-5-karboksilat)
(TLC Pharmaceutical StandardsLtd, Ontario Canada)

o Pravastatin (Pliva)
o Ketoprofen (Sigma-Aldrich)

Ultracista voda (Labconco, Kansas City, MI, SAD)

Adenuric® 80 mg tablete (Berlin-Chemie Menarini Hrvatska)
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3.1.2. Radni instrumenti

Analiti¢ka vaga, model AG245 (Mettler Toledo)

Centrifuga (Nanofuge, Hoefer Scietific Instruments)

Uredaj za kapilarnu elektroforezu, G1600A (Agilent Technologies)
Ultrazvucna kupelj (Elma)

Tresilica (IKA)

3.1.3. Pribor

Bocice za uzorkovanje, 1,5 mL (Agilent Technologies)
Injekcijski filtri Acrodisc GHP, veli¢ina pora 0,20 um, promjer 26 mm (Gelman)

Kapilara od izvucenog kvarca 32 / 35 cm, unutarnji promjer 50 um (Agilent Technologies)

3.1.4. Programski paketi

3D-CE/MSD ChemStation, Rev. A. 10.02 (1757) (Agilent Technologies)

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft)
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema standardnih otopina

Standardne otopine febuksostata, febuksostata DEE i etil febuksostata pripremljene su
otapanjem odgovaraju¢e koliine Cistih supstancija u acetonitrilu kako bi se postigla
koncentracija 500 pg/mL. Standardna otopina febuksostat amida pripremljena je otapanjem
odgovarajuce koli¢ine supstancije u dimetilsulfoksidu kako bi se postigla koncentracija 500

ug/mkL.

Pravastatin, koriSten kao unutarnji standard, otopljen je u ultraCistoj vodi, a

koncentracija mu je takoder iznosila 500 pg/mL.

Drugi koristeni unutarnji standard, ketoprofen, otopljen je u metanolu te je i njegova

koncentracija iznosila 500 pg/mL.

Sve su otopine bile izloZzene ultrazvuénoj kupelji na 5 minuta, kako bi se povecala
topljivost krutih supstancija. Osim febuksostat amida, koji se skladisti na sobnoj temperaturi,

sve su standardne otopine bile ¢uvane u hladnjaku na 4°C.

3.2.2. Ekstrakcija febuksostata iz komercijalno dostupne tablete

10 tableta Adenuric® najprije je izvagano na analitiCkoj vagi, a zatim propisno
usitnjeno u tarioniku do sitnog praha. Odgovarajuéa koli¢ina usitnjenih tableta prenesena je u
odmjernu tikvicu od 5 mL u koju je dodan acetonitril. Ekstrakcija je vrSena na ultrazvu¢noj
kupelji tijekom 20 minuta. Alikvoti otopine su prenesSeni u eppendorf epruvete od 1,5 mL te
centrifugirane 5 minuta na 6400 rpm. Supernatant je profilitriran mikrofilterima za $price
veli¢ine pora 0,2 um 1 pohranjen u hladnjaku na 4-8 °C. Prije analize otopine su razrijedene

acetonitrilom do odgovarajuce koncentracije.

3.2.3. Priprema radnog pufera

Otopina boratnog pufera koncentracije 100 mM pripremljena je otapanjem
odgovarajuce koli¢ine natrijevog tetraborata u ultracistoj vodi. Otopina surfaktanta SDS-a
koncentracije 100 mM pripremljena je otapanjem odgovarajuce koli¢ine natrijevog dodecil
sulfata u ultracistoj vodi. Radni pufer pripremao se svakodnevno, mijeSanjem odgovarajuceg

volumena boratnog pufera, otopine SDS-a i ultradiste vode, uz eventualni dodatak organskog
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otapala acetonitrila ili metanola u Zeljenim omjerima. Prije mijeSanja otopine su filtrirane kroz

mikrofilter.

3.2.4. Priprema instrumenta

Prije prvog koristenja instrumenta nuzno je kondicionirati kapilaru ispiranjem s 1 M
NaOH 20 minuta, potom s 0,1 M NaOH 20 minuta, 10 minuta ultra¢istom vodom te na kraju
10 minuta otopinom radnog pufera. Na pocetku svakog radnog dana, kapilara se kondicionira
ispiranjem 10 minuta s 0,1 M NaOH, 10 minuta ultra¢istom vodom te 10 minuta otopinom
radnog pufera. Kako bi se osigurala ponovljivost rezultata, kapilara se 3 minute ispirala
otopinom radnog pufera izmedu svake analize. Na kraju svakog radnog dana, kapilara se 10
minuta ispire s ultrac¢istom vodom, nakon ¢ega se elektrode uranjaju u bocice za uzorkovanje

ispunjene ultrac¢istom vodom.

3.2.5. Analiza uzorka

Analiza se provodi na uredaju za kapilarnu elektroforezu koriste¢i kapilaru od
izvucenog kvarca unutarnjeg promjera 50 pum. Uzorci se injektiraju u kapilaru pod tlakom od
50 mbar, pri temperaturi od 25 °C tijekom 6 sekundi. Analiza se provodi pri valnoj duljini

detektora od 237 nm i pri naponu od 30 kV.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Micelarna elektrokineticka kromatografija (MEKC) odabrana je kao najprikladnija
metoda za istovremenu analizu febuksostata i njegovih onecis¢enja buduc¢i da dodatkom
surfaktanta u otopinu radnog pufera pri koncentraciji vecoj od kriticne micelarne
koncentracije (CMC) nastaju micele, nabijene sferi¢ne tvorbe, koje omogucuju detekciju ne
samo nabijenih, ve¢ i neutralnih spojeva, u ovom slucaju oneciséenja etil febuksostata (Slika
5). Ispitan je utjecaj razli¢itih koncentracija klorovodi¢ne kiseline na povrSinu pika
febuksostata u razli¢itim vremenima, odnosno na razgradnju samog lijeka, Sto je detaljnije
opisano u poglavlju 4.4. Cilj metode je svakako osigurati razdvajanje izmedu svih
novonastalih razgradnih produkata, pa je optimizacija metode proces koji prati samu

razgradnu studiju.

(A) (B)

OH

(©) (D)

Slika 5. Kemijska struktura febuksostata (A), febuksostat DEE-a (B), febuksostat amida (C),
etil febuksostata (D).
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4.1. ODABIR RADNOG PUFERA

Ispitan je utjecaj razli¢itih radnih pufera na polozaj i Sirinu pikova (Slike 6, 7 i 8).
Redoslijed eluiranja analita ovisan je o njihovoj lipofilnosti, naboju te veli¢ini. Pozitivho
nabijene molekule kre¢u se najbrze, jer ih pokre¢e ionska pokretljivost prema katodi i
elektroosmotski tok. Buduci da je elektroforetska pokretljivost obrnuto proporcionalna
polumjeru Cestice, mali kationi putovati ¢e brze od velikih. Micele dodanog surfaktanta
negativnog su naboja, pa se krecu sporije od elektroosmotskog toka, a Sto su analiti lipofilniji,
viSe ulaze u interakcije s micelama te se duZze zadrzavaju u kapilari (Serti¢, 2016). Prvi je
eluirao febuksostat, zatim febuksostat DEE, febuksostat amid i etil febuksostat kao posljednji.
Odabrana je valna duljina detektora od 237 nm jer je pri njoj apsorbancija febuksostata
visoka.

DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSO S\FEBUX022 D)
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Slika 6. Elektroferogram smjese standardnih otopina febuksostata (F), febuksostat DEE-a (D),
febuksostat amida (A) i etil febuksostata (E).

Uyvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25°C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 32 cm.

DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSOS\FEBUX034 D}

40 F D
30 A
20
E
E ‘___,_._.N/\
0_/‘"'_'_“_"—_'_'__ —
05 1 15 2 25 3 T

Slika 7. Elektroferogram smjese standardnih otopina febuksostata (F), febuksostat DEE-a (D),
febuksostat amida (A) i etil febuksostata (E).

Uvijeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, 10% acetonitril, napon 30 kV,
25°C, detekcija pri 237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina
kapilare 32 cm.
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DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSOS\FEBUX036 D)
D
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Slika 8. EIektroferogram smjese standardnlh otoplna febuksostata (F) febuksostat DEE -a (D),
febuksostat amida (A) i etil febuksostata (E).

Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, 10% metanol, napon 30 kV, 25 °C,
detekcija pri 237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 32
cm.

Kao optimalan radni pufer odabrana je otopina sastava 20 mM boratnog pufera pH 9,3
te 50 mM SDS bez dodatka organskog otapala budu¢i da dodatak organskog otapala nije
poboljsao oblik pika oneciS¢enja etil febuksostata, a ¢ak se i ofekivano produljilo vrijeme
analize zbog utjecaja dodatka organskog otapala na viskoznost radnog pufera i zeta potencijal

na unutra$njoj stijenci kapilare.
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4.2. EKSTRAKCIJA FEBUKSOSTATA IZ TABLETE

Tablete febuksostata pripremljene su za analizu prema propisu opisanom u poglavlju
3.2.2. Na Slici 9 prikazan je elektroferogram uzorka otopine tablete febuksostata (0,5 mg/mL)
u acetonitrilu. Otopina tablete ekstrahirana acetonitrilom razrijedena je do radne koncentracije
dodatkom ultraciste vode.

DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSOS\FEBUX074 D)

F (tableta)
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Slika 9. Elektroferogram otopine tablete febuksostata (F (tableta), 50 pg/mL).
Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.

Pri istim uvjetima analize snimljen je i standard febuksostata u istoj koncentraciji kao i
otopina tablete (Slika 10). Usporedbom s elektroferogramom otopine tablete febuksostata
vidljivo je da se pik febuksostata javlja u istom vremenu kao i pik febuksostata iz standardne
otopine.

DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSO S\FEBUXD68 D)

F (standard)
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Slika 10. Elektroferogram standardne otopine febuksostata (F (standard), 50 pg/mL).
Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25°C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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4.3. ODABIR UNUTARNJEG STANDARDA

Za osiguravanje vjerodostojnosti rezultata, u uzorak se dodaje pravastatin kao unutarnji
standard. Unutarnji standard je tvar koja sluzi za otklanjanje potencijalnih pogresSaka koje
mogu nastati zbog vrlo malih volumena injektiranih u kapilaru, kao i zbog razlika u
elektroosmotskom toku te varijacija napona. To je obi¢no tvar fizikalno kemijskih svojstava
slicnih analitu kojeg analiziramo. Pravastatin (Slika 11) kao &-hidroksi kiselina s pKa
vrijednosti 4,2 je pri pH 9 radnog pufera u potpunosti ioniziran i negativno nabijen, kao i
febuksostat. Osim toga pravastatin je relativno hidrofilan spoj, zahvaljuju¢i svojim polarnim
hidroksilnim skupinama koje su vezane na dekalinski prsten (Serti¢, 2013; Nigovi¢ i Vegar,
2008).

CH,

HO

Slika 11. Kemijska struktura pravastatina

Pravastatin je otopljen u ultracistoj vodi i njegova koncentracija iznosi 0,5 mg/mL.

Pravastatin eluira prije febuksostata (Slika 12).

DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSO S\FEBUX0&3 D)
709

F (st)
60 P

40 4

1 MFJ §
Slika 12. Elektroferogram standardne otoplne febuksostata (F (st) 50 ug/mL) | pravastatina
(P, 50 ug/mL).

Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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Takoder, snimljen je 1 elektroferogram otopine tablete febuksostata uz dodatak
pravastatina, ¢ime je potvrden identitet pika febuksostata snimljen na elektroferogramu same
otopine tablete febuksostata. Usporedba elektroferograma otopine standarda febuksostata i
pravastatina te elektroferograma otopine tablete febuksostata i pravastatina prikazana je na

Slici 13.

DAD1 C, Sig=237 4 Ref=500,100 (FEBUKSO S\FEBUX0&3 D)

70
F (st)
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DAD1 C, Sig=237,4 Ref=500,100 (FEBUKSO SVEBUXD85 D)
70 P

60

40 4
30

20

MWM._J e

o

05 15 mig
Slika 13. Usporedba elektroferograma standardne otopine febuksostata (F (st), 50 pg/mL) 1
pravastatina (P, 50 ug/mL) (na slici gore) s elektroferogramom otopine tablete febuksostata (F
(tbl) 50 pg/mL) i pravastatina (P, 50 pg/mL) (na slici dolje).
Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri

237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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Uspjesnost ekstrakcije febuksostata iz tablete iskazuje se kao analiticki prinos (engl.
recovery), odnosno omjer srednje vrijednosti omjera pika febuksostata iz standardne otopine i
pika pravastatina te omjera pika febuksostata ekstrahiranog iz tablete i pika pravastatina,

izrazen u postotku (Tablica 3).

Srednja
Povrsina Povrsina Omjer vrijednost
Broj pika pika povrsine omjera
mjerenja | febuksostata | pravastatina | pikovaFi povrsine b RSD (%)
(F) P) P pikova F i
P
1 46,6883 42,1754 1,107
FEBUKSOSTAT
1Z STANDARDNE 2 45,8808 41,4524 1,107 1,108 0,0025 0,2239
OTOPINE
3 43,9599 39,5603 1,111
1 46,2907 42,8735 1,08
FEBUKSOSTAT
EKSTRAHIRAN 2 47,5954 43,7149 1,089 1,086 0,0058 0,5346
1Z TABLETE
3 47,2559 43,3331 1,001

ANALITICKI PRINOS (RECOVERY) 98,01%

Tablica 3. Izra¢un uspjesnosti ekstrakcije (analiti¢ki prinos, recovery) febuksostata iz

tablete uz pravastatin kao unutarnji standard

Nakon uspjesne ekstrakcije febuksostata iz tablete (analiticki prinos od 98,01%),
sljede¢i korak jest podvrgnuti otopinu febuksostata iz tablete djelovanju kiseline. Nakon
proucavanja literature vezane za ispitivanje utjecaja kiseline na febuksostat (Tablica 2. iz
poglavlja 1.2.3.1.), obzirom na koriStenu metodu i uvjete ispitivanja, odlu¢eno je zapoceti

ispitivanje s 1 M klorovodi¢nom kiselinom (Dalmora i sur, 2014).

Dodatkom 1 M HCI, nakon jednog sata uoceno je smanjenje povrsine pika febuksostata,
ali i pojava novih pikova te smanjenje povrsine pika pravastatina (Slika 14). lako je, kao
unutarnji standard, pravastatin dodan neposredno prije analize, krenula je njegova razgradnja,

zbog Cega se namece potreba za odabirom novog unutarnjeg standarda.

Objasnjenje ovakve degradacije pravastatina nalazi se u ¢injenici da on pri niskom pH
laktonizira i epimerizira. Pik koji eluira prije pravastatina mogao bi se odnositi na C-6 epimer
pravastatina koji je takoder negativnog naboja, a u skladu s literaturom ima drugaciji
koeficijent raspodjele izmedu SDS micela i otopine radnog pufera nego pravastatin. Kako
laktonski oblici pravastatina i njegovog C-6 epimera nemaju ioniziraju¢ih funkcionalnih
skupina, novonastali pikovi koji su eluirali nakon pravastatina mogu se odnositi upravo na
neutralni lakton pravastatina te lakton njegovog C-6 epimera, zbog najveceg afiniteta

neutralnih molekula prema micelama (Nigovi¢ i Vegar, 2008).
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Naravno, bez spregnutog sustava s masenim spektrometrom koji bi omogucio
strukturnu karakterizaciju dobivenih razgradnih produkata pravastatina i febuksostata,
moguce je jedino prema vremenu migracije identificirati tri oneciS¢enja febuksostata za koje

imamo analiti¢ke standarde.
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Slika 14. Usporedba elektroferograma tablete febuksostata (F (tbl), 50 ug/mL) i pravastatina
(P, 50 pg/mL) (na slici gore) s elektroferogramom otopine tablete febuksostata (F (tbl), 50
ug/mL) i pravastatina (P, 50 ug/mL) 1 h nakon dodatka 1 M HCI (na slici dolje).

Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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Kao novi unutarnji standard, umjesto pravastatina, odabran je ketoprofen (Slika 15),
koji takoder kao i febuksostat te pravastatin, posjeduje karboksilnu skupinu te je negativno

nabijen u luznatom mediju.

0 CH,

Slika 15. Kemijska struktura ketoprofena

Tijekom slijede¢e analize, u uzorak je dodano 50 pL ketoprofena (0,5 mg/mL)
otopljenog u metanolu (Slika 16).
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Slika 16. Usporedba elektroferograma standardne otopine febuksostata (F (st), 50 pg/mL) i
ketoprofena (K, 50 pg/mL) (na slici gore) s elektroferogramom otopine tablete febuksostata
(F (tbl), 50 ug/mL) i ketoprofena (K, 50 pg/mL) (na slici dolje).

Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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Ponovno je utvrden analiti¢ki prinos, ovoga puta u iznosu od 98,29% (Tablica 4).

S_r_ednja
Broi Povrsina pika | Povrsina pika Omi - VI;)I%: _(;Lr;(;st
broy. febuksostata ketoprofena mjer povrsine JV. SD RSD (%)
mjerenja F (K) pikova F i K povrsine
( pikova F i
K
1 43,336 53,4665 0,8105
FEBUKSOSTAT I1Z ' ' '
0,8149 0,0062 0,7643
STAND. OTOPINE 2 46,7372 57,0429 0,8193
FEBUKSOSTAT 1 46,5745 57,9438 0,8038
EKSTRAHIRAN 1Z 0,801 0,004 0,4942
TABLETE 2 45,2445 56,684 0,7982
ANALITICKI PRINOS (RECOVERY) 98,29%

Tablica 4. Izracun uspjesnosti ekstrakcije (analiticki prinos, recovery) febuksostata iz tablete

uz ketoprofen kao unutarnji standard
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4.4. UTJECAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA KLOROVODICNE KISELINE NA
RAZGRADNJU FEBUKSOSTATA

Otopina tablete febuksostata podvrgnuta je djelovanju 1 M HCI tijekom 1 h, nakon ¢ega
je snimljen elektroferogram koji je potom usporeden s elektroferogramima standardne otopine
febuksostata te otopine febuksostata iz tablete prije degradacije kiselinom (Slika 17).
Neposredno prije svake analize dodan je ketoprofen kao unutarnji standard.
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Slika 17. Usporedba elektroferograma standardne otopine febuksostata (F (st)) i ketoprofena
(K) (na slici gore) s elektroferogramom otopine tablete febuksostata (F (tbl)) i ketoprofena
(K) (naslici u sredini) te elektroferogramom otopine tablete febuksostata i ketoprofena (K, 50
pug/mL) 1h nakon dodatka 1 M HCI (na slici dolje).

Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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Iz Slike 17 vidljivo je da se povrSina pika ketoprofena nije bitno mijenjala, niti su
nastali novi pikovi, §to ukazuje na to da je ketoprofen bolji izbor za unutarnji standard od

pravastatina.

Usporedbom omjera povrs$ina pikova febuksostata i ketoprofena prije i poslije dodatka
kiseline, utvrdeno je kako je ovakva koncentracija kiseline previsoka te se daljnji razvoj

metode nastavlja s dodatkom 0,1 M HCI.

Snimljen je elektroferogram tablete febuksostata i ketoprofena kao unutarnjeg standarda s
dodatkom 0,1 M HCI nakon 2 h i 50 min (Slika 18).
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Slika 18. Usporedba elektroferograma tablete febuksostata (F (tbl), 50 pg/mL) i ketoprofena
(K, 50 pg/mL) (na slici gore) s elektroferogramom otopine tablete febuksostata (F (tbl), 50
pug/mL) i ketoprofena (K, 50 pg/mL), 2 h i 50 min nakon dodatka 0,1 M HCI (na slici dolje).
Uvjeti analize: 20 mM boratni pufer pH 9,3, 50 mM SDS, napon 30 kV, 25 °C, detekcija pri
237 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Ukupna duljina kapilare 35 cm.
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Nakon analize u ovakvim uvjetima, iz usporedbe omjera povrSina pikova febuksostata i
ketoprofena prije i poslije degradacije vidljivo je da je nakon 2 h i 50 min postignuta puno
veca degradacija (80,72%) od one nuzne za razvoj stabilitetno indikativne metode (a koja

iznosi 5-20%) (Tablica 5).

Povrsina Povrsina . v
. . Omjer povrsine
pika pika ikovaFi K
febuksostata | ketoprofena P
Febuksostat (iz tablete) 46,5745 57,9438 0,804
Febuksostat (iz tablete)
+0,1 M HCl nakon 2 h 8,6315 55,6079 0,155
i 50 min
Postignuta degradacija 80,7214%

Tablica 5. Usporedba omjera povrsSina pikova febuksostata i ketoprofena prije i poslije
degradacije s 0,1 M HCI.

Obzirom na podatke iz Tablice 5, kao izazov preostaje ustvrditi prikladno vrijeme
tijekom kojega ¢e otopina tablete febuksostata biti izloZena optimalnoj koncentraciji kiseline.
Takoder, potrebno je odrediti koliki je volumen NaOH potreban za neutralizaciju i
zaustavljanje degradacije kiselinom, kako bi se mogla utvrditi eventualna prisutnost nekih od

prethodno spominjanih oneci$¢enja febuksostata.
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5. ZAKLJUCCI

Tijekom razvoja kapilarnoelektroforetske metode za analizu utjecaja kiseline na
febuksostat ekstrahiran iz tableta, kao optimalni radni pufer pokazala se otopina sastava 20

mM boratnog pufera pH 9,3 i 50 mM SDS bez dodatka organskog otapala.

Ekstrakcija febuksostata iz Adenuric® tableta pokazala se uspjeSna s oba istrazivana
unutarnja standarda pri ¢emu je analiticki prinos s pravastatinom iznosio 98,01%, a s
ketoprofenom 98,29%.

Dodatak klorovodi¢ne kiseline uzrokovao je epimerizaciju i laktonizaciju pravastatina,
kao potencijalnog unutarnjeg standarda, $to je za posljedicu imalo pojavu novih pikova.
Suprotno, dodatak klorovodi¢ne kiseline nije uzrokovao bitne promjene u razgradnji

ketoprofena, te se on pokazao kao bolji izbor za unutarnji standard.

Koncentracija klorovodi¢ne kiseline u iznosu 0,1 M pokazala se pogodnija za analizu,

bududi da je 1 M klorovodi¢na kiselina uzrokovala pretjeranu razgradnju febuksostata.

U daljnjim istrazivanjima nuzno je odrediti optimalno vrijeme izlozenosti Kiselini, jer je
vrijeme izloZenosti 0,1 M klorovodi¢noj kiselini u trajanju od 2 h i 50 min dovelo do

prevelike razgradnje febuksostata (80,72%).

Odredivanje optimalnog volumena te koncentracije natrijevog hidroksida potrebnog za

zaustavljanje kisele hidrolize takoder treba biti predmetom buduéih istraZivanja.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. SAZETAK

Febuksostat je selektivni inhibitor ksantin oksidaze, snazan lijek koji se koristi u terapiji
gihta, a u Republici Hrvatskoj registriran je 2012. godine. Jo§ uvijek nema sluzbenu
monografiju niti u jednoj Farmakopeji. U ovom diplomskom radu zapoCet je razvoj
kapilarnoelektroforetske metode za analizu utjecaja kiseline na febuksostat ekstrahiran iz
ljekovitog oblika, tableta Adenuric®, u sklopu stres studija nuznih za razvoj stabilitetno

indikativne metode.

Kao najprikladnija metoda za analizu odabrana je micelarna elektrokineticka
kromatografija zbog mogucnosti da se uz dodatak surfaktanta natrijevog dodecil sulfata (SDS-
a) razdvoje i nabijeni i neutralni spojevi. Ispitani su razli¢iti radni puferi te se kao
najprikladniji pokazao radni pufer sastava 20 mM boratnog pufera pH 9,3 i 50 mM SDS-a,
bez dodatka organskog otapala. Kao prikladan unutarnji standard odabran je ketoprofen,
budué¢i da mu dodatak kiseline nije uzrokovao promjene u visini i povrsini pika, za razliku od

pravastatina koji je uz dodatak kiseline laktonizirao i epimerizirao.

Koncentracija klorovodi¢ne kiseline u iznosu od 0,1 M pokazala se prikladnom za
analizu, dok je koncentracija u iznosu od 1 M uzrokovala pretjeranu razgradnju febuksostata.
Vrijeme izlozenosti febuksostata klorovodi¢noj kiselini koncentracije 0,1 M u trajanju od 2
sata i 50 minuta dovelo je do prevelike razgradnje febuksostata, stoga je potrebno odrediti
prikladno vrijeme izloZenosti kiselini, kao 1 volumen te koncentraciju natrijevog hidroksida
potrebnog za zaustavljanje kisele hidrolize. To prelazi okvire ovog diplomskog rada te ostaje

kao izazov u budu¢im istrazivanjima.
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7.2. SUMMARY

Febuxostat is a selective inhibitor of xanthin oxidase, a potent drug used in gout
therapy, and is registered in the Republic of Croatia in 2012. Febuxostat still does not have an
official monograph in any Pharmacopoeia. In this graduate thesis the development of a
capillary electrophoretic method for the analysis of the effect of acid on febuxostat extracted
from the Adenuric® tablet was started, within stress studies necessary for the development of
the stability-indicating method.

Micellar electrokinetic chromatography was chosen as the most suitable method, due to
the possibility that with the addition of a surfactant (sodium dodecile sulphate, SDS) both
neutral and charged compounds can be differentiated. Several working buffers were tested
and the one composed of 20 mM borate buffer pH 9.3 and 50 mM SDS without the addition
of organic solvent was shown as the most appropriate one. Ketoprofen was chosen as a
suitable internal standard, since the addition of acid did not cause changes in height and area
of its peak, unlike pravastatin which, by addition of acid, lactonized and epimerized.

The concentration of hydrochloric acid in the amount of 0.1 M was found to be suitable
for analysis, while the concentration in the amount of 1 M caused excessive degradation of
febuxostat. The exposure time of hydrochloric acid to 0.1 M for 2 hours and 50 minutes
resulted in excessive degradation of febuxostat, so it is necessary to determine the appropriate
exposure time to the acid as well as the volume and concentration of sodium hydroxide
necessary to stop acid hydrolysis. It goes beyond the frameworks of this graduate work and

remains a challenge in future research.
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