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SAZETAK

Odredivanje razgradnih produkata amino i amidino supstituiranih 2-
benzotiazola

Definiranje stabilnosti lijekova ponajviSe se svodi na odredivanje nezeljenih svojstava
uzrokovanih razgradnim produktima i oneciS¢enjima koji smanjuju kvalitetu, sigurnost i
djelotvornost lijeka. U svrhu to¢nog odredivanja procesa proizvodnje, uvjeta skladistenja i
transporta, vazno je ispitati kako se kvaliteta farmaceutskog proizvoda mijenja pod utjecajem
razlicitih okoli$nih ¢imbenika. Prije pocetka komercijalne uporabe farmaceutski aktivnih tvari
potrebno je, uz ispitivanje stabilnosti, procijeniti njihova svojstva koja mogu imati znacajan
utjecaj na zive organizme i okoli§. Tek nakon provedenih ispitivanja, farmaceutski aktivni
spojevi mogu prijeéi u fazu ispitivanja potencijalne implementacije u novim farmaceutskim
proizvodima. Jedan od nacina ispitivanja stabilnosti jest podvrgavanje aktivnih tvari

ekstremnim kemijskim i okoli$nim uvjetima, tzv. ispitivanje prisilne razgradnje.

Cilj ovog rada bio je odrediti strukturu i svojstva razgradnih produktata dva derivata 2-
fenilbenzotiazola. Uzorci  spojeva LD-4, IUPAC naziva 2-(4-amidinofenil)-6-
aminobenzotiazol-klorid, i LD-5, IUPAC naziva 2-(4-aminofenil)-6-(imidazolin-2-
il)benzotiazol-mesilat, ispitivani su u uvjetima kisele hidrolize (0,5 M HCI), bazne hidrolize
(0,5 M NaOH), oksidacije peroksidom (10 % H20.), povisene temperature (80 “°C i 100 °C) i
UV/VIS svjetla (500 Wh/m?), a identifikacija produkata provedena je pomocu tekuéinskog
kromatografa visoke djelotvornosti povezanim sa spektrometrom masa visoke razlucivosti
(HPLC-QTOF).

Na osnovu dobivenih spektara masa odredena je struktura razgradnih produkata i predlozen
razgradni put osnovnih spojeva. Na temelju odredene strukture razgradnih produkata
procijenjene su vrijednosti razvojne toksicnosti, mutagenosti i biakumulacijskog faktora

pomocu T.E.S.T. softverskog programa.

Kljucne rijefi: benzotiazol, prisilna razgradnja, razgradni produkti, tekucinska
kromatografije visoke djelotvornosti, razvojna toksi¢nost, mutagenost, bioakumulacijski

faktor



ABSTRACT

Determination of degradation products of amino and amidino substituted
2-benzothiazoles

Definifing the stability of drugs is mostly reduced to determining the adverse properties
caused by degradation products and contaminants that reduce the quality, safety and
efficiency of the drug. In order to accurately determine the production process, as well as
storage and transport conditions, it is important to examine how the quality of the
pharmaceutical product changes under the influence of various environmental factors. Before
commencing commercial use of pharmaceutically active substances, it is necessary, in
addition to stability testing, to evaluate their properties which may have a significant effect on
living organisms and the environment. Only after the tests have been performed, can the
pharmaceutically active compounds enter the testing phase of potential implementation in
new pharmaceutical products. One way to test stability is to subject the active substances to

extreme chemical and environmental conditions, the so-called forced decomposition test.

The aim of this study was to determine the structure and properties of degradation products of
two 2-phenylbenzothiazole derivates. Samples of the compounds LD-4, IUPAC called 2-(4-
amidinophenyl)-6-aminobenzothiazole chloride, and LD-5, IUPAC called 2-(4-aminophenyl)-
6-(imidazolin-2-yl)benzothiazole mesylate, were tested under conditions of acid hydrolysis
(0,5 M HCI), basic hydrolysis (0,5 M NaOH), peroxide oxidation (10 % H20.), elevated
temperatures (80 “C i 100 °C) and UV/VIS light (500 Wh/m?), and product identification was
performed using a high performace liquid chromatograph connected to a high resolution mass
spectrometer (HPLC-QTOF).

Based on the obtained mass spectra, the structure of degradation products was determined and
the degradation pathway of basic compounds was proposed. Based on the specific structure of
degradation products, the values of developmental toxicity, mutagenicity and bioaccumulation

factor were estimated using T.E.S.T. software program.

Key words: benzothiazole, forsed degradation, degradation products, high performace liquid

chromatography,  developmental toxicity,  mutagenicity, bioaccumulation  factor
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1. UvVOD



Stabilnost gotovog farmaceutskog proizvoda je klju¢an ¢imbenik njegove kvalitete, sigurnosti
I djelotvornosti. Stabilnost farmaceutskog proizvoda definira se kao mjera do koje lijek
zadrZava istovjetne karakteristike koje je imao u vrijeme proizvodnje pa sve do isteka roka
valjanosti. Svrha ispitivanja stabilnosti tijekom razvoja farmaceutskog proizvoda jest
prikupljanje saznanja o tome kako se kvaliteta proizvoda mijenja pod utjecajem razlicitih
okolisnih c¢imbenika koja uvelike utjecu na proces proizvodnje, uvjete skladistenja i
transporta. Kod definiranja sigurnosti lijekova najvise paznje daje se nepozeljnim svojstvima
uzrokovanih razgradnim produktima i onecis$¢enjima koji smanjuju kvalitetu i sigurnost lijeka.
Iz tog je razloga vazno odrediti 1 identificirati oneciS¢enja i razgradne produkte koji su
prisutni u djelatnoj tvari i gotovom farmaceutskom proizvodu. Nestabilnost gotovog
proizvoda moze dovesti do razgradnje ili gubitka djelotvornosti lijeka te stvaranja novih
spojeva s potencijalnim toksi¢nim djelovanjem. Kao pomo¢ u odredivanju stabilnosti provode
se ispitivanja prisilne razgradnje. Prate se promjene kvalitete aktivne tvari i lijeka
podvrgavanjem istih ekstremnim kemijskim i okolisnim uvjetima. Svrha studija prisilne
razgradnje jest razjasniti potencijalne razgradne produkte, odrediti njihovu sigurnost i razviti

analiticke postupke za kvantitativno odredivanje takvih kemijskih spojeva.

S obzirom da su u danasnje vrijeme virusne i tumorske bolesti drugi po redu uzro¢nici smrti,
potraga za antivirusnim i antitumorskim lijekovima vrlo je vazan zadatak u suvremenim
istrazivanjima, posebice u kemiji. Budu¢i da su dvije potencijalne mete za antivirusne i
antitumorske supstancije  DNA i RNA molekule i skupina mnogobrojnih proteina,
pronalazenje novih bioloskih supstancija usmjereno je ka sintezi novih spojeva koji se vezu za

DNA ili RNA, odnosno onih koji inhibiraju specifi¢ne proteine.

U skupinu potencijalnih terapeutika ubraja se velik broj derivata benzotiazola koji pokazuju
Sirok spektar bioloskog djelovanja i zanimljiva kemijska i fizikalna svojstva. Mehanizam
djelovanja bioloski aktivnih spojeva s benzotiazolskom jezgrom jo§ nije u potpunosti
razjasnjen u vecini slucajeva, budu¢i da benzotiazolna jezgra nije izolirana u velikom broju
prirodnih spojeva. Iz tog se razloga, u posljednje vrijeme, znatno povecalo zanimanje za
pripravu razli€itih derivata benzotiazola i njihovo biolosko ispitivanje.

U ovom radu provedene su studije prisilne razgradnje na amino i amidino supstituiranim 2-
benzotiazolima te su na temelju spektara masa odredeni njihovi razgradni produkti pri

razli¢itim uvjetima.



2. OPCI DIO



2.1. Prisilna razgradnja aktivnih farmaceutskih tvari

Prisilna razgradnja® je razgradnja aktivne tvari ili gotovog lijeka pod kontroliranim Zestokim
uvjetima koji ubrzavaju prirodnu razgradnju i kataliziraju kemijsku promjenu kako bi se
dobila informacija o stabilnosti aktivne farmaceutske tvari i proizvoda u cijelosti. Prisilna
razgradnja pruza uvid u moguée puteve razgradnje i produkte ljekovite tvari, Cija je
identifikacija zatim moguca pomocu dostupnih analitickih postupaka. Proucavanjem
produkata prisilne razgradnje utvrduje se stabilnost i kvaliteta pocetne molekule. Prisilna
razgradnja nezaobilazan je korak prilikom stavljanja lijeka na trziSte [1]. Dvije najvece
svjetske organizacije za regulaciju lijekova, Agencija za hranu i lijekove, FDA? i
Medunarodni odbor za uskladivanje tehni¢kih zahtjeva za lijekove za ljudsku upotrebu, ICH?
propisale su potrebna istrazivanja i dokumentaciju koju je potrebno priloziti prije plasiranja
lijeka na trziSte [2]. Prisilna razgradnja provodi se na ¢vrstoj tvari i otopini, a obuhvaca
hidrolizu u Sirokom rasponu pH vrijednosti, utjecaj temperature, vlage, oksidiraju¢ih tvari i
svjetla. Nadalje, ne postoje to¢no definirani uvjeti prisilne razgradnje koji odreduju vrijednosti
pH, temperature ili upotrebu odredenog oksidansa ve¢ se oni prilagodavaju kako bi stupanj
razgradnje ljekovite tvari ili lijeka bio otprilike 10 % [3]. Prejaki uvjeti mogu dovesti do
nastanka sekundarnih razgradnih produkata koji nisu uobi€ajeni u Zivotnom ciklusu
proizvoda. S druge strane, kod preblagih uvjeta neki razgradni produkti nece nastati i neki
razgradni putevi nece biti otkriveni pa se izabranom metodom ne¢e moci pratiti svi razgradni
produkti [4]. Koncentracija tvari koja se ispituje takoder nije definirana regulatornim
smjernicama no, preporu¢eno je da koncentracija bude 1 mg mL™ ili koncentracija kod koje

se aktivna tvar ili lijek o¢ekuje u kona¢noj formulaciji [1].

2.1.1. Svrha prisilne razgradnje [1, 5, 6]

Studije prisilne razgradnje provode se sa sljede¢im ciljevima:

1. Utvrditi put razgradnje ljekovite tvari odnosno gotovog proizvoda (lijeka).

1 engl. Forced Degradation

2 engl. Food and Drug Administration, FDA

3 engl. International Committee for Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use, ICH



2. Razlikovati produkte razgradnje koji su povezani s ljekovitom tvari od onih Kkoji su
generirani iz pomo¢nih tvari u formulaciji.

3. Objasniti strukturu nastalih produkata prisilne razgradnje.

4. Utvrditi unutarnju stabilnost djelatne odnosno ljekovite tvari u poéetnoj formulaciji.

5. Otkriti mehanizme razgradnje ljekovite tvari i gotovog proizvoda kao Sto su hidroliza,
oksidacija, fotoliza i termoliza.

6. Razumjeti kemijska svojstva molekula.

7. Utvrditi prirodu razvijenih analitickih metoda s obzirom na njihovo odredivanje
stabilnosti.

8. Stvoriti stabilniju formulaciju.

2.1.2. Uvjeti prisilne razgradnje

U studijama prisilne razgradnje ispituju se utjecaji temperature, vlaznosti, oksidacije,
hidrolize i svjetlosti na ljekovitu tvar ili gotov proizvod. Ispitivanja prisilne razgradnje
preporuceno je provesti u ranoj fazi klinickih ispitivanja aktivne farmaceutske tvari kako bi se
dobilo §to viSe vremena za odredivanje mogucih razgradnih produkata i njihovih struktura kao
i vremena za odabir optimalnih uvjeta razgradnje. Na temelju ranih ispitivanja prisilne
razgradnje mogu se, takoder, iznijeti pravovremene preporuke za pobolj$anja u proizvodnom
procesu kao i za odabir prikladne stabilitetno-indikativne metode [7]. Slika 2.1. prikazuje pod
kojim uvjetima se odvija prisilna razgradnja aktivne farmaceutske tvari odnosno gotovog

proizvoda.
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Slika 2.1. Prisilna razgradnja aktivne farmaceutske tvari i gotovog proizvoda

2.1.2.1. Hidroliza

Hidroliza je kemijska reakcija koja ukljucuje razgradnju kemijskog spoja u reakciji s vodom.
To je jedna od najzastupljenijih kemijskih reakcija s velikim rasponom pH vrijednosti.
Hidroliza u kiselim i baznim uvjetima ukljucuje katalizu ioniziranih funkcionalnih grupa
prisutnin u molekuli kemijskog spoja. Kiseli odnosno, bazni uvjeti podrazumijevaju
razgradnju molekule izlaganjem tvari Kiselim i baznim uvjetima koji izazivaju nastajanje
primarnih produkata razgradnje u Sirokom rasponu. Izbor vrste i koncentracije kiseline
odnosno baze ovisi o stabilnosti molekule ljekovite tvari [1]. Najcesce koristene kiseline kod
kisele hidrolize jesu klorovodi¢na i sumporna kiselina (0.1-1 mol L) dok su najéesée
koriStene baze za baznu hidrolizu natrijev i kalijev hidroksid (0.1-1 mol L) [8, 9]. Ako je
kemijski spoj slabo topiv u vodi, za njegovo otapanje koriste se neka druga otapala u
kombinaciji s vodom. Izbor otapala ovisi o strukturi molekula kemijskog spoja, tj. ljekovite
tvari. Reakcija hidrolize provodi se pri sobnoj temperaturi no, ukoliko pri tim uvjetima ne
dolazi do razgradnje temperatura se povisuje (50-70 °C). Takoder, ispitivanja ovakve vrste ne

smiju trajati duze od 7 dana. Kako ne bi doslo do daljnje razgradnje, otopina razgradenog

4



uzorka na kraju se neutralizira odgovaraju¢om bazom ili kiselinom [1].

2.1.2.2. Oksidacija

Za oksidaciju ljekovite tvari prilikom prisilne razgradnje kao oksidirajuce sredstvo najcesce se
koristi vodikov peroksid, ali i drugi oksidiraju¢i agensi kao $to su metalni ioni, kisik i radikali.
Vrsta oksidirajuceg sredstva, njegova koncentracija i odabir ostalih uvjeta ovisi o prirodi
ljekovite tvari. Smatra se kako optimalan stupanj razgradnje daje primjena 0,1-3 % otopine
vodikovog peroksida pri neutralnom pH i sobnoj temperaturi [1]. Oksidacija aktivne
farmaceutske tvari najce$¢i je mehanizam razgradnje ljekovite tvari, a ukljucuje prijelaz

elektrona i stvaranje aniona i kationa, no njen mehanizam moze biti veoma slozene prirode.

2.1.2.3. Termicka razgradnja

Termicka razgradnja je razgradnja koja se provodi izlaganjem krute tvari ili otopine
povisenim temperaturama koje uzrokuju kidanje kovalentnih veza u molekuli [10]. Kruti
uzorci aktivne farmaceutske tvari ili gotovog proizvoda podvrgavaju se suhim i1 vlaZznim
uvjetima poviSene temperature, dok se tekuci uzorci gotovog proizvoda podvrgavaju samo
suhim uvjetima. Utjecaj temperature na termicku razgradnju tvari moze se opisati
Arrheniusovom jednadZbom:

k = Ae—Ea/RT (2-1)
pri ¢emu Kk predstavlja konstantu brzine reakcije, A Arrheniusovu konstantu, Ea energiju
aktivacije, R op¢u plinsku konstantu i T temperaturu. Ispitivanja termic¢ke razgradnje najcesce
se provode pri 40-80 °C. Kod visih temperatura ispitivanja moguca je pojava drugih
mehanizama razgradnje i produkata razgradnje koji se nece pojaviti pri normalnim uvjetima
skladiStenja 1 transporta gotovog proizvoda. Prilikom termicke razgradnje najéesce se odvijaju

reakcije dehidratacije, dekarboksilacije, izomerizacije i dimerizacije [11, 12].



2.1.2.4. Fotoliticka razgradnja

Velik broj aktivnih farmaceutskih tvari osjetljiv je na izvor svjetlosti stoga, prilikom
proizvodnje i skladiStenja gotovih farmaceutski proizvoda moze do¢i do njihove razgradnje.
Iz tog su razloga fotokemijska istrazivanja bitan dio studija prisilne razgradnje iz kojeg se
dobiva uvid u fotokemijsko ponasanje lijekova. Uporaba odgovaraju¢ih spremnika i
ambalaznog materijala moze zastiti proizvode od Stetnih u¢inaka svjetlosti. Osjetljivost lijeka
na odredeno podrucje spektra svjetlosti varira ovisno o kemijskog strukturi aktivne
farmaceutske tvari, fotoreaktivnosti te samoj prirodi doziranja lijeka [13]. Fotokemijska
ispitivanja provode se izlaganjem uzorka utjecaju ultraljubicastog ili vidljivog dijela spektra.
Valna duljina svjetlosti prilikom koje najces¢e dolazi do fotoliticke razgradnje varira u
rasponu od 300-800 nm. Po zavrSetku ispitivanja, uzorcima se odreduju promjene fizikalnih

svojstava te sadrzaj aktivne farmaceutske tvari i one¢iSéenja [1].

2.1.3. Klasifikacija oneciS¢enja

OneciS¢enjem se smatra svaki sastojak aktivne farmaceutske tvari koji nije ljekovita ili
pomoc¢na tvar u gotovom proizvodu ili svaki sastojak ljekovite tvari bez definiranog
kemijskog entiteta kao ljekovite tvari. To su, dakle, nezeljeni spojevi koji, ovisno o njihovoj
koli¢ini u ispitivanom uzorku, mogu utjecati na sigurnost i uc¢inkovitost gotovog lijeka [14,
15].

Nadalje, prema ICH smjernicama oneciS¢enja se mogu podijeliti u tri skupine: organska
oneciS¢enja, anorganska oneciS¢enja 1 ostatna otapala.

Organska oneciS¢enja mogu nastati tijekom procesa proizvodnje 1/ili skladiStenja gotovog
farmaceutskog proizvoda, a mogu biti identificirana, neidentificirana, hlapljiva ili nehlapljiva.
Ukljucuju:

e pocetne sirovine i meduprodukte
e nusprodukte

e procesne i razgradne produkte

e reagense, ligande i katalizatore.

Ovisno o koli¢ini oneciS¢enja koja se nalaze u ispitivanom uzorku, proizvoda¢ ih je duZan
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navesti u izjavi oneciS¢enja, identificirati ili kvalificirati [14].
Anorganska onecis¢enja nastaju u procesu proizvodnje, najcesce su poznata i identificirana, a
ukljucuju:

e anorganske soli

o teske metale ili druge zaostale metale
e reagense, ligande i katalizatore

e ostali materijal [14].

Ostatna otapala su organske ili anorganske, hlapljive ili nehlapljive tekucine koje sluze za
pripremu otopina ili suspenzija u sintezi nove ljekovite tvari ili nastaju u procesu proizvodnje
istih. Dijele se u tri skupine:

e otapala koja treba izbjegavati: kancerogena otapala i otapala opasna za okolis

e otapala koja treba ograniciti: moguca neurotoksi¢nost, teratogenost i druge vrste

toksi¢nosti
e otapala niske toksi¢nosti i malog rizika za zdravlje ljudi [16].

Poznavanje strukture necisto¢a u farmaceutski aktivnoj tvari neophodno je za prilagodavanje
reakcijskih uvjeta proizvodnog procesa, a samim tim 1 za smanjenje koli¢ine necistoca
gotovog proizvoda na prihvatljivu razinu. Stoga su, izolacija, identifikacija i kvantifikacija

necistoca neizostavni dio prilikom razvoja jednog lijeka 1 samim tim pruZaju odredenu

2.2. Benzotiazol

Benzotiazol spada u skupinu aromatskih heterocikli¢kih spojeva ¢ija se molekula sastoji od

tiazolnog prstena kondenziranog na polozaju 4 i 5 na benzensku jezgru [17].

Slika 2.2. Strukturna formula benzotiazola [18]



Veza C-2-N peteroflanog prstena ima svojstvo dvostruke veze, dok ostale veze tiazolnog
prstena pokazuju svojstvo jednostruke veze. S obzirom da se najvece vrijednosti negativnog
naboja nalaze na atomima dusika i sumpora, ukupan naboj u heterociklickom dijelu molekule
je negativan, dok je benzenski prsten pozitivan. 1z tog je razloga molekula benzotiazola

neutralna molekula [19].

2.2.1. BioloSka svojstva derivata benzotiazola

U danasnje vrijeme virusne i tumorske bolesti smatraju se drugim po redu uzro¢nicima smrti
u svijetu, stoga potraga za antivirusnim i antitumorskim lijekovima predstavlja vrlo vazan cilj
suvremenih istrazivanja u medicinskoj kemiji. DNA, ali i u rastu¢em opsegu RNA dvije su
potencijalne mete za antivirusne i antitumorske supstancije pa je pronalazenje novih bioloskih
aktivnijih supstancija usmjereno ka sintezi novih spojeva koji se vezu na DNA ili RNA
odnosno koji inhibiraju specifi¢ne proteine [20].

Kao sto je ve¢ spomenuto u uvodu, u skupinu potencijalnih terapeutika za lije¢enje virusnih i
tumorskih bolesti spada velik broj derivata benzotiazola koji pokazuju Sirok spektar bioloskog
djelovanja i zanimljiva kemijska i fizikalna svojstva.

Benzotiazol je sastavni dio strukture mnogih organskih sintetskih i prirodnih spojeva. U
posljednjih nekoliko godina sve veca paznja posvecuje se benzotiazolima supstituiranim s
odgovaraju¢im supstituentima koji pokazuju izrazenije i selektivnije antitumorsko djelovanje
pa interes za istrazivanjem njihove bioloske i farmakoloske aktivnosti sve vise raste. Posebna
paznja prilikom istrazivanja posvecena je njihovim antialergijskim, protuupalnim,
antitumorskim i analgetskim svojstvima. S obzirom na njihov mehanizam djelovanja,
pokazalo se da derivati benzotiazola djeluju kao inhibitori tirozin-kinaza i topoizomeraza,
odnosno kao lijekovi koji se koriste u terapiji tumora [21]. 1z tog su razloga, benzotiazolni
spojevi od znacajnog interesa u raznolikoj farmaceutskoj namjeni.

Posebno zanimljivi za istrazivanje jesu derivati 2-fenilbenzotiazola (slika 2.3.).



Slika 2.3. Strukturna formula 2-fenilbenzotiazola [22]

Studije su pokazale da antiproliferativna aktivnost sintetiziranih derivata 2-fenilbenzotiazola
bitno ovisi o polozaju supstituenta na kosturu 2-fenilbenzotiazola kao i o vrsti amidinskog
supstituenta na istom (slika 2.4.) [23].

Naime, svi Kloridi derivata 2-fenilbenzotiazola (1-5) osim diamidino supstituiranog 2-
fenilbenzotiazola (1a) pokazuju odgovarajucu citotoksi¢nost te izrazenu inhibitorsku aktivnost
prema rastu tumorskih stanica. Zanimljivo, kada je kostur 2-fenilbenzotiazola s obje strane
supstituiran imidazolinilskom grupom (2b) inhibitorsko djelovanje je jafe izrazeno ali
neselektivno. Opcenito, nitro-amidino supstituirani 2-fenilbenzotiazol derivati (2 i 3)
pokazuju sliénu inhibitorsku aktivnost kao njihovi amino-amidino supstituirani analozi (4 i 5).
Ipak, nitro-imidazolinil supstituirani spojevi (2b i 3b) djeluju manje inhibitorski u usporedbi s
nitro-amidino supstituiranim analozima (2a i 3a) koji su neselektivno citotoksi¢ni. S druge
strane, amino-imidazolinil supstituirani spojevi (4b i 5b) u odredenoj mjeri pokazuju snaznije
inhibitorsko djelovanje od amino-amidino supstituiranih 2-fenilbenzotiazola (4a i 5a). Studije
su takoder pokazale, iako razlike nisu znacajne, da spojevi imaju vece inhibitorsko djelovanje
kada je amidinska skupina vezana za fenilni prsten nego kad je ona vezana direktno na prsten
benzotiazola [21].

S obzirom na rezultate ispitivanja antiproliferativne aktivnosti mesilata derivata 2-
fenilbenzotiazola (6 i 7), ovisnost polozaja i vrste supstituenta (amidino/imidazolinil) nije u
potpunosti utvrdena. Ipak, imidazolinilska skupina pokazuje nadmo¢ u odnosu na amidinsku

skupinu u inhibitorskom djelovanju na neke tumorske stanice.
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Slika 2.4. Primjeri derivata 2-fenilbenzotiazola (preuzeto i prilagodeno) [21, 23]

2.3. Analiticke tehnike za analizu uzoraka podvrgnutih prisilnoj
razgradnji

Detekcija, identifikacija, strukturna karakterizacija 1 kvantitativno odredivanje oneciS¢enja pa
tako 1 produkata prisilne razgradnje aktivne farmaceutske tvari vazni su koraci u ispitivanju
profila Cistoce lijeka prije plasiranja lijeka na trZiSte. NajceS¢e koriStene tehnike za analizu
uzoraka podvrgnutih prisilnoj razgradnji jesu kromatografske tehnike koje pruZzaju moguénost
odredivanja pojedina¢nih analita u smjesi pomoc¢nih tvari i razgradnih produkata. Ovisno o
vrsti analita razvijaju se metode tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti dok je
primjena plinske kromatografije ograni¢ena na hlapljive 1 termostabilne tvari. Za
karakterizaciju produkata prisilne razgradnje najces¢e se koriste kromatografske tehnike u
sprezi sa spektrometrijom masa ili nuklearnom magnetskom rezonantnom spektroskopijom
[24].

11



2.3.1. Kromatografija

Kromatografske tehnike su najce$¢e koriStene tehnike za analizu uzoraka podvrgnutih
prisilnoj razgradnji, a ukljucuju odjeljivanje, identifikaciju i odredivanje strukture razgradnih
produkata [25]. Kromatografija je analiticka metoda koja omoguéuje odjeljivanje sastojaka
ispitivanog uzorka izmedu dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, a druga pokretna.
Nepokretna (stacionarna) faza moze biti ¢vrsta, kapljevita ili u obliku gela, dok je pokretna
(mobilna) faza fluid koji prolazi kroz nepokretnu fazu ili uzduz nje u odredenom smjeru [26].
Odjeljivanje sastojaka smjese temelji se na razli¢itoj brzini kretanja komponenata kroz
kromatografsku kolonu do kojeg dolazi zbog razli¢itih interakcija komponenata smjese s
nepokretnom, odnosno nepokretnom i pokretnom fazom. Pokretna faza prenosi otopljene tvari
preko nepokretne faze. Iz tog razloga, zadrzavanje sastojaka smjese na nepokretnoj fazi mora
biti selektivno kako bi oni uz nju bili razli¢ito dugo vezani ¢ime dolazi do razdvajanja smjese.
Kromatografske tehnike se prema agregatnom stanju pokretne faze dijele na tekucinsku
kromatografiju, LC* plinsku kromatografiju® i fluidnu kromatografiju pri superkriti¢nim
uvjetima, SFC® [25].

Pokretna faza

smjesa analit sa visokim afinitetom analit sa niskim afinitetom

: —  :: - @
VUzorak-u_Ia-z ‘ T T T T T T T ? T T T T
e T EEIERYEN Y

Nepokretna faza

Uzorak-izlaz

Slika 2.5. Princip kromatografije [27]

4 engl. Liquid Chromatography, LC
5 engl. Gas Chromatography, GC
6 engl. Supercritical Fluid Chromatography, SFC
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2.3.2. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekuc¢inska kromatografija najces¢e je koriStena separacijska tehnika koja se koristi za
odjeljivanje otopljenih tvari. Njome se odreduju polarni i nepolarni spojevi u farmaceutskoj,
kemijskoj, biokemijskoj i drugim industrijama. Takoder se koristi za razdvajanje, kvalitativnu
1 kvantitativnu analizu aktivne farmaceutske tvari, reakcijskih oneciS€enja 1 produkata
razgradnje [28].

Kod tekuéinske kromatografije (LC) otapalo kroz kolonu putuje silom gravitacije, dok kod
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) ono putuje pod visokim tlakom kako
bi se prevladao pad tlaka u koloni $to, nadalje, smanjuje vrijeme zadrzavanja. Iz tog se
razloga, HPLC uredaj smatra naprednijim tipom LC uredaja [29]. Tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti jedna je od najbrzih, najsigurnijih i najpreciznijih metoda kojom se
provjerava ¢isto¢a novih kemijskih spojeva, prate promjene tijekom procesa proizvodnje i
odreduje kvaliteta gotovog farmaceutskog proizvoda [30].

HPLC uredaj sastoji se od spremnika za pokretnu fazu, pumpe, sustava za uvodenje uzorka,

kolone, detektora te sustava za obradu podataka (slika 2.6.).

Kolona
- Kromatogram
- “
| namEm— ) Ubrizgavac ]
' 1
l Podatci
Mobilna — ) o .
faza
Uzorak
Pumpa Detektor

Otpad

Slika 2.6. Dijelovi HPLC uredaja [31]
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Sustav za dovodenje pokretne faze sastoji se od jednog ili viSe spremnika pokretne faze Koji
omogucuje konstantan protok pokretne faze u sustav. Kao pokretna faza koriste se otapala
visoke CistoCe, bez prisustva otopljenih plinova ili suspendiranih Cestica te ona mora biti
kompatibilna s analitom, razgradnim produktom i mogué¢im onecis¢enjima [4]. Pumpa stvara
pritisak na pokretnu fazu (do 15 MPa) kako bi ona moglo pro¢i kroz kolonu. Pumpe moraju
zadovoljavati vrlo stroge uvjete odnosno, moraju generirati dovoljan tlak kroz kolonu, biti
prikladne za veliki raspon otapala, stvoriti ujednaen pritisak bez promjena, isporucivati
konstantnu brzinu protoka otapala u minuti itd. Injektor uzorka sluzi za unos uzorka u
pokretnu fazu prije ulaska u kolonu. Posebno je dizajniran za tu namjenu s ciljem $to manjih
poremecaja. Kolona je najvazniji dio HPLC uredaja jer se u njoj odvija sam proces
kromatografije. Izradena je od nehrdajuceg celika, a moze biti od 50-300 mm dugacka.
Unutar kolone nalazi se nepokretna faza Cije su Cestice veli¢ine od 3 do 10 um. Nakon
prolaska kroz kolonu pod visokim tlakom, analit se analizira detektorom. Neki od najée$ce
koriStenih detektora su spektrofotometrijski detektori (UV-VIS i detektor s nizom dioda),
spektrometar masa (MS), elektrokemijski i amperokemijski detektor. Oni se medusobno
razlikuju po nacinu rada, ali svaki od njih daje signal koji je proporcionalan odredenom
svojstvu analita [25, 29-31, 33].

2.4. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa, MS’ je analiticka tehnika pomoéu koje je moguée kvalitativno i
kvantitativno analizirati molekule uzorka. Vrlo je pogodna jer analiza zahtjeva vrlo male
koli¢ine uzorka, a daje znacajne informacije o strukturi nepoznatih molekula. Nacelo rada
bazira se na stvaranju ioniziranih molekula odnosno, pozitivno i negativno nabijenih iona Kkoji
se potom, u plinovitoj fazi, djelovanjem vanjskom elektricnog i/ili magnetskog polja,
razdvajaju na temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z) [34].

Spektrometrija masa moze se koristiti kao zasebna metoda ili moze biti dio vezanog sustava i
koristiti se kao detektor u primjerice tekucinskoj kromatografiji. Prednost ovakvih vezanih

sustava je ta Sto se pri analizi gubi vrlo malo uzorka [35].

7 engl. Mass Spectrometry, MS
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2.4.1. Nacin rada spektrometra masa

Spektrometar masa, koji radi u visokome vakuumu, sastoji se od Cetiri osnovna dijela: sustava
za unosenje uzorka, ionskog izvora, analizatora i detektora povezanog sa sustavom za obradu
podataka (slika 2.7.).

sustay za i analizator spektar
uvodenje = 1zvor _ » detektor > P
i > masa masa
uzorka iona
vakuum

Slika 2.7. Shema spektrometra masa

Kako bi se smanjile interakcije iona s Cesticama zraka, analizator masa mora biti u vakuumu.
Tekuéi uzorak kroz tanku cijev dolazi do sustava gdje se uzorak odvaja od otapala kako
prevelika koli¢ina otapala pretvorenog u paru ne bi poremetila vakuumsko okruzenje. Zatim
slijedi ionizacija uzorka koja ukljucuje dovodenje energije molekuli prilikom ¢ega moze doéi
do fragmentacije molekule na dva ili vise fragmenta. Molekule koje nisu podlegle
fragmentaciji nazivaju se molekulski ion, a u spektru daju signal s najve¢om vrijednosti m/z
[32]. Odabir tehnike ionizacije ovisi o vrsti i prirodi istrazivane molekule, a ovisno o tehnici
ionizacije, fragmentacija uzorka u spektrima masa biti Ce razli€ita. Najcesce koristene tehnike
su ionizacija elektronima® kemijska ionizacija, CI° ionizacija elektrorasprienjem, ESI' te
matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zra¢enjem, MALDI!! [25]. Kod
ionizacije elektronima, zraka elektrona visoke energije (E=70 e¢V), koju emitira grijana katoda
od volframa ili renija, prolazi kroz paru uzorka ¢ime nastaju nestabilni molekulski radikali
skloni fragmentaciji na manje dijelove, koji se dalje kreCu prema analizatoru masa [36].

Proces je prikazan na slici 2.8.

8 engl. Electron lonisation, El
9 engl. Chemical lonisation, ClI
10 engl. ElectroSpray lonisation, ESI
11 engl. Matrix Assisted Laser Desorption lonisation, MALDI
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Slika 2.8. Proces ionizacije elektronima [37]

Nadalje, nestabilni spojevi primjenom EI ne daju molekulske radikale pa se primjenjuje
kemijska ionizacija pri ¢emu se rasplinuti uzorak izlaze djelovanju reaktivnog plina (NHs,
CHs). Nastali kationi i anioni posjeduju manju energiju od fragmenata nastalih ionizacijom
snopom elektrona. Ionizacija elektrorasprsenjem najblazi je postupak prikladan za nestabilne i
velike (nehlapljive) molekule. Primjenom elektricnog potencijala, otopina uzorka se
protiskuje kroz kapilaru pri atmosferskom tlaku. Otopina se rasprSuje u nabijene kapljice
(,,sprej*“), otapalo postupno isparava, a kapljice se sve viSe smanjuju ¢ime raste njihov naboj.
Na kraju, djelovanje Coulombovih sila izaziva raspadanje na jo§ manje kapljice 1 nabijene
ione. Tako nastali ioni putuju dalje prema analizatoru masa. Ionizacijom rasprSenjem
omoguceno je, tako, direktno prevodenje iona iz otopine u ione u plinovitoj fazi [38]. MALDI
se provodi u dva koraka. Najprije se uzorak otapa u organskim molekulama (tzv. molekulama
matriksa), a nakon otparavanja otapala zajedno s njima kristalizira. Osvjetljavanjem laserom,
energija se prenosi na molekule matriksa koje je prenose uzorku te se on ionizira i prelazi u
plinovitu fazu. Nedostatak ove tehnike je taj S§to je analiza ograniCena na koriStenje

analizatora vremena leta, TOF*? [39]. Proces ionizacije prikazan je na slici 2.9.

12 engl. Time of Flight, TOF
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Slika 2.9. MALDI proces [37]

Nakon ionizacije uzorka, ioni putuju u analizator masa koji ih razdvaja na temelju njihovog
omjera mase i naboja, m/z. Razdvajanje iona provodi se u vakuumu pod utjecajem statickog
ili dinamickog elektricnog i/ili magnetskog polja u vremenu ili prostoru [40]. Najcesce
koriSteni analizatori masa jesu kvadrupolni analizator masa, Q™ te TOF analizator. Sustav sa
kvadrupolnim analizatorom masa sastoji se od Cetiri paralelne Sipke (elektrode) na medusobno
jednakoj udaljenosti. Izmedu svakog para nasuprotnih elektroda djeluje elektricno polje
unutar kojeg ioni putuju smjeru osi z sa oscilacijama po x i y osi. Stabilni ioni s
karakteristicnim omjerom m/z ostaju na svojoj putanji i dolaze do detektora, dok se ostali
sudaraju s pozitivnom i negativnom elektrodom i bivaju neutralizirani i tako ne stizu do
detektora (slika 2.10.). Kvadrupolni analizatori masa su robusni, ekonomi¢ni, fizi¢ki mali i
lakSe se povezuju sa Sirokim rasponom ulaznih sustava u usporedbi s drugim

konvencionalnim analizatorima masa [41].

13 engl. Quadrupole, Q
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Slika 2.10. Shema kvadrupolnog analizatora masa [42]

U analizatoru vremena leta ioni se ubrzavaju pod utjecajem elektriénog polja nakon Cega
putuju kroz vakuum, bez prisustva elektri¢nog ili magnetskog polja, prema detektoru. Brzina
iona proporcionalna je njegovoj masi odnosno omjeru m/z. Drugim rije¢ima, ioni vece
vrijednosti omjera putuju sporije od onih s manjim vrijednostima m/z. Masa iona se, zatim,
raCuna iz vremena koje je potrebno da ion dode od izvora do detektora [41]. Analizator koji
mjeri vrijeme leta Cesto se kombinira s kvadrupolnim analizatorom masa, tzv. Q-TOF ureda,.
Tada je rije¢ o spregnutoj (tandemskoj) spektrometriji masa (MS/MS).

Po izlasku iz analizatora ioni odlaze na detektor koji biljezi broj iona pri svakoj vrijednosti

m/z, a kao krajnji rezultat dobije se spektar masa.

2.4.2. Vezani sustav tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i
tandemne spektrometrije masa (HPLC-MS/MS)

Vezani, odnosno spregnuti sustav sadrzi tehniku koja odjeljuje sastojke smjese, u ovom
slu¢aju to je tekucéinska kromatografija visoke djelotvornosti, i tehniku koja odijeljene uzorke
detektira, u ovom slucaju to je spektrometrija masa. Nadalje, sve ¢esce se koristi kombinacija
viSe analizatora istovremeno (tzv. tandemska spektrometrija masa — MS/MS) kojom se prate
individualni ioni u grupi iona s ciljem odredivanja podrijetla ionskog fragmenta [43].
Primjenom LC-MS tehnike strukturni izomeri sli¢nog kemijskog ponasanja jednostrukim

ioniziranjem daju iste ione u spektrometru masa, dok se dodatnim fragmentiranjem, odnosno
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primjenom LC-MS/MS tehnike, u spektrometru masa vide razli¢iti ionski fragmenti [4]. Na
taj su nacin razvijene brze i osjetljive metode za analizu aktivnih farmaceutskih tvari, njihovih

mogucih razgradnih produkata i oneciséenja [12].

2.5. Procjena toksi¢nosti farmaceutski aktivnih tvari

Prilikom odredivanja sigurnosti lijekova najviSe paznje pridaje se nepozeljnim svojstvima
uzrokovanih razgradnim produktima i oneciS¢enjima koji uvelike smanjuju sigurnost i
kvalitetu gotovog lijeka. Jednim takvim nepozeljnim svojstvom smatra se i toksi¢nost.
Toksi¢ne tvari imaju $tetan ucinak na organizam odnosno uzrokuju prolazno ili trajno

nezeljeno djelovanje u organizmu [44].

251 T.ES.T.

Najceséi softverski alat koji se koristi za procjenu toksiénosti spojeva jest T.E.S.T.* program.
Svrha softvera TEST jest procijeniti vrijednosti toksi¢nosti i fizikalna svojstva kemikalija na
temelju njihove molekulske strukture (tzv. molekulskih deskriptora). Procijenjene vrijednosti
toksi¢noti 1 fizikalnih svojstava mogu se koristiti za pruZanje podataka potrebnih za
poboljsanje odrzivosti dizajna kemijskih procesa ili za odabir tzv. zelenijih otapala. Softverski
alat za procjenu toksi¢nosti omogucuje jednostavnu procjenu toksicnosti 1 fizikalnih svojstava

pomocu razli¢itih QSAR modela bez potrebe za koristenjem dodatnih programa [45].

2.5.2. QSAR modeli

Modeli odnosa strukture i aktivnosti, SAR™ i kvantitativni odnosi strukture i aktivnosti,
QSAR! su teorijski modeli koji se mogu koristiti za kvantitativno ili kvalitativno predvidanje
fizikalno-kemijskih i bioloskih svojstava tvari na temelju njegove kemijske strukture [46].

Akutna razina toskicnosti jedan je od primjera mjera toksi¢nosti koji se mogu predvidjeti iz

14 engl. Toxicity Estimation Software Tool, T.E.S.T.
15 engl.Structure-Activity Relationship, SAR
16 engl. Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR
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QSAR-a. Jednostavni QSAR modeli izracunavaju toksicnost kemikalija pomocu jednostavne
linearne funkcije:
tokicnost = ax1 + bx2 +c¢ (2-2)
pri ¢emu su X1 I X2 neovisne varijable, a a, b i ¢ ugradeni parametri. Molekulska tezina i
koeficijent raspodjele oktanol-voda, Kow primjeri su neovisnih varijabli.
Neka od fizikalnih svojstva koja se mogu odrediti T.E.S.T. programom jesu: taliSte, vreliSte,
topljivost u vodi, relativna gustoca, povrsinska napetost, toplinska vodljivost, viskoznost, tlak
pare itd.
Kao §to je ve¢ receno, T.E.S.T. program omogucuje procjenu vrijednosti toksi¢nosti pomocu
nekoliko QSAR metoda:
e Hijerarhijska metoda grupiranja: toksi¢nost zadanog spoja procjenjuje se koristeci
prosjek predvidanja dobiven iz vise modela
e Metoda pojedinaénog modela: vrijednosti toksi¢nosti procjenjuju se pomocu
multiregresijskog linearnog modela primjenom geneti¢ckog algoritamskog pristupa
koriste¢i molekularne deskriptore kao nezavisne varijable
e Metoda grupnog doprinosa: vrijednosti toksi¢nosti se procjenjuju pomocéu
multiregresijskog linearnog modela koriste¢i molekulske fragmente kao nezavisne
varijable
e Metoda najblizeg susjeda: vrijednosti toksi¢nosti procjenjuju se uzimajuci u obzir
prosjek vrijednosti triju molekula najsli¢nijih zadanom spoju
e Konsenzus metoda: toksi¢nost se procjenjuje uzimajuci u obzir prosjek predvidenih
vrijednosti toksi¢nosti dobivenih pomoc¢u iznad navedenih QSAR modela ako su

vrijednosti unutar domene primjenjivosti [47].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Za eksperimentalni dio ovog rada koristene su sljedece kemikalije:

» HCI; proizvodac: Biovit d.o.o0., Varazdin, Hrvatska, stupanj cistocep.a

» NaOH; proizvoda¢: Gram-mol d.0.0., Zagreb, Hrvatska, stupanj ¢isto¢ep.a

» H,0,, otopina 30 %-zna; proizvodac: Gram-mol d.0.0., Zagreb, Hrvatska, stupanj cistocep.a

» Acetonitril; proizvodac: Fisher Scientific, SAD

» Ultragista voda, Mili-Q; Milipore Simplicity UV

3.1.2. Ispitivani derivati 2-fenilbenzotiazola

Tablica 3.1. Prikaz ispitivanih derivata 2-fenilbenzotiazola

LD-4

LD-5

Naziv po IUPAC-U

2-(4-amidinofenil)-6-

aminobenzotiazol-klorid

2-(4-aminofenil)-6-(imidazolin-2-

il)benzotiazol-mesilat

Strukturna formula

N NH,
J-O<e
HoN S NH,

©
Cl

Molarna masa,

[g/mol]

304,80
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3.2. Instrumenti

3.2.1. Analiticka vaga

Za precizno odredivanje mase uzorka (farmaceutika) koriStena je analitiCka vaga Mettler

Toledo XA105DU, ¢ija je moguénost ocitavanja 0,01 mg, a maksimalan kapacitet 120 g.

Slika 3.1. Mettler Toledo XA105DU

3.2.2. Susionik

Za suSenje uzoraka koriSten je suSionik Instrumenaria, €iji je raspon temperature zagrijavanja

od sobne temperature do 200 °C.

Slika 3.2. SuSionik
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3.2.3. Ultrazvuk

Kao pomo¢ pri otapanju i homogenizaciji uzorka s otapalom koristen je ultrazvucni uredaj.

Slika 3.3. Ultrazvucni uredaj

3.2.4. Uredaj za osvjetljivanje simuliranim zracenjem

Za ispitivanje promjena svojstava uzoraka uzrokovanih suncevom svjetloS¢u u kratkom

vremenskom periodu koristen je SUNTEST CPS+.

Suntest CPS+ (Atlas, Linsengericht, Njemacka) (slika 3.4.) je uredaj koji sluzi za
osvjetljavanje uzoraka umjetnim Sunc¢evim zrac¢enjem u rasponu valnih duljina 300-800 nm.
Izvor umjetnog Sunceva zracenja je ksenonska lampa. Parametri koji se mogu podesavati su

temperatura, intenzitet lampe i vrijeme izlaganja uzorka zracenju.

Otopine ispitivanih spojeva osvjetljavane su u posudicama od kvarcnog stakla kako bi se

potaknuo fotooksidacijski mehanizam slobodnih radikala te njihova fotoliticka razgradnja.
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Slika 3.4. Suntest CPS+

3.2.5. Tekuc¢inski kromatograf visoke djelotvornosti povezan sa
spektrometrom masa visoke razlué¢ivosti (HPLC-QTOF)

Za analizu uzoraka podvrgnutih prisilnoj razgradnji koristen je HPLC Agilent Series 1290
Infinity Il uredaj (slika 3.5.) spojen na spektrometar masa Agilent 6550 Series Accurate-
Mass-Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) (slika 3.6.).

T Y.
" 6=

- A

P11 S

T

VT

Slika 3.5. HPLC sustav Agilent 1290 Infinity 11
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Slika 3.6. Spektrometar masa visokog razlucivanja Agilent 6550 Series Accurate-Mass-
Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF)

3.3. Opis rada

3.3.1. Priprema standardnih otopina

Pripremljene su standardne otopine uzoraka koncentracije 200 mg/L otapanjem 1 mg uzorka u

tikvici od 5 mL u odredenom otapalu. U tablici su prikazana otapala za koriStene uzorke.

Tablica 3.2. Otapala koristena za uzorke

UZORAK OTAPALO
LD-4 20 % acetonitril
LD-5 Mili-Q voda

Iz standardnih otopina napravljene su otopine koncentracije 10 mg/L za analizu na HPLC-

QTOF uredaju.
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3.3.2. Priprema uzoraka za ispitivanje prisilne razgradnje

3.3.2.1. Kisela hidroliza

Ispitivanje razgradnje u kiselim uvjetima provedeno je na sljedeci nacin:

Na analitickoj vagi vaze se 1 mg uzorka u tikvicu od 5 mL. Uzorak se zatim otopi u 2 mL
odredenog otapala te se otopini doda 500 puL 0,5 M otopine HCI. Tako pripremljena otopina
pusti se da odstoji 6 sati u mraku na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se neutralizira s 500 pL
0,5 M otopine NaOH i nadopuni Mili-Q vodom do oznake. Otopina se zatim prebaci u

vijalicu nakon ¢ega se snima na HPLC-QTOF uredaju.

3.3.2.2. Bazna hidroliza

Ispitivanje razgradnje u baznim uvjetima provedeno je na analogan nacin:

Na analitickoj vagi vaze se 1 mg uzorka u tikvicu od 5 mL. Uzorak se zatim otopi u 2 mL
odredenog otapala te se otopini doda 500 puL 0,5 M otopine NaOH. Tako pripremljena otopina
pusti se da odstoji 6 sati u mraku na sobnoj temperaturi nakon cega se neutralizira s 500 pLL
0,5 M otopine HCI i nadopuni Mili-Q vodom do oznake. Otopina se zatim prebaci u vijalicu

nakon ¢ega se snima na HPLC-QTOF uredaju.

3.3.2.3. Oksidacija

Ispitivanje razgradnje uzoraka oksidacijskim putem, koriStenjem vodikovog peroksida,
provedeno je na sljede¢i nacin:

Na analiti¢koj vagi vaze se 1 mg uzorka u tikvicu od 5 mL. Uzorak se zatim otopi u 2 mL
odredenog otapala te se otopini doda 1 mL 10 %-tne otopine H20». Tako pripremljena otopina
pusti se da odstoji 6 sati u mraku na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se nadopuni Mili-Q
vodom do oznake. Otopina se zatim prebaci u vijalicu nakon ¢ega se snima na HPLC-QTOF

uredaju.
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3.3.2.4. Termi¢ka razgradnja

Ispitivanje razgradnje uzoraka pod utjecajem povisene temperature provedeno je na sljedeci
nacin:

Na analitickoj vagi vaze se 1 mg uzorka u malu ¢aSicu. Uzorak se zatim stavlja na 100 °C u
susionik na 24 nakon ¢ega se otopi u prikladnom otapalu u tikvici od 5 mL i nadopuni Mili-Q
vodom do oznake. Otopina se zatim prebaci u vijalicu nakon ¢ega se snima na HPLC-QTOF
uredaju.

U manju posudicu se prebaci 2 mL standardne otopine uzorka koncentracije 200 mg/L koja se
zatim stavlja na vodenu kupelj na 80 °C otprilike 6 sati. Otopina se zatim prebaci u vijalicu

nakon ¢ega se snima na HPLC-QTOF uredaju.

3.3.2.5. Fotoliticka razgradnja

Ispitivanje razgradnje uzoraka pod utjecajem svjetla provedeno je na sljedeci nacin:

U manju posudicu se prebaci 2 mL standardne otopine uzorka koncentracije 200 mg/L koja se
zatim stavlja u uredaj Suntest CPS+ kojim se prate promjene svojstava uzrokovane sun¢evom
svjetlo§éu. Uzorak se izlaze umjetnom sunéevom zraGenju intenziteta 500 Wh/m? u trajanju

od 15 h. Otopina se zatim prebaci u vijalicu nakon ¢ega se snima na HPLC-QTOF uredaju.

3.3.3. Analiza uzoraka spektrometrijom masa visoke razlucivosti

Nakon ispitivanja stabilnosti uzoraka prisilnom razgradnjom, uzorci su analizirani na

tekuc¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti povezanim sa spektrometrom masa visoke

razlu¢ivosti (HPLC-QTOF).

3.3.3.1. Ispitivanje spoja LD-4

Za analizu se koristila Zorbax Eclipse Plus C18 kolona, dimenzija 50 x 2,5 mm i unutarnjeg
promjera 1,8 um. Pokretna faza sastojala se od 0,1%-ne otopine mravlje kiseline u vodi (A) i
0,1%-ne otopine mravlje kiseline u metanolu (B) uz gradijentno eluiranje. Gradijent pokretne

faze prikazan je u tablici 3.3.
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Tablica 3.3. Gradijent pokretne faze za analizu uzoraka LD-4 tekuc¢inskom kromatografijom

Vrijeme / min | Volumen otapala A/ %

0 90
9 40
11 90

Prije pocetka same analize, kromatografska kolona je kondicionirana. Kolona je
termostatirana na 40 °C. U kolonu je injektirano 2 pL uzorka. Protok pokretne faze je
tijekom analize iznosio 0,4 mL/min. Budu¢i da se radi o gradijentu pokretne faze, prije
svakog injektiranja uzoraka potrebno je kolonu prethodno uravnoteziti, za $to je potrebna 1

minuta.

Uvjeti izvora iona spektrometra masa prilikom analize prikazani su u tablici 3.4.

Tablica 3.4. Uvjeti izvora iona spektrometra masa

Temperatura proto¢nog plina 350 °C
Protok proto¢nog plina 11 L/min

Tlak rasprsivaca plina 35 psi
Potencijal kapilare 3500 V
Potencijal mlaznice 1000 vV
Temperatura plina za desolvatciju 200 °C
Protok plina za desolvataciju 14 L/min

Kao protoc¢ni plin i plin za desolvataciju koristen je dusik.

MS spektri su snimani u podru¢ju 100 — 1000 m/z, a MS/MS u podruc¢ju 50 — 370 m/z.

3.3.3.2. Ispitivanje spoja LD-5

Za analizu se Koristila Zorbax Eclipse Plus C18 kolona, dimenzija 50 x 2,5 mm i unutarnjeg
promjera 1,8 um. Pokretna faza sastojala se od 0,1%-ne otopine mravlje kiseline u vodi (A) i

0,1%-ne otopine mravlje kiseline u metanolu (B) uz gradijentno eluiranje. Gradijent pokretne
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faze prikazan je u tablici 3.4.

Tablica 3.4. Gradijent pokretne faze za analizu uzoraka LD-5 teku¢inskom kromatografijom

Vrijeme / min | Volumen otapala A/ %
0 90
5 60
5,3 45
9 40
11 90

Prije pocetka same analize, kromatografska kolona je kondicionirana. Kolona je

termostatirana na 40 °C. U kolonu je injektirano 2 pL uzorka. Protok pokretne faze je

tijekom analize iznosio 0,4 mL/min. Budu¢i da se radi o gradijentu pokretne faze, prije

svakog injektiranja uzoraka potrebno je kolonu prethodno uravnoteziti, za §to je potrebna 1

minuta.

Uvjeti izvora iona spektrometra masa prilikom analize prikazani su u tablici 3.5.

Tablica 3.5. Uvjeti izvora iona spektrometra masa

Temperatura protoc¢nog plina 350 °C
Protok proto¢nog plina 11 L/min

Tlak rasprsivaca plina 35 psi
Potencijal kapilare 3500 V
Potencijal mlaznice 1000 vV
Temperatura plina za desolvatciju 200 °C
Protok plina za desolvataciju 14 L/min

Kao protoc¢ni plin i plin za desolvataciju koristen je dusik.

MS spektri su snimani u podru¢ju 100 — 1000 m/z, a MS/MS u podruc¢ju 50 — 400 m/z.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. ldentifikacija produkata nastalih prisilnom razgradnjom

Ispitivanja prisilne razgradnje provode se sa svrhom boljeg razumijevanja stabilnosti aktivnog
farmaceutskog oblika ili ve¢ gotovog lijeka. Ona pruzaju uvid u razgradni put ljekovite tvari i
pomazu pri karakterizaciji razgradnih produkata koji nastaju pod utjecajem ekstremnih tj.
pojacanih uvjeta. Razgradni produkti ranije sintetiziranih spojeva LD-4 i LD-5 nastali
prisilnom razgradnjom analizirani su na tekué¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti
povezanim sa spektrometrom masa visoke razlucivosti (HPLC-QTOF). U nastavku su dani
dobiveni spektri masa na temelju koji su odredeni razgradni produkti i pretpostavljen

razgradni put navedenih spojeva.

4.1.1. Identifikacija razgradnih produkata spoja LD-4

Na slici 4.1. prikazan je spektar masa nerazgradenog osnovnog spoja LD-4, a iz
kromatograma je vidljivo da se glavni pik koji odgovara spoju LD-4 pojavljuje na vremenu

zadrZavanja (tr) od 2,962 minute.

x10 6 |+ESI Scan (rt: 2,962 min) Frag=380,0V LD4_1.d Subtract

9,5

9

851 269.0862

8-

7,54

7

6,5

6-

5,5

5

4,5+

4

3,5

3

2,5

24

1,54 270.0887

14

0,51 271.0836
268,5 269 269,5 270 270,5 271 2715 272 272,5 273 273,5

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
Slika 4.1. MS spektar osnovnog LD-4 spoja s vremenom zadrzavanja tr=2,962 min (uvecani

spektar)
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Nakon snimanja kromatograma osnovnog spoja, snimani su kromatogrami uzoraka LD-4 koji

su bili podvrgnuti prisilnoj razgradnji s HCIl, NaOH, H20., povisenoj temperaturi te umjetnoj

suncevoj svjetlosti. Ispitivanja prisilne razgradnje pokazala su da je LD-4 podlozan razgradnji

pod svim navedenim uvjetima (slika 4.2.-4.7).
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Slika 4.2. Kromatogram LD-4 u uvjetima kisele hidrolize (0,5 M HCI)
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Slika 4.3. Kromatogram LD-4 u uvjetima bazne hidrolize (0,5 M NaOH)

Iz kromatograma prikazanih na slici 4.2. i 4.3. vidljivo je da prisilnom razgradnjom LD-4

spoja u

uvjetima kisele i bazne hidrolize nastaju isti razgradni produkti (na jednakim

vremenima zadrzavanja).
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Slika 4.4. Kromatogram LD-4 u uvjetima oksidacije peroksidom (10 % H»0>)
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Slika 4.5. Kromatogram LD-4 u uvjetima poviSene temperature (T=80°C)
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Slika 4.6. Kromatogram LD-4 u uvjetima povisene temperature (T=100°C)
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x10 2 |+ESI TIC Scan Frag=380,0V LD4_foto_1.d Subtract
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Slika 4.7. Kromatogram LD-4 izlozenog fotolizi UV/VIS

Nakon snimanja svih provedenih eksperimenata, utvrdeno je da se u uvjetima prisilne
razgradnje LD-4 spoja pojavljuje 7 razgradnih produkata pri ¢emu najvise njih (Cak 4) nastaje
tijekom razgradnje prilikom oksidacije s 10 % H.O>. Od spomenutih &etiri (m/z 297, m/z 365,
m/z 315 i m/z 299) nastalih prilikom oksidacije peroksidom, m/z 297 pojavljuje se i u uvjetima
kisele i bazne hidrolize, toplinske razgradnje kao i pod uvjetima umjetne sunceve svjetlosti.
Prilikom razgradnje pod uvjetima kisele i bazne hidrolize pojavljuju se, uz ve¢ spomenuti m/z
297, jos dva ista razgradna produkta, m/z 268 i m/z 303. U uvjetima toplinske razgradnje pri
100 °C kao i pri 80 °C pojavljuju se 2 ista razgradna produkta, ve¢ spomenuti m/z 297 i m/z
303, dok se prilikom razgradnje pod utjecajem umjetne sunéeve svjetlosti, Uz m/z 297 i m/z
303, pojavljuje i m/z 212.

Za spomenutih sedam razgradnih produkata LD-4 spoja provedena je fragmentacija na osnovu
koje je odredena struktura produkata 1 predloZen razgradni put spoja.

U nastavku su na slikama 4.8-4.14. prikazani spektri masa fragmentiranih razgradnih

produkata s pripradaju¢im vremenima zadrzavanja.

33
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Slika 4.8. MS/MS spektar fragmenta m/z 212, vremena zadrZavanja 3,488 min
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Slika 4.9. MS/MS spektar fragmenta m/z 268, vremena zadrzavanja 4,130 min
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Slika 4.10. MS/MS spektar fragmenta m/z 297, vremena zadrzzavanja 4,461 min

x10 5 |+ESI Product lon (rt: 5,214 min) Frag=380,0V CID@40,0 (365,0553[z=1] -> **) LD4_H202_MSMS.d
7,54

74 147.0550

119.0602

165.0653 220.0625
102.0337

14 237.0891

193.0755
0,54 285.0977 319.0612

04 N s Ll L. ‘\‘”‘ IL_h m‘ . - I L (- . *

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 4.11. MS/MS spektar fragmenta m/z 365, vremena zadrzavanja 5,227 min
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Slika 4.12. MS/MS spektar fragmenta m/z 303, vremena zadrzavanja 5,951 min
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Slika 4.13. MS/MS spektar fragmenta m/z 315, vremena zadrzavanja 6,182 min
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Slika 4.14. MS/MS spektar fragmenta m/z 299, vremena zadrzavanja 6,195 min
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Na slici 4.15. prikazan je predlozeni razgradni put LD-4 spoja.
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Slika 4.15. Predlozeni razgradni put spoja LD-4
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Tablica 4.1. Udio nastalih razgradnih produkata LD-4 spoja

F:)a:,zo%rjl?t?i Udio nastalih razgradnih produkata u pojacanim uvjetima, %

iz Oksidacija, | Hidroliza, Hidroliza, | Fotoliza, rlfé’rgg'nr]g rgp;g'nqz
10 % H20: 0,5M HCI 0,5 M NaCH UV/VIS 100 °C ’ 80 °C ’

212 - - - 1,83 - -

268 - 1,30 1,45 - - -

297 2,30 1,00 0,80 7,68 1,12 1,10

365 6,69 - - - - -

303 - 5,76 4,72 5,48 4,92 4,48

315 4,44 - - - - -

299 73,43 - - - - -

Ispitivanje prisilne razgradnje LD-4 spoja rezultiralo je nastankom 7 razgradnih produkata od
kojih je njih najvise nastalo prilikom oksidacije 10 %-tnim peroksidom. Na temelju rezultata
prikazanih u tablici 4.1. vidljvo je da se prilikom oksidacije peroksidom 86,86 % LD-4
razgradi na Cetiri produkta od kojih u najveéem postotku nastaje m/z 299. Prisilnom
razgradnjom u uvjetima kisele i bazne hidrolize nastala su tri ista razgradna produkta s
otprilike jednakim udjelima. Produkti m/z 268 i m/z 297 nastali su u vrlo malom postotku (<2
%), a m/z 303 u nesto vecem. Nadalje, produkta m/z 297 i m/z 303 nastalo je vise tijekom
kisele hidrolize, dok je m/z 268 nastalo viSe tijekom bazne hidrolize. Prilikom izlaganja spoja
LD-4 umjetnoj suncevoj svjetlosti, nastala su tri razgradna produkta s ukupnim udjelom od
14,99 %. Termalnom razgradnjom kod obje temperature nastaju dva ista razgradna produkta s
vrlo sliénim udjelima. 1z svega navedenog, vidljivo je da se eksperiment proveden u uvjetima
kisele 1 bazne hidrolize kao i1 eksperiment s ¢vrstom soli (T=100 °C) i otopinom spoja (T=80
°C) ponasaju priblizno identi¢no.

Na temelju prikazanih rezutata, moze se primijetiti da je glavni razgradni produkt LD-4 spoja
m/z 297 buduci da on nastaje u svim provedenim eksperimentima. Nadalje, LD-4 spoj najvise
je podlozan oksidaciji peroksidom s obzirom da razgradni produkti ¢ine udio od 86,86 %,
nakon koje slijedi razgradnja pod utjecajem UV/VIS s udjelom produkata od 14,99 %. LD-4
je podlozan 1 razgradnji u uvjetima kisele 1 bazne hidrolize 1 poviSene temperature, no u nesto

manjoj mjeri s obzirom da je udio produkata u tim eksperimetima manji od 8,1 %.
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4.1.2. ldentifikacija razgradnih produkata spoja LD-5

Na slici 4.16. prikazan je spektar masa nerazgradenog osnovnog spoja LD-5, a iz

kromatograma je vidljivo da se glavni pik koji odgovara spoju LD-5 pojavljuje na vremenu

zadrZavanja (tr) od 4,693 minute.

x10 6

8,5

7,5+

6,5

5,54

4,5+

3,5

2,5+

1,54

0,54

+ESI Scan (rt: 4,693 min) Frag=380,0V LD5_1.d Subtract

295.1018

296.1040

297.1000

293 2035 204 2045 295 2055 296 2965 207 2975 208 2985 299 2995 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 4.16. MS spektar osnovnog LD-5 spoja s vremenom zadrzavanja tr=4,693 min (uvecani

spektar)

Nakon snimanja kromatograma osnovnog spoja, snimani su kromatogrami uzoraka LD-5 koji

su bili podvrgnuti prisilnoj razgradnji s HCI, NaOH, H20>, poviSenoj temperaturi te umjetnoj

suncevoj svjetlosti. Ispitivanja prisilne razgradnje pokazala su da je LD-5 podloZan razgradnji

pod svim navedenim uvjetima (slika 4.17.-4.22).
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Slika 4.17. Kromatogram LD-5 u uvjetima kisele hidrolize (0,5 M HCI) (uvecani
kromatogram)

x10 8 |+ESI TIC Scan Frag=380,0V LD5_NaOH.d Subtract
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Slika 4.18. Kromatogram LD-5 u uvjetima bazne hidrolize (0,5 M NaOH) (uvecani

kromatogram)

x10 8 |+ESI TIC Scan Frag=380,0V LD5_H202_2.d Subtract
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 4.19. Kromatogram LD-5 u uvjetima oksidacije peroksidom (10 % H20>) (uvecani
kromatogram)
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x10 @ |+ESI TIC Scan Frag=380,0V LD5_80C.d Subtract
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Slika 4.20. Kromatogram LD-5 u uvjetima povisene temperature (T=80°C)

x10 8 |+ESI TIC Scan Frag=380,0V LD5_100C.d Subtract
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Slika 4.21. Kromatogram LD-5 u uvjetima poviSene temperature (T=100°C) (uvecani

kromatogram)

x10 8 |+ESI TIC Scan Frag=380,0V LD5_foto.d Subtract
1 *4.597 1
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Slika 4.22. Kromatogram LD-5 izlozenog fotolizi UV/VIS
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Nakon snimanja svih provedenih eksperimenata, utvrdeno je da se u uvjetima prisilne
razgradnje LD-5 spoja pojavljuje 13 razgradnih produkata pri ¢emu najvise njih (¢ak 10)
nastaje tijekom toplinske razgradnje (zajedno kod obje temperature). Od spomenutih deset
razgradnih produkata, m/z 293 pojavljuje se i u svim ostalim eksperimentima, m/z 269 i m/z
325 u uvjetima kisele hidrolize, prilikom oksidacije peroksidom te kod UV/VIS razgradnje,
dok se m/z 311 osim kod temperaturne razgradnje pojavljuje i tijekom oksidacije peroksidom i
kod UV/VIS razgradnje. Prilikom razgradnje pod utjecajem umjetne sunceve svjetlosti
pojavljuje se ukupno 7 razgradnih produkata, prilikom oksidacije 10 %-tnim peroksidom njih
5, u uvjetima kisele hidrolize 3 razgradna produkta, a u uvjetima bazne hidrolize samo 2.

Za spomenutih trinaest razgradnih produkata LD-5 spoja provedena je fragmentacija na
osnovu koje je odredena struktura produkata i predlozen razgradni put spoja.

U nastavku su na slikama 4.23.-4.35. prikazani spektri masa fragmentiranih razgradnih

produkata s pripradaju¢im vremenima zadrzavanja.
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Slika 4.23. MS/MS spektar fragmenta m/z 269, vremena zadrzavanja 3,813 min
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Slika 4.24. MS/MS spektar fragmenta m/z 311, vremena zadrzavanja 4,325 min
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Slika 4.25. MS/MS spektar fragmenta m/z 313, vremena zadrzavanja 4,366 min
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Slika 4.26. MS/MS spektar fragmenta m/z 323, vremena zadrzavanja 5,022 min
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Slika 4.27. MS/MS spektar fragmenta m/z 293, vremena zadrzavanja 5,099 min



x10 5 |+ESI Product lon (rt: 5,239 min) Frag=380,0V CID@40,0 (296,0858[z=1] -> **) LD5_foto_MSMS.d
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Slika 4.28. MS/MS spektar fragmenta m/z 296, vremena zadrzavanja 5,222 min
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Slika 4.29. MS/MS spektar fragmenta m/z 366, vremena zadrzavanja 5,302 min



x10 6 |+ESI Product lon (rt: 5,464 min) Frag=380,0V CID@40,0 (177,0770[z=1] -> **) LD5_80C_MSMS2.d
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Slika 4.30. MS/MS spektar fragmenta m/z 177, vremena zadrzavanja 5,447 min
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Slika 4.31. MS/MS spektar fragmenta m/z 450, vremena zadrzavanja 5,472 min
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Slika 4.32. MS/MS spektar fragmenta m/z 260, vremena zadrzavanja 5,497 min
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Slika 4.33. MS/MS spektar fragmenta m/z 225, vremena zadrzavanja 5,513 min
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Slika 4.34. MS/MS spektar fragmenta m/z 325, vremena zadrzavanja 6,369 min
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Slika 4.35. MS/MS spektar fragmenta m/z 293, vremena zadrzavanja 7,344 min



Na slici 4.36. prikazan je predloZeni razgradni put LD-5 spoja.
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Slika 4.36. Predlozeni razgradni put spoja LD-5
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Tablica 4.2. Udio nastalih razgradnih produkata LD-5 spoja

F:)a:FZ()%rSStri]l Udio nastalih razgradnih produkata u pojac¢anim uvjetima, %
iz Oksidacija, | Hidroliza, Hidroliza, | Fotoliza, rlfé’rgg'nr]g rgp;g'nqz
0 ] ]
10 % H-0: 0,5M HCI 0,5 M NaCH UV/VIS 100 °C 80 °C
269 0,79 1,07 - 0,44 1,50 0,54
311 4,73 - - 1,72 1,19 -
313 - - 1,16 - - 19,69
323 0,73 - - 24,90 1 -
293
- =E 099 mi 4,17 2,49 1,48 - 2,27 1,88
R=O, min
296 - - - 1,11 - -
366 - - - 1,99 - -
177
450
260 - - - - - 28,56
225
325 16,70 1,22 - 1,99 1,03 -
293 6,89
tr=7,344 min ’

Ispitivanje prisilne razgradnje LD-5 spoja rezultiralo je nastankom 13 razgradnih produkata
od kojih je njih najvise (Cak 10) nastalo razgradnjom u uvjetima poviSene temperature
(ukupno pri obje temperature). Na temelju rezultata prikazanih u tablici 4.2. vidljvo je da se
prilikom temperaturne razgradnje pri T=80 °C 50,67 % LD-5 razgradi na sedam produkta od
kojih u najve¢em individualnom postotku nastaje m/z 313 (19,69 %), a slijede ga m/z 177, m/z
450, m/z 260 i m/z 225 s ukupnim udjelom od 28,56 %. Termalnom razgradnjom pri T=100
°C nastaje ukupno pet razgradnih produkata od kojih dva nastaju i kod 80 °C (m/z 269 i m/z
293, tr=5,099 min), a tri su nova (m/z 311, m/z 323, m/z 325). Prisilnom razgradnjom
uzrokovanom umjetnim sunéevim zrac¢enjem (UV/VIS) 39,04 % LD-5 razgradi se na sedam
produkata od kojih u najveéem postotku m/z 323 (24,9 %). Oksidacijom 10 %-tnim
peroksidom nastalo je pet razgradnih produkata od kojih su m/z 269 i m/z 323 nastali u vrlo
malom postotku (<1 %), dok su m/z 311, m/z 293 (tr=5,099 min) i m/z 325 nastali u nesto
vecem. Prisilnom razgradnjom u uvjetima kisele hidrolize nastala su tri razgradna produkta u

vrlo malom udjelu (<1,3 %), uz izuzetak m/z 293 (tr=5,099 min) koji je nastao u udjelu 2,49
51




%. Baznom hidrolizom nastala su samo dva razgradna produkta, m/z 293 (tr=5,099 min) i m/z
313 u vrlo malo udjelu §to pokazuje da LD-5 spoj u uvjetima bazne hidrolize nije previse
podlozan razgradnji.

Iz tablice je vidljivo da se m/z 293 s vremenom zadrZzavanja tr=5,099 min pojavljuje kao
razgradni produkt kisele i bazne hidrolize, oksidacije peroksidom i termalne razgradnje dok se
m/z 293 s vremenom zadrzavanja tr=7,344 min pojavljuje kao produkt razgradnje uzrokovane
umjetnim suncevim zrac¢enjem.

Uz spomenuti m/z 293 (tr=5,099 min), kao razgradni produkt gotovo svih eksperimenata
(oksidacije peroksidom, kisele hidrolize, fotolize i termalne razgradnje) pojavljuje se i m/z
269 pa se moze rec¢i da su to dva glavna razgradna produkta LD-5 spoja. Valja spomenuti i
m/z 325 koji se kao razgradni produkt pojavljuje u Cetiri provedena eksperimenta (oksidacije
peroksidom, kisele hidrolize, fotolize i termalne razgradnje pri 100°C).

Zaklju¢no, LD-5 spoj najvise je podlozan razgradnji u uvjetima poviSene temperature, nakon
koje slijedi razgradnja pod utjecajem UV/VIS s udjelom produkata od 39,04 % te oksidacija
peroksidom s udjelom od 27,12 %. LD-5 je podlozan i razgradnji u uvjetima kisele i bazne
hidrolize, no u nesto manjoj mjeri s obzirom da je udio produkata u tim eksperimetima manji

od 5 %.

4.2. Procjena toksi¢nosti

Budué¢i da su LD-4 i LD-5, potencijalno farmaceutski aktivni spojevi, potrebno je, uz
ispitivanje njihove stabilnosti, procijeniti njihova svojstva koja mogu imati znacajan utjecaj
ne samo na ljude, ve¢ 1 zZivotinje 1 okoliS. Tek nakon provedenih ispitivanja stabilnosti 1
svojstava, novosintetizirani spojevi mogu prije¢i u fazu ispitivanja potencijalne

implementacije u novim farmaceutskim proizvodima.

Za procjenu toksi¢nosti nerazgradenih spojeva LD-4 i LD-5 kao i njihovih razgradnih
produkata nastalih kao posljedica ispitivanja prisilne razgradnje koristen je T.E.S.T. racunalni
program kojim se procijenila vrijednost bioakumulacijskog faktora, razvojne toksicnosti i
mutagenosti.

Bioakumulacijski faktor (BAF) definira se kao omjer koncentracije kemikalije u organizmu i
koncentracije kemikalije u vodi, a rezultat je apsorpcije kemikalije u organizam iz okoliSa s

kojem je organizam u doticaju [47]. Vrijednost bioakumulacijskog faktora tako predvida
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sklonost kemijske supstance ulasku u prehrambeni lanac, odnosno njenoj bioakumulaciji pa je
tako <30 niska sklonost, 30-100 umjerena, 100-1000 visoka i >1000 vrlo visoka sklonost
bioakumulaciji [48].

Razvojna toksi¢nost ukljucuje sve ucinke kojima se remeti normalan razvoj nakon zaceca,
prije ili poslije rodenja, a koji su rezultat izloZenosti roditelja prije zaceca, izloZenosti
potomstva tijekom prenatalnog razvoja ili izlozenosti potomstva postnatalno sve do spolnog
sazrijevanja. Stetni uéinci razvojne toksi¢nosti ukljuduju smrt organizma u razvoju,
poremecaje rasta, strukturne anomalije i funkcionalne poremecaje [49].

Mutacija se definira kao trajna promjena strukture ili koli¢ine genetskog materijala stanice,
bilo promjenama u DNK (specifi¢ne promjene baznih parova ili translokacije kromosoma)
bilo genskim promjenama koje se o€ituju na razini fenotipa. Mutagena, odnosno genotoksi¢na
tvar mijenja, dakle, strukturu, informacijski sadrzaj ili segregaciju DNK izazivajuéi tako

ucestaliju pojavu mutacija u populacijama stanica i/ili organizma [49].

Spojevi ¢ija se toksi¢nost procijenjivala unijeti su u T.E.S.T. program unosSenjem tekstualne
datoteke strukture spoja tzv. SMILES formule koja se dobila crtanjem spojeva u programu
ChemDraw Professional. Za procjenu vrijednosti toksi¢nosti gotovo svih spojeva koristila se
konsenzus metoda koja predstavlja prosjek predvidenih vrijednosti toksi¢nosti dobivenih
pomocu pet razlicitih QSAR modela (detaljnije u poglavlju 2.5.2.). Konsenzus metoda pruza
najtocnije vrijednosti toksi¢nosti budu¢i da uzima u obzir procjenu nekoliko metoda s vrlo
malim razlikama u domeni prihvatljivosti. Nadalje, ako se toksi¢nost moze procijeniti samo

jednim QSAR modelom, konsenzus metoda ne daje pouzdane rezultate.
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4.2.1. Procjena toksi¢nosti LD-4 i njegovih razgradnih produkata

H,oN

C)
NH>

NH»>

Slika 4.37. Prikaz molekulske strukture spoja LD-4

Tablica 4.3. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora za

osnovni LD-4
Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,78 Toksi¢éno
Mutagenost / /
Bioakumulacijski faktor 14,52 Niska sklonost
N
S

Slika 4.38. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 212

Tablica 4.4. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 212

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,23 Nije toksi¢no
Mutagenost -0,48 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 103,01 Visoka sklonost
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Slika 4.39. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 268

Tablica 4.5. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 268

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,89 Toksiéno
Mutagenost -0,22 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 15,39 Niska sklonost
N NH
S NO,

H,N

Slika 4.40. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 297

Tablica 4.6. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 297

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,88 Toksi¢no
Mutagenost -0,23 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 23,48 Niska sklonost
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Slika 4.41. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 365

Tablica 4.7. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 365

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,97 Toksiéno
Mutagenost 0,59 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 3,72 Niska sklonost
®
N NH,
H2N S\\§O NH2
0

Slika 4.41. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 303

Tablica 4.8. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 303

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 1,00 Toksi¢no
Mutagenost / /
Bioakumulacijski faktor 1,95 Niska sklonost
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Slika 4.42. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 315

Tablica 4.9. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 315

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 1,10 Toksi¢no
Mutagenost / /
Bioakumulacijski faktor 3,36 Niska sklonost
N NH
HO
™~ S NH

N
H

HO

Slika 4.43. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 299

Tablica 4.10. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 299

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,68 Toksi¢no
Mutagenost -0,39 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 12,76 Niska sklonost
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Na temelju procijenjenih rezultata toksi¢nosti pomocu T.E.S.T. programa, LD-4 spoj i svi
njegovi razgradni produkti osim m/z 212 smatraju se razvojno toksi¢nima s obzirom da su
vrijednosti dobivenih bezdimenzijskih znacajki razvojne toksi¢nosti veée od 0,5. Najveca
vrijednost toksi¢nosti dobivena je za razgradni produkt m/z 315 (1,10), dok je najmanja
vrijednost dobivena za m/z 299 (0,69) koji je ujedno i jedini razgradni produkt koji je pokazao
manju toksi¢nost od osnovnog spoja, dok su svi ostali, izuzev m/z 212 koji je netoksican,
pokazali veéu vrijednost. Razvojna toksi¢nost osnovnog LD-4 spoja iznosi 0,78. Razgradni
produkt m/z 212 smatra se netoksi¢nim jer je njegova vrijednost bezdimenzijske znacajke
manja od 0,5, to¢nije ona iznosi 0,23.

Mutagenost osnovnog spoja i razgradnih produkata m/z 303 i m/z 315 nije se mogla odrediti
nijednim QSAR modelom jer u bazi podataka nema dovoljno sli¢nih molekula za usporedbu.
Potencijalnu mutagenost pokazao je samo m/z 365, dok se m/z 212, m/z 268, m/z 297 i m/z
299 smatraju nemutagenim s negativnim vrijednostima bezdimenzijske znacajke mutagenosti.
Na temelju dobivenih vrijednosti bioakumulacijskih faktora, moze se zakljuciti da osnovni
LD-4 spoj i svi njegovi razgradni produkti, izuzev m/z 212, imaju nisku sklonost
bioakumulaciji, odnosno ulasku u prehrambeni lanac zivih organizama, s vrijednostima
bioakumulacijskog faktora manjim od 30. Jedino je za m/z 212 dobivena visoka vrijednost od
103,01 Sto ukazuje na visoku sklonost bioakumulaciji.

Zaklju¢no, m/z 212 jedini je razgradni produkt LD-4 spoja koji pokazuje svojstvo razvojne
netoksi¢nosti i nemutagenosti, a S druge strane visoku sklonost bioakumulaciji. Produkt koji
se pojavljuje u svim eksperimentima, ujedno i glavni razgradni produkt, m/z 297 pokazuje
vece vrijednosti toksi¢nosti 1 bioakumulacijskog faktora u odnosu na osnovni spoj pa se moze

.....

opasniji po zive organizme i okolis.
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4.2.2. Procjena toksi¢nosti LD-5 i njegovih razgradnih produkata
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Slika 4.44. Prikaz molekulske strukture spoja LD-5

Tablica 4.11. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora za

osnovni LD-5
Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,62 Toksi¢no
Mutagenost 0,71 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 7,30 Niska sklonost
N
\ NH,

H,N 5

NH

Slika 4.45. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 269

Tablica 4.12. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 269

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,79 Toksi¢no
Mutagenost -0,16 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 13,34 Niska sklonost
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Slika 4.46. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 311

Tablica 4.13. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 311

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,64 Toksiéno
Mutagenost 0,83 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 13,76 Niska sklonost
HO
N / NH>
N ;
N
H
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Slika 4.47. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 313

Tablica 4.14. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 313

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,81 Toksi¢no
Mutagenost / /
Bioakumulacijski faktor 3,08 Niska sklonost
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Slika 4.48. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 323

Tablica 4.15. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 323

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,72 Toksi¢no
Mutagenost / /
Bioakumulacijski faktor 13,27 Niska sklonost
N
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Slika 4.49. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 293 (tr=5,099 min)

Tablica 4.15. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 293 (tr=5,099 min)

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,62 Toksi¢no
Mutagenost 0,71 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 8,81 Niska sklonost
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Slika 4.50. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 296

Tablica 4.16. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 296

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,61 Toksi¢no
Mutagenost / /
Bioakumulacijski faktor 11,50 Niska sklonost

Fry

Slika 4.51. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 366

Tablica 4.17. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 366

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost / /
Mutagenost 0,33 (metoda najblizeg susjeda) Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor / /
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Slika 4.52. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 177

Tablica 4.18. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 177

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,68 Toksiéno
Mutagenost -0,34 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 45,20 Umjerena sklonost
N
N\ N N
: \ /
S

Slika 4.53. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 450

Tablica 4.19. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 450

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,68 Toksi¢no
Mutagenost 0,75 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 21,26 Niska sklonost
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Slika 4.54. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 260

Tablica 4.20. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 260

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,53 Toksi¢no
Mutagenost 1,14 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 108,32 Visoka sklonost
N
\ NH,
S

Slika 4.55. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 225

Tablica 4.21. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 225

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,37 Nije toksi¢no
Mutagenost 0,84 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 43,91 Umjerena sklonost

64




ZT

|

NH
®

NO,

Slika 4.56. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 325

Tablica 4.22. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 325

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,76 Toksi¢no
Mutagenost 0,79 Mutageno
Bioakumulacijski faktor 11,32 Niska sklonost
N
\ NH,
N S

Slika 4.57. Prikaz molekulske strukture razgradnog produkta m/z 293 (tr=7,344 min)

Tablica 4.23. Vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora

razgradnog produkta m/z 293 (tr=7,344 min)

Procijenjena vrijednost Rezultat procjene
Razvojna toksi¢nost 0,56 Toksi¢no
Mutagenost -0,48 Nije mutageno
Bioakumulacijski faktor 10,78 Niska sklonost

65




Usporedujuci vrijednost razvojne toksi¢nosti osnovnog spoja LD-5 s vrijednostima razvojne
toksic¢nosti razgradnih produkata vidljivo je da m/z 311, m/z 293 (tr=5,099 min), m/z 296, m/z
260, m/z 225 i m/z 293 (tr=7,344 min) pokazuju nizu vrijednost, dok svi ostali razgradni
produkti pokazuju neznatno visu vrijednost toksi¢nosti u odnosu na osnovni spoj. Nadalje,
nerazgradeni LD-5 i svi njegovi razgradni produkti, osim m/z 225, spadaju u skupinu razvojno
toksi¢nih spojeva. Spomenuti m/z 225 s vrijednosti bezdimenzijske znacajke razvojne
toksic¢nosti od 0,37 klasificira se kao netoksi¢an spoj.

M/z 269, m/z 177 i m/z 293 (tr=7,344 min) procijenjeni su kao nemutageni spojevi, a
spojevima m/z 313, m/z 323 i m/z 296 mutagenost se nije mogla odrediti nijednim QSAR
modelom jer u bazi podataka nema dovoljno sli¢nih molekula na temelju kojih bi se provela
usporedba. Svi ostali razgradni produkti, a s njima i osnovni LD-5, spadaju u skupinu
mutagenih spojeva. Procijenjene vrijednosti mutagenosti tih razgradnih produkata vise su od
vrijednosti osnovnog LD-5 spoja, s tim da m/z 260 pokazuje najvisu vrijednost od 1,14.
Vrijednost bioakumulacijskog faktora osnovnog LD-5 vrlo je niska (7,3), a nizu vrijednost od
njegove ima samo m/z 313 (3,08). Takoder, i svi ostali razgradni produkti LD-5 spoja, osim
m/z 177, m/z 260 i m/z 225, imaju nisku sklonost bioakumulaciji s vrijednostima
bioakumulacijskog faktora <30. M/z 177 i m/z 225 pokazuju umjerenu sklonost, dok m/z 260 s

vrijednosti bioakumulacijskog faktora od 108,32 pokazuje visoku sklonost bioakumulaciji.

Razgradnom produktu m/z 366 vrijednost razvojne toksi¢nosti i bioakumulacijskog faktora
nije se mogla odrediti nijednom QSAR metodom, dok se mutagenost odredila metodom
najblizeg susjeda koja je prihvatljiva za procjenu mutagenosti, ali ima manju pouzdanost od
konsenzus metode [47]. S obzirom da su sve vrijednosti ostalih razgradnih produkata
odredene konsezus metodom, vrijednost m/z 366 nije se uzimala u obzir prilikom rasprave
dobivenih rezultata. No, valja naglasiti da je metodom najblizeg susjeda m/z 366 procijenjen

kao nemutageni spoj s vrijedno$¢u mutagenosti od 0,33.

Zaklju¢no, nijedan razgradni produkt LD-5 spoja ne pokazuje istovremeno svojstvo razvojne
netoksi¢nosti i nemutagenosti. S druge strane, produkt koji se pojavljuje u gotovo svim
eksperimentima, ujedno jedan od triju glavnih razgradnih produkata, m/z 325 pokazuje vece

vrijednosti razvojne toksi¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora u odnosu na

.....
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5. ZAKLJUCAK



Svrha ovog rada bila je odredivanje razgradnih produkata amino i amidino supstituiranih 2-
benzotiazola s ciljem odredivanja njihove sveobuhvatne toksi¢nosti, odnosno utjecaja ne samo
na ljude, vec¢ i na zZivotinje i okoli$. Ranije sintetizirani spojevi LD-4 i LD-5, to¢nije kloridna i
mesilatna sol amino-amidinskog 2-fenilbenzotiazola, podvrgnuti su uvjetima prisilne
razgradnje, a identifikacija produkata provedena je pomocu tekué¢inskog kromatografa visoke
djelotvornosti povezanim sa spektrometrom masa visoke razluc¢ivosti (HPLC-QTOF). Na
osnovu dobivenih spektara masa odredena je struktura razgradnih produkata i predlozen

razgradni put osnovnih spojeva.

Uzorci LD-4 i LD-5 spojeva analizirani su u uvjetima kisele hidrolize (0,5 M HCI), bazne
hidrolize (0,5 M NaOH), oksidacije peroksidom (10 % H20.), poviSene temperature (80 °C i
100 °C) te umijetne sunéeve svjetlosti (500 Wh/m?). Na temelju provedenih eksperimenata

doneseni su slijedeci zakljucci:

» Spoj LD-4 razgradio se pri svim navedenim uvjetima prisilne razgradnje pri ¢emu je
nastalo ukupno 7 razgradnih produkata. Najvise njih (¢ak 4) nastalo je prilikom
oksidacije 10 %-tnim peroksidom s$to ukazuje na to da je LD-4 najvise podlozan
razgradnji upravo pri tim uvjetima. Na osnovi dobivenih rezultata, zakljucuje se da je
glavni razgradni produkt LD-4 spoja m/z 297 s obzirom da on nastaje u svim

provedenim eksperimentima.

» Prisilnom razgradnjom LD-5 spoja nastalo je ukupno 13 razgradnih produkata. Spoj je
takoder podlozan razgradnji pri svim eksperimentalnim uvjetima, a najvise razgradnih
produkata (njih 10 ukupno) nastalo je prilikom termalne razgradnje pri 80 °C i 100 °C
na temelju cega se zakljucuje da je LD-5 najnestabilniji upravo pri povisenoj
temperaturi. Kao razgradni produkti gotovo svih eksperimenata pojavljuju se m/z 293
(tr=5,099 min), m/z 269 i m/z 325 koji tako predstavljaju tri glavna razgradna
produkta LD-5 spoja.
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Na temelju odredene strukture razgradnih produkata procijenjene su vrijednosti razvojne
toksi¢nosti, mutagenosti i biakumulacijskog faktora pomocu T.E.S.T. softverskog programa i

doneseni su slijedeci zakljucci:

» Spoj LD-4 i svi njegovi razgradni produkti, osim m/z 212, procijenjeni su kao razvojno
toksi¢ni spojevi s vrijednostima razvojne toksi¢nosti ve¢im od 0,5. Od nastalih
razgradnih produkata samo m/z 299, i m/z 212 koji je netoksi¢an, pokazuju manju

vrijednost razvojne toksi¢nosti u odnosu na osnovni nerazgradeni spoj.

» Mutagenost LD-4, m/z 303 i m/z 312 nije se mogla odrediti nijednim QSAR modelom
jer u bazi podataka ne postoji dovoljno slicnih molekula na temelju kojih bi se
usporedba provela, a potencijalnu mutagenost pokazuje samo razgradni produkt m/z
365.

» Jedino razgradni produkt m/z 212 pokazuje visoku sklonost bioakumulaciji, dok svi
ostali razgradni produkti i osnovni nerazgradeni spoj pokazuju nisku tendenciju ulaska

u prehrambeni lanac zivih organizama.

» M/z 212 pokazuje svojstvo istovremene razvojne netoksi¢nosti i nemutagenosti, ali s

druge strane visoku sklonost bioakumulaciji.

» Glavni razgradni produkt LD-4 spoja, m/z 297 pokazuje vece vrijednosti razvojne

toksi¢nosti i bioakumulacijskog faktora u odnosu na osnovni spoj pa se moze

.....

bioakumulaciji, opasniji po zive organizme i okolis.

» Nerazgradeni LD-5 i svi njegovi razgradni produkti, osim m/z 225, spadaju u skupinu

razvojno toksi¢nih spojeva, dok se m/z 225 klasificira kao razvojno netoksi¢an spoj.

» Osnovni LD-5 procijenjen je kao mutageni spoj, a svi njegovi razgradni produkti koji
su takoder procijenjeni kao potencijalno mutageni, pokazuju vecée vrijednosti

mutagenosti u odnosu na LD-5.

68



» Vecina razgradnih produkata pa i sam LD-5 pokazuju nisku sklonost bioakumulaciji.
Tek dva produkta (m/z 177 i m/z 225) pokazuju umjerenu sklonost, a jedan produkt
(m/z 260) pokazuje visoku sklonost ulasku u prehrambeni lanac.

> Nijedan razgradni produkt LD-5 spoja ne pokazuje svojstvo razvojne netoksi¢nosti i

nemutagenosti istovremeno.

» Jedan od triju glavnih razgradnih produkata LD-5, m/z 325, pokazuje vecée vrijednosti

razvojne toksic¢nosti, mutagenosti i bioakumulacijskog faktora u odnosu na osnovni

.....

Zaklju¢no, na temelju dobivenih procijenjenih vrijednosti razvojne toski¢nosti i mutagenosti
moze se zakljuciti da ranije sintetizirani spojevi LD-4 i LD-5, kao i njihovi razgradni
produkti, predstavljaju potencijalnu opasnost za ljude, zivotinje i okoli§. Prije upotrebe tih
spojeva u farmaceutskoj, kemijskoj ili bilo kojoj drugoj industriji svakako bi se trebala

provesti detaljnija istrazivanja i ispitivanja fizikalnih i kemijskih svojstava navedenih spojeva.
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