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U ovom su radu istraZene moguénosti primjene metode LC-SPE/krio NMR za pracenje kemijskih reakcija
i odredivanje strukture sporednih produkata i/ili razgradnih produkata on-/ine koji nastaju u reakciji, s naglaskom
na bioaktivne molekule i lijekove.

Za razvoj metodologije odabrana su tri modelna sustava. Za svaki modelni sustav istrazeni su uvjeti
kromatografskog odjeljivanja komponenata reakcijskih smjesa, zatim parametri za ucinkovitu ekstrakciju
odabranih analita na SPE-sorbense te utjecaj parametara ckstrakcije na osjetljivost krio-probe NMR. Za
identifikaciju i strukturnu karakterizaciju izoliranih spojeva koriStene su spektroskopija NMR i tehnika LC-MS.

Prvi modelni sustav bili su karbohidrazidi i njihovi derivati koji imaju kelirajuéa svojstva te
antioksidativno i antiepilepticko djelovanje. Tijekom analize karbohidrazida istrazena je osjetljivost sustava
LC-SPE/krio NMR. Drugi modelni sustav bio je etodolak koji pripada skupini nesteroidnih protuupalnih lijekova.
Analizom 7-etiltriptofola, polazne tvari u sintezi etodolaka, identificirano je i strukturno okarakterizirano 17
oneciS¢enja. Tre¢i modelni sustav bili su makrozoni, novi amidni konjugati azitromicina i derivata
tiosemikarbazida, koji imaju zadovoljavajuce antibakterijsko djelovanje na odabrane susceptibilne i rezistentne
bakterijske sojeve. Analizirano je ukupno 6 reakcijskih smjesa iz triju razli¢itih klasa novosintetiziranih
makrozona. Identificirana oneciS¢enja bila su sporedni produkti i razgradni produkti makrolidne i
tiosemikarbazonske strukture, te dijastereomeri makrozona. Konfiguracije dijastercomera predlozene su na
temelju analize spektara NOESY i rac¢unskih simulacija molekulske dinamike.

Provedeno istraZivanje rezultiralo je razvojem pouzdane, brze i u¢inkovitije metode za analizu sloZenih
smjesa spojeva koriste¢i pritom znatno manje koli¢ine uzorka i organskih otapala u usporedbi s postoje¢im
metodama off-line. Metoda LC-SPE/krio NMR moze imati §iru primjenu u ekstrakciji, proc¢i§¢avanju i
karakterizaciji novosintetiziranih spojeva i/ili onecis¢enja iz reakcijskih smjesa.
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In this doctoral thesis, the possibilities of applying the LC-SPE/cryo NMR method for monitoring
chemical reactions and determining the structure of by-products and/or degradation products on-line, with an
emphasis on bioactive molecules and drugs, were explored.

Three different model systems were explored for methodology development. For each model system, the
parameters for chromatographic separation of the reaction mixtures components, as well as parameters for the
efficient extraction of the selected analytes on SPE-sorbents, were optimized. Hence, the influence of the
SPE-parameters on the NMR cryoprobe sensitivity was also evaluated. NMR spectroscopy and LC-MS were used
for identification and structural characterization of the extracted mixture components.

The first model system were carbohydrazides and their derivatives, which are known as chelating reagents
and also show antioxidative and antiepileptic effects. Sensitivity of LC-SPE/cryo NMR system was determined
by analyzing carbohydrazides. Etodolac, a nonsteroidal anti-inflammatory drug, was chosen as the second model
system. During the analysis of 7-ethyltryptophol, a starting material in the synthesis of etodolac, 17 impurities
were identified and structurally characterized. The third model system were macrozones, new amide conjugates
of azitromycin and thiosemicarbazide derivatives which exhibit good antibacterial activity against susceptible and
resistant bacterial strains. Six reaction mixtures from three different classes of newly synthesized macrozones were
analysed. Identified impurities were classified as macrolide and non-macrolide related by-products and
degradation products, as well as macrozone diasterecomers. Configurations of diastereomers were proposed on the
basis of NOESY NMR spectroscopy data and molecular dynamic simulations.

This research resulted in development of a reliable, faster and more efficient methodology for complex
mixture analysis using significantly smaller amount of sample and organic solvents in comparison with standard
off-line methods. LC-SPE/cryo NMR method can be applied for the extraction, purification and characterization
of newly synthesized compounds and/or impurities from reaction mixtures.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Kontrola kvalitete djelatne tvari i gotovog lijeka vazan je korak u farmaceutskoj analizi.
Onecisc¢enja prisutna u djelatnoj tvari odreduju kvalitetu lijeka te mogu utjecati na sigurnost i
ucinkovitost primjene konacnog proizvoda, stoga je identifikacija svih onecis¢enja imperativ u
farmaceutskoj industriji. Za svaku tvar, ¢iji je dnevni unos u ljudski organizam manji od ili
jednak 2 g, regulatorne agencije propisuju najvec¢u dopustenu koli¢inu onecis¢enja koja je
0,15 % za poznata onecis¢enja, odnosno 0,10 % za nepoznata one¢iséenja.! Tijekom razvoja
nove djelatne tvari nuzno je poznavati profil oneciS¢enja u svakom stupnju. OneciS¢enja mogu
biti procesna, razgradni produkti te one¢i$éenja iz polaznih sirovina koristenih u sintezi.?

Klasi¢an pristup analizi oneciS¢enja sastoji se od nekoliko koraka. Prvi korak je
odjeljivanje oneciS¢enja od glavne komponente kromatografskim tehnikama. Nakon toga
slijedi ekstrakcija, a potom detekcija oneciS¢enja spektrometrijom masa (engl. Mass
Spectrometry, MS), difrakcijskim tehnikama i/ili spektroskopijom nuklearne magnetske
rezonancije (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR). Informacije o strukturi analita
prikupljene primjenom tehnika MS i NMR medusobno se nadopunjuju i nuzne su za potpunu
strukturnu karakterizaciju nepoznatog spoja. Postupak izolacije spoja preparativnim ili
semipreparativnim kromatografskim tehnikama moze biti dugotrajan uz utroSak velike koli¢ine
organskih otapala 1 uzorka. Suvremeni pristup analizi onec¢iS¢enja koristi spregnute tehnike kod
kojih se odredene kromatografske tehnike povezuju sa spektroskopskom metodom detekcije ili
sa spektrometrijom masa. NajceS¢e se koristi vezani sustav tekucinske kromatografije i
spektrometrije masa (engl. Liquid Chromatography — Mass Spectrometry, LC-MS) te vezani
sustav tekuéinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa, LC-MS/MS.*>~> Nedostatak
navedenih sustava je Sto ne razlikuju konstitucijske izomere ili enantiomere, niti se mogu
analizirati termiCki nestabilni spojevi koji ne podlijezu ucinkovitoj ionizaciji, pa je u tom
slu¢aju nuzno koristiti spektroskopiju NMR.

Vezani sustav LC-NMR pokazao se ucinkovit za analizu oneciS¢enja u lijekovima,
metabolita lijekova te bioaktivnih molekula.>® Glavni nedostatak ove tehnike je §to je masa
analita u probi NMR odredena kapacitetom kromatografske kolone, a Cesto ta masa nije
dovoljna za snimanje dvodimenzijskih spektara NMR koji su nuzni za nedvojbenu strukturnu

karakterizaciju nepoznatog spoja. Razvojem krio-tehnologije 1 uvodenjem krio-probe u sustav
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§ 1. Uvod 2

LC-NMR osijetljivost tehnike poveéana je oko 4 puta.'®!! Primjena krio-tehnologije omoguéava
hladenje probe NMR i dijela elektronickog sustava na temperaturu tekuc¢eg dusika ili helija,
¢ime se termiCki Sum znatno smanjuje, a omjer signala i Suma povecava (engl. Signal-to-Noise,
S/N). Dodatno povecanje osjetljivosti postignuto je uvodenjem jedinice za ekstrakciju na ¢vrstoj
fazi (engl. Solid — Phase Extraction, SPE) koja omogucava visestruko ukoncentriravanje analita
i veéu masu spoja za snimanje spektara NMR.!? IstraZivanje svojstava polimernih SPE-
sorbensa (kolonice unutarnjeg promjera 2 mm) pokazalo je da je njihov kapacitet od 1 mg do
1,5 mg spoja ako je zadrzavanje analita kvantitativno.'?

Vezani sustav LC-SPE omogucéava odjeljivanje komponenata smjese na
kromatografskoj koloni, zatim izdvajanje i ukoncentriravanje svakog analita na SPE-sorbensu,
nakon Cega slijedi identifikacija i odredivanje strukture izdvojenog spoja spektroskopijom
NMR. Prednosti tehnike su brojne. Zbog kvantitativnog obogacivanja analita na SPE-sorbensu,
koje se postize jednostrukim (engl. singletrapping) ili viSestrukim (engl. multitrapping)
izdvajanjem analita na pojedini SPE-sorbens, veca je osjetljivost mjerenja krio-probom NMR.
S obzirom da se za kromatografsko odjeljivanje upotrebljavaju nedeuterirana otapala, analiza
je jeftinija, osjetljivija i u¢inkovitija u odnosu na tehniku LC-NMR. SuSenjem SPE-sorbensa u
struji dusika uklanja se veéina otapala iz kromatografske analize pa su intenziteti signala otapala
u spektru NMR reducirani.'* Nadalje, izolacija i identifikacija one¢i$éenja moZe biti dugotrajan
proces ako se primjenjuju klasicne metode prociS¢avanja poput preparativne ili
semipreparativne kromatografije koje zahtijevaju veliku koli¢inu uzorka i organskih otapala.
Vrlo Cesto je masa uzorka ograni¢ena ili je prinos reakcije nizak. Prednost tehnike
LC-SPE-NMR ili LC-SPE/NMR je u tome $to je moguce u jednom koraku odijeliti komponente
uzorka, svaku komponentu izdvojiti na SPE-sorbens, a potom ju analizirati spektroskopijom
NMR. S obzirom na visoku osjetljivost krio-probe NMR, dovoljno je nekoliko desetaka
mikrograma analita za snimanje dvodimenzijskih spektara NMR.!> U posljednih dvadeset
godina tehnika LC-SPE-NMR ili LC-SPE/NMR sve viSe pronalazi primjenu u analizi prirodnih
spojeva, metabolita, lijekova te njihovih razgradnih produkata i onec¢i§éenja.'®! Medutim, vrlo
je mali broj publikacija koje opisuju pracenje kemijskih reakcija tehnikom
LC-SPE-NMR ili LC-SPE/NMR.!>#%%

Azitromicin je predstavnik druge generacije makrolidnih antibiotika nazvane azalidi
zbog prisutnosti dusikovog atoma u 15-ero¢lanom makrolaktonskom prstenu. Zbog poboljSanih

farmakokineti¢kih svojstava u odnosu na eritromicin, azitromicin je postao antibiotik Sirokog
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§ 1. Uvod 3

spektra djelovanja na Gram-pozitivne i Gram-negativne bakterijske sojeve.>* Unato¢ ovoj
¢injenici rezistencija bakterija postaje globalni problem koji moze ozbiljno ugroziti ljudsko
zdravlje. Telitromicin pripada tre¢oj generaciji makrolidnih antibiotika nazvanoj ketolidi te je
pokazao vrlo dobro antibakterijsko djelovanje na rezistentne sojeve 1 povoljna
farmakokineticka svojstva, ali je povucen s trziSta zbog velikog broja nuspojava i
hepatotoksi¢nosti. Solitromicin pripada skupini fluoroketolida te je pokazao izvrsnu
antibakterijsku aktivnost na rezistentni soj S. Pneumoniae, ali zbog strukturne sli¢nosti s
telitromicinom Americka agencija za hranu i lijekove (engl. FDA — Food and Drug
Administration) nije dozvolila njegov plasman na trziste.?> Daljnja istraZivanja u podrudju
sinteze makrolidnih antibiotika usmjerena su na modifikaciju makrolaktonskog prstena
dodavanjem razlicitih alkilnih 1/ili arilnih skupina, zatim na sintezu hibridnih makrolida
(keto-azalida) te makrolidnih konjugata.?*26

Tiosemikarbazoni su derivati hidrazona poznati po protuupalnom, antitumorskom i

antibakterijskom djelovanju.?’

Konjugacijom razli¢itih derivata tiosemikarbazona s
3-dekladinozil-3-hidroksi-15-eroclanim azalidima pripravljeni su spojevi ¢ija je antibakterijska
aktivnost na rezistentne bakterijske sojeve poput S. Pneumoniae, S. Pyogenes 1 H. Influenzae
bila jednaka ili bolja od azitromicina.’® Reakcijom derivata tiosemikarbazona s
4-formilbenzojevom kiselinom pripravljeni su tiosemikarbazidi koji u konjugaciji s
azitromicinom takoder pokazuju antibakterijsku aktivnost.?’

U laboratoriju Zavoda za analiti¢ku kemiju Kemijskog odsjeka PMF-a u Zagrebu
sintetizirane su tri nove klase konjugata azitromicina i tiosemikarbazida nazvane makrozoni.
Odabrani derivati tiosemikarbazida vezani su na makrolaktonski prsten na poloZajima 9a-, 4"-
1 3-. Antibakterijsko testiranje in vitro novosintetiziranih makrozona iz klase 4"- pokazalo je da
spojevi imaju do 32 puta vecu aktivnost na rezistentni soj S. Pneumoniae u usporedbi s
azitromicinom, vrlo dobru aktivnost na S. Pyogenes te umjerenu aktivnost na Gram-negativan
bakterijski soj H. Influenzae. Nadalje, navedeni spojevi pokazali su aktivnost na rezistentan soj
S. Aureus na kojeg je azitromicin neaktivan.”’ Za pro¢is€avanje i analizu makrolidnih
antibiotika najceS¢e se koristi teku¢inska kromatografija obrnutih faza na kromatografskoj
koloni Cis, dok se za identifikaciju najceS¢e primjenjuje tehnika LC-MS s analizatorom
vremena leta (engl. Time of Flight, TOF).2%3! Pretrazivanjem literature nije pronadena niti jedna

publikacija koja primjenjuje tehniku LC-SPE/NMR za analizu makrolidnih antibiotika ili

njihovih konjugata.
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Cilj ovog istrazivanja bio je razviti metodologiju LC-SPE/krio NMR koja ¢e u jednom
koraku omoguciti brzo i ucinkovito odjeljivanje komponenata slozenih reakcijskih smjesa, s
naglaskom na lijekove 1 bioaktivne spojeve, zatim ekstrakciju odabranih komponenata na
SPE-sorbense, a potom identifikaciju 1 strukturnu karakterizaciju izdvojenih spojeva
spektroskopijom NMR. Isto tako, jedan od ciljeva bio je istraziti pouzdan nadin pracenja
kemijskih reakcija karbohidrazida, etodolaka i makrozona, ekstrakcije te identifikacije
nusprodukata i/ili oneciS¢enja koja nastaju u kemijskim reakcijama, i to uz utroSak manjih
koli¢ina otapala i uzorka u odnosu na postojece tehnike off-/ine, Sto ovakav pristup ini ekoloski
bioaktivnih spojeva, cilj je bio odrediti osjetljivost sustava LC-SPE/krio NMR te prednosti i
mane u usporedbi s klasi¢nim analitickim pristupima off-line.

Pretpostavlja se da ¢e primjena tehnike LC-SPE-NMR omoguciti brzu i u€inkovitiju
izolaciju novosintetiziranih konjugata azitromicina te izradu profila onecis¢enja. Takoder se
ocekuje da ¢e se uvidom u strukture nusprodukata i razgradnih produkata, te usporedbom
profila oneciS¢enja za razlicite klase makrozona, olakSati pro¢i§¢avanje konacnih produkata 1

daljnja kromatografska analiza potencijalnih antibiotika.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Razvoj tehnike LC-NMR

Glavni preduvjet za razvoj tehnike LC-NMR bio je razvoj proto¢ne probe NMR i ventila
smjesStenog izmedu uredaja HPLC 1 probe NMR koji sluzi za detekciju 1 regulaciju
kontinuiranog protoka, odnosno zaustavljenog protoka. Proto¢na proba NMR (slika 1) isprva

je razvijena za primjenu u tehnici kontinuiranog protoka.

——
—

a)

b)

. 5 mm ¢jeviica

NMER | protoéna

celija

rf-zavajnice

-

zavojnice

NN

v izlaz * ulaz eluens

Slika 1. Shematski prikaz a) klasi¢éne probe NMR; b) protocne probe NMR. Preuzeto i

prilagodeno prema literaturnom izvoru 32

Zbog potrebe za potpunom strukturnom karakterizacijom nepoznatih spojeva proto¢na proba je
s vremenom sve vise upotrebljavana u tehnici zaustavljenog protoka koja omogucuje snimanje
dvodimezijskih spektara NMR. Volumen probe moze biti od 60 pl do 200 pl, a protok pokretne
faze od 0,5 ml min! do 1 ml min~'.3> Na slici 2 prikazan je eksperimentalni postav uredaja
LC-NMR koji se koristi u ve€ini laboratorija. Detektor UV spojen je celicnom kapilarom
unutarnjeg promjera 0,25 mm preko ventila s protoénom probom NMR. Ovisno o jakosti
magnetskog polja i zaStiti magneta regulira se i udaljenost visokodjelotvornog tekuéinskog
kromatografa (engl. High Performance Liquid Chromatograph, HPLC) od spektrometra NMR.

Sto je udaljenost izmedu instrumenata manja, udinkovitiji je prijenos analita do probe NMR,
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Sirenje kromatografskih pikova je minimalno, a osjetljivost ve¢a. Volumen prijenosa izmedu

uredaja HPLC i probe NMR je oko 150 pl.

Radunalo za upravljanje
uredajem HPLC -
E’_— Upravljagka ploga

spektrometra NMR

Magnet
Pumpa HPLC

Premosnica

Protogna
proba NM

Injektor

Kolona
HPLC L

Ventil

I

Otpad

Detektor UV

Slika 2. Shematski prikaz uredaja LC-NMR. Preuzeto i prilagodeno prema literaturnom izvoru
32

Prvi znanstveni rad s primjenom tehnike LC-NMR objavili su japanski znanstvenici Watanabe
i Niki 1978. godine.** Oni su modificirali klasi¢nu probu NMR tako $to su uveli teflonsku
cjevc€icu unutarnjeg promjera 1,4 mm i na taj nacin dobili proto¢nu ¢eliju NMR koju su spojili
s detektorom LC pomocu ventila s 3 petlje. Efektivna duljina protoc¢ne ¢elije bila je 1 cm, a
efektivni volumen 15 pl. Ovako dizajniran sustav LC-NMR koriSten je za odjeljivanje 3 poznata
spoja: 2,6-dimetilfenola, 2,3-dimetilfenola i 3,5-dimetilfenola. Spojevi su odijeljeni u sustavu
normalnih faza na koloni ETH-silika uz eluiranje tetrakloretilenom. Za snimanje spektara NMR
koriStena je tehnika zaustavljenog protoka (engl. stopped-flow). Kako bi se sprijecilo Sirenje
kromatografskih pikova spojeva koji su preostali na koloni, maksimalno vrijeme snimanja
spektra NMR za pojedinu komponentu bilo je 2 sata. Autori su naglasili da ovakav sustav, koji
koristi kromatografiju normalnih faza, ima ograni¢enu primjenu te da je potrebno unaprijediti
sustav LC-NMR za primjenu kromatografije obrnutih faza. Haw 1 njegovi suradnici su prvi puta
primijenili tehniku kontinuiranog protoka (engl. on-flow) 1980. godine za analizu nafte i
sintetskog goriva.>* Albert i suradnici primijenili su tehniku kontinuiranog protoka uz supresiju
signala otapala za analizu metabolita oksazolina koji su sadrzavali ciklopropilne skupine.

Metaboliti su odijeljeni kromatografijom obrnutih faza.*®
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Otapala koja se koriste kao pokretne faze u kromatografiji obrnutih faza dodatno su
otezavala analizu spektara NMR jer: (1) protonirana otapala puno vise interferiraju s uzorkom,
(2) gradijentno eluiranje tijekom kromatografske analize, odnosno promjena sastava pokretne
faze, naruSava homogenost magnetskog polja u protocnoj probi 1 (3) signali otapala Cesto
prekrivaju signale analita $to otezava interpretaciju spektara NMR. Opisane poteskoce rijeSene
su razvojem sekvence za supresiju signala otapala WET (engl. Water suppression Enhanced
through TI effects) kojom je bilo moguce generirati jednodimenzijske spektre visoke
razlucivosti u tehnikama kontinuiranog i zaustavljenog protoka, te dvodimenzijske spektre u

tehnici zaustavljenog protoka.>¢

2.1.1. Nacini izvedbe tehnike LC-NMR

U tehnici LC-NMR tijekom kromatografske analize u sustavu obrnutih faza kao pokretna faza
upotrebljava se smjesa protoniranog i deuteriranog otapala. Najcescée je to smjesa acetonitrila i
deuterirane vode. Najpogodniji nacin eluiranja je izokratno eluiranje. U slucaju potrebe za
gradijentnim eluiranjem treba voditi racuna o tome da promjena sastava pokretne faze veca od
3 % min ! narusava homogenost magnetskog polja u proto¢noj probi. Signali otapala koristenih
u kromatografskoj analizi ¢esto prekrivaju signale analita, stoga ih treba suprimirati. U tu svrhu
koriste se sekvence za supresiju signala otapala: WET, WATERGATE (engl. WATER-
suppression by GrAdient-Tailored Excitation), prezasi¢enje (tip NOESY) i dvostruka pfg
spinska jeka. Nedostatak supresije signala otapala je taj Sto ¢e signali analita koji su u blizini
signala otapala takoder biti suprimirani ¢ime se gubi informacija o strukturi analita.

Masa analita koja je dostupna za snimanje spektra NMR odredena je aktivnim
volumenom protoc¢ne ¢elije NMR. To ujedno znaci da bi kromatografski pikovi trebali biti Sto
uzi 1 oStriji kako bi sva masa analita bila dostupna za snimanje spektara NMR. S druge strane,
zbog slabe osjetljivosti spektrometra NMR, kromatografska kolona mora biti zasi¢ena uzorkom
kako bi Sto ve¢a masa analita dospjela u protocnu ¢eliju. Injektiranje velike koli¢ine uzorka na
kromatografsku kolonu narusava razlucivanje pikova, a upotreba deuteriranih otapala cesto
uzrokuje Sirenje pikova ¢ime se znatno smanjuje osjetljivost tehnike LC-NMR. Osjetljivost se
mozZe poboljsati smanjenjem protoka pokretne faze ispod 1 ml min™'.

Ovisno o vrsti ventila nacini izvedbe tehnike LC-NMR mogu biti: tehnika kontinuiranog

protoka, tehnika zaustavljenog protoka, tehnika zaustavljenog protoka u kratkim vremenskim
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intervalima (engl. time-slice), tehnika skladiStenja kromatografskih pikova u kapilarnim

petljama (engl. loop collection) i tehnika skladisStenja pikova na ¢vrstom nosacu (shema 1).

HPLC-UV - ventil _—— NMR

Tehnika kontinuiranog protoka Tehnika zaustavljenog protoka u kratkim
l vremenskim intervalima

Tehnika zaustavljenog
protoka

Tehnika skladistenja pikova u
kapilarnim petljama

Tehnika skladi$tenja pikova na
€vrstim nosaima (SPE-NMR)

Shema 1. Nacini izvedbe spregnutog sustava LC-NMR

U tehnici kontinuiranog protoka analit se vrlo kratko zadrzava u proto¢noj ¢eliji (oko 3,6 s pri
protoku pokretne faze 1 ml min!) pa je moguée snimiti samo jednodimenzijske spektre 'H i
F NMR. Tehnika je pogodna za snimanje glavnih sastojaka smjese i nestabilnih spojeva koji
se brzo raspadaju ili izomeriziraju. Tehnika zaustavljenog protoka omogucava snimanje
dvodimenzijskih homo- i1 heteronuklearnih spektara NMR jer se kromatografska analiza
zaustavlja ¢im analit dode u protocnu celiju. Tehnika je prikladna za spojeve koji imaju
definirano vrijeme zadrZavanja na koloni i karakteristicne UV kromofore. Ako je razlu¢ivanje
sastojaka smjese loSe ili dva sastojka koeluiraju s kolone, moZe se primijeniti tehnika
zaustavljenog protoka u kratkim vremenskim intervalima. Kada Zelimo odrediti strukture veceg
broja spojeva odijeljenih na kromatografskoj koloni, najpogodnija je tehnika skladiStenja
kromatografskih pikova u kapilarnim petljama. U tom slucaju spojevi skladisteni u petljama
moraju biti stabilni jer se spektri NMR snimaju tek po zavrSetku kromatografskog
odjeljivanja.’” Skladistenje pikova na &vrstom nosadu je najnovija tehnika u kojoj su SPE-

sorbensi postavljeni on-/ine izmedu kromatografske kolone i proto¢ne probe NMR.

2.1.2. Primjena tehnike LC-NMR u analizi bioaktivnih molekula i lijekova

Analiza oneciS¢enja vazan je dio kontrole kvalitete farmaceutskih pripravaka. Prema uputama
Medunarodne konferencije o harmonizaciji tehnickih zahtjeva za lijekove (engl. International
Council for harmonisation, ICH) svako oneciS¢enje u lijeku, ¢iji je udio veci od 0,1 %, treba
biti identificirano i strukturno karakterizirano.! Onegi$éenja koja se pojavljuju u formulacijama

lijekova tijekom izvodenja testova stabilnosti mogu utjecati na promjenu strukture aktivne
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komponente i/ili cijele formulacije. Ekstrakcija one¢iS¢enja slozen je i dugotrajan postupak u
kojem se trosi puno organskih otapala. Tehnika LC-NMR omogudéuje brzu i jednostavniju
analizu oneciS¢enja on-line uz utrosak manjih volumena otapala. Postoji veliki broj onecis¢enja
koja su nestabilna pa ih je nemoguce izdvojiti preparativnom teku¢inskom kromatografijom. U
tom je slucaju tehnika LC-NMR dobar izbor. Spraul i suradnici prvi su primijenili tehniku
LC-NMR za analizu glavnih metabolita ibuprofena u ljudskom urinu naglasivsi prednost
vezane tehnike LC-NMR za ekstrakciju nestabilnih estera glukuronida pred klasi¢nim
metodama ekstrakcije.*® Iste je godine po prvi puta primijenjena tehnika LC-'"’F-NMR za
analizu metabolita flurbiprofena u ljudskom urinu i to na spektrometru NMR jakosti
magnetskog polja 600 MHz.*

Zbog slabije osjetljivosti spektrometra NMR tijekom analize spregnutom tehnikom
LC-NMR analiticka kolona treba biti zasi¢ena uzorkom S$to moze narusiti razlucivanje
kromatografskih pikova. Stoga je prilikom razvoja metode potrebno optimirati masu uzorka
koja se nanosi na kolonu. Roberts i suradnici istrazivali su granice detekcije tehnike LC-NMR
1 pokazali su da je, u slucaju spektrometra NMR 400 MHz, u tehnici kontinuiranog protoka
dovoljno 50 pg analita za snimanje spektra 'H NMR, odnosno 25 ug u tehnici zaustavljenog
protoka.*

Tehnika LC-NMR nasla je uspjeSnu primjenu u identifikaciji oneciS¢enja koja nastaju
tijekom testova stabilnosti i forsirane razgradnje djelatnih tvari ili &itave formulacije lijeka,’*!*?
kao i u analizi procesnih oneéis¢enja.>*>** Tehnika LC-NMR intenzivno se primjenjuje i u
identifikaciji bioaktivnih spojeva in vitro te za identifikaciju i1 ekstrakciju metabolita lijekova

iz slozenih bioloskih matrica.®* 43

2.1.3. Tehnika LC-NMR-MS

Spregnuta tehnika LC-NMR-MS omogucava istodobno snimanje spektara NMR 1 MS u samo
jednoj kromatografskoj analizi ¢ime se znatno ubrzava analiza sloZenih smjesa. Upotrebom
detektora NMR i MS dobivaju se komplementarne informacije neophodne za nedvojbenu
identifikaciju prirodnih produkata, lijekova i njihovih metabolita. Usporedbom rezultata analize
MS spojeva uz upotrebu protoniranih, odnosno deuteriranih otapala, moguce je dobiti podatak
o broju izmjenjivih protona. Prvi sustav LC-NMR-MS dizajnirali su Pullen i suradnici 1995.
godine, a upotrijebili su ga za analizu antimikotika flukonazola i nekih triazola.* Godinu dana

kasnije Shockcor i suradnici primijenili su ovaj sustav za analizu acetaminofena i njegovih
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metabolita u ljudskom urinu.>® Buduéi da su neki metaboliti sadrzavali sulfatne skupine, koje
nije moguce detektirati spektrometrom NMR, ovim primjerom pokazana je vaznost i korisnost
primjene vezanog sustava LC-NMR-MS.

Spektrometre NMR 1 MS moguce je povezati s teku¢inskim kromatografom na dva
nacina: paralelno i serijski.’! Kod paralelnog povezivanja treba imati na umu razliku u
osjetljivosti dvaju detektora. Zbog manje osjetljivosti spektrometra NMR protok pokretne faze
dijeli se na izlazu iz kromatografske kolone naj¢es¢e u omjeru 20:1. To znaci da se 95 % eluata
usmjerava u proto¢nu probu NMR, a preostalih 5 % u spektrometar masa (slika 3). U ovakvom
nacinu povezivanja nema opasnosti od protutlatnog udara (engl. backpressure) koji se javlja u
meduspoju LC-MS i koji moze ostetiti proto¢nu ¢eliju NMR. Spektri NMR i MS mogu se
snimati istodobno, a uzorak koji je bio u spektrometru NMR moze se iskoristiti za daljnje

analize.

Otapala Protocna
proba NMR Mafgnetsko
'l. , p polje
|| \ |
LJ \J
Petlja za skladidtenje pikova v
(moguénost) e
Pumpa g
=
| ¥ NMR
\, Injekcijska petlja 95 0,
T \ Dijelitelj protoka
Kolona HPLC Detektor UV 2
MS

Slika 3. Paralelno povezivanje sustava LC-NMR-MS. Preuzeto i prilagodeno prema

literaturnom izvoru 51

U serijskom nacinu povezivanja eluat s kromatografske kolone prvo se uvodi u spektrometar
NMR (slika 4). Nakon snimanja spektara NMR uzorak dolazi do djelitelja s kojeg se 5 % uzorka
usmjerava u MS, a ostatak u otpad. Druga uloga djelitelja je umanjiti protutlacni udar koji se
javlja u meduspoju. Prednost serijske konfiguracije sustava je Sto se izmjenjivi protoni
molekula analita mogu reprotonirati nakon snimljenih spektara NMR, a nedostatak je moguca
disperzija kromatografskih pikova i pomak u vremenu zadrzavanja analita u kromatografskoj

koloni.
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Slika 4. Serijsko povezivanje sustava LC-NMR-MS. Preuzeto i prilagodeno prema literaturnom

izvoru 51

Kod obje konfiguracije cjelokupna izvedba odredena je primijenjenom tehnikom LC-NMR.
Moguce je koristiti tehniku kontinuiranog protoka, tehniku zaustavljenog protoka ili tehniku
skladiStenja kromatografskih pikova u kapilarnim petljama. Burton i suradnici koristili su
paralelni postav sustava LC-NMR-MS za analizu metabolita paracetamola, nekih Secera, citrata
1 laktata u ljudskom urinu, uz to da je 98 % eluata s kolone usmjereno u spektrometar NMR te
je koristena tehnika kontinuiranog protoka.>>

Znacajno povecanje osjetljivosti sustava LC-NMR-MS postignuto je razvojem krio-probe.
Kod ove vrste probe elektronicki dijelovi se hlade na temperaturu do 20 K ¢ime se znatno
smanjuje pozadinski Sum, a povecava omjer S/N, dok je uzorak na sobnoj temperaturi. U
usporedbi s klasi¢nom, inverznom probom NMR, osjetljivost krio-probe je u prosjeku veca 3
do 4 puta.>® Tehnologija krio-NMR omoguéuje detekciju analita zastupljenih u vrlo niskim
koncentracijama (na mikrogramskoj skali) u bioloSkim uzorcima. Spraul i suradnici prvi su puta
primijenili sustav LC-NMR-MS s krio-probom za analizu metabolita acetaminofena u ljudskom
urinu.** Netretirani uzorak injektiran je izravno u kromatografsku kolonu te su odredene
strukture triju novih metabolita. S obzirom na veliki potencijal tehnika LC-NMR-MS pronasla
je svoju primjenu u analizi metabolita lijekova.>>=>’

U tehnici LC-NMR-MS upotrebljavaju se deuterirana otapala za kromatografsku analizu
koja su mnogo skuplja od protoniranih otapala. Anorganski puferi kao pokretne faze idealni su
za analizu jer nemaju signale u spektrima NMR, ali zbog slabe hlapljivosti nisu kompatibilni s

ionizacijskim izvorom spektrometra masa. U idealnom slucaju koriste se deuterirani puferi koji
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su iznimno skupi. S ciljem da se deuterirana otapala u kromatografskoj analizi zamijene
protoniranim otapalima, te da se dodatno poveca osjetljivost tehnike LC-NMR, razvijena je

jedinica SPE.

2.1.4. Tehnika LC-SPE-NMR
U ovoj tehnici su SPE-sorbensi postavljeni on-line izmedu kromatografske kolone 1 proto¢ne
probe NMR. Analiti odijeljeni na kromatografskoj koloni skladiste se na SPE-sorbense, a po
zavrSetku kromatografske analize eluiraju se deuteriranim otapalom u protocnu ¢eliju NMR.
Jedinica SPE sastoji se od automatskog izmjenjivaca SPE-sorbensa (engl. ACE — Automatic
Cartridge Exchanger) u kojem su smjeSteni sorbensi s razli€itim nepokretnim fazama (C, Cs,
Cis, -CN, ionski izmjenjivaci, polidivinilbenzenske smole 1 dr.). Polimerne nepokretne faze
pokazale su se od 10 do 40 puta boljima za zadrzavanje polarnijih organskih spojeva u
usporedbi s fazama koje sadrze ugljikovodiéne lance vezane na silikagel.”® Nakon razdvajanja
na kromatografskoj koloni i1 detekcije detektorom UV s nizom dioda (engl. Diode Array
Detector, DAD) spojevi se skladiSte na SPE-sorbense koji su prethodno kondicionirani i
ekvilibrirani odgovaraju¢im protoniranim otapalima koja se koriste u kromatografiji. Da bi se
spojevi zadrzali na SPE-sorbensu, potrebno je smanjiti elucijsku jakost organske pokretne faze,
a to se postiZe upotrebom dodatne pumpe (tzv. make-up pumpe) koja osigurava dodatni protok
vodene faze. Najbolje zadrZzavanje analita na sorbensu postize se kada je dodatni protok vodene
faze od 2 do 4 puta veci u odnosu na protok pumpe LC. Nakon kromatografske analize sorbensi
se suse u struji dusika u trajanju od 30 min do 60 min kako bi se uklonila protonirana otapala.
Nakon suSenja analiti se ispiru sa SPE-sorbensa deuteriranim otapalom (150 pl — 200 pl)
izravno u proto¢nu ¢eliju NMR 1ili u cjev€icu NMR, a potom se snimaju spektri NMR.
Tehnika LC-SPE-NMR ima nekoliko prednosti u odnosu na LC-NMR. Prva prednost je
upotreba protoniranih otapala u kromatografskoj analizi umjesto deuteriranih otapala ¢ime se
smanjuju troskovi analize. Sekvence za supresiju signala otapala nisu nuZne jer se sorbensi suse
u struji dusika, a spojevi eluiraju sa SPE-sorbensa deuteriranim otapalom. U tehnici LC-NMR
vazan je oblik kromatografskog pika koji se tijekom prijenosa analita kroz kapilaru Siri.
Posljedica toga je smanjena osjetljivost mjerenja zbog smanjenog volumena analita koji
dospijeva u aktivni volumen protoc¢ne ¢elije NMR. U tehnici LC-SPE-NMR nema efekta Sirenja
pika jer se analit skladiSti na SPE-sorbensu, a potom ispire deuteriranim otapalom u vrlo uskoj

i koncentriranoj zoni (slika 5). Najveca prednost sustava LC-SPE-NMR je moguénost
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viSestrukog ukoncentriravanja analita na isti SPE-sorbens provodenjem viSe uzastopnih
kromatografskih analiza. Istrazivanje svojstava polimernih SPE-sorbensa poput Resin SH i
Resin GP (kolonice unutarnjeg promjera 2 mm) pokazalo je da je kapacitet sorbensa od 1 mg
do 1,5 mg spoja ukoliko je zadrzavanje analita kvantitativno.'> Primjenom takvih sorbensa
moguce je izdvojiti dovoljnu masu analita za snimanje svih vrsta spektara NMR neophodnih za
strukturnu identifikaciju. Nasuprot tome, u tehnici LC-NMR masa uzorka koja je na
raspolaganju za snimanje spektara NMR odredena je kapacitetom kromatografske kolone u

samo jednom injektiranju.

1) LC-NMR

HPLC prijenos analita kroz kapilaru > | NMR

2) LC-SPE-NMR

A

HPLC

Dodatni protok
vodene faze

susenje,N,

Slika 5. Oblik kromatografskog pika u tehnici: 1) LC-NMR; 2) LC-SPE-NMR. Preuzeto i

prilagodeno prema literaturnom izvoru 14

2.1.5. Primjena tehnike LC-SPE-NMR

Prvi prototip sustava LC-SPE-NMR objavljen je 1998. godine. Griffiths 1 Horton uveli su
dodatnu kolonu (engl. guard column) 1 dodatni protok deuterirane vode u sustav LC-NMR.
Analit je eluiran u probu NMR deuteriranim acetonitrilom.’® Tri godine kasnije Nyberg i
suradnici analizirali su kapsaicin iz ljutih papri¢ica sustavom LC-NMR (600 MHz) uz dodatni
SPE-sorbens C18 i dodatni protok deuterirane vode.®® Godine 2003. dizajniran je moderni
sustav. LC-SPE-NMR s krio-probom. Exarchou 1 suradnici upotrijebili su sustav
LC-SPE-krio NMR-MS (400 MHz i 600 MHz) za analizu ekstrakta grékog origana u kojem su

identificirali neke flavonoide, ruzmarinsku kiselinu i karvakrol.®!
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Tehnika LC-SPE-NMR isprva je Cesto koriStena u analizi prirodnih produkata.
Pretrazivanjem literature pronadene su brojne publikacije koje opisuju primjenu ove tehnike u
analizi antioksidacijskih flavonoida, iridoidnih glikozida, kardenolida, izoflavonoida, fenolnih
spojeva u ekstraktima maslinovog ulja, lignana te oksigeniranih diterpena.®>®® Chang i
suradnici analizirali su ekstrakte lisc¢a rijetkog zimzelenog japanskog grma latinskog naziva
Trochodendron aralioides tehnikom LC-SPE-NMR.® Budu¢i da biljka Trochodendron
aralioides spada medu relikte, poCetna koli¢ina uzorka bila je ograni¢ena. Unato¢ tome
izolirano je 9 novih spojeva iz skupine neolignan-ramnozida, i to ve¢inom dijastereomeri.
Konfiguracija dijastereomera odredena je na temelju podataka spektroskopije NMR i
cirkularnog dikroizma. Autori su naglasili da je prednost tehnike LC-SPE-NMR upotreba puno
manjih masa uzorka i volumena organskih otapala u usporedbi sa semipreparativnom
teku¢inskom kromatografijom. Wen 1 suradnici objavili su zanimljivo istraZivanje
antihiperlipidemijskog ucinka ekstrakata rakovica. Autori su uspjesno izolirali, a potom
identificirali 10 spojeva tehnikom LC-SPE-MS/NMR. Takoder su naglasili ucinkovitost
primjene ove tehnike u dereplikaciji prirodnih produkata koja je iznimno vazna u istrazivanju i
razvoju novih lijekova.”™

Godejohann i suradnici prvi su puta primijenili sustav LC-SPE-NMR-MS sa
spektrometrom NMR jakosti magnetskog polja 500 MHz za analizu metabolita paracetamola u
ljudskom urinu.”! Usporedili su rezultate mjerenja na instrumentu bez i s instaliranom krio-
probom NMR te su pokazali da je osjetljivost sustava s krio-probom veca 5 puta. Ovo
istrazivanje predstavlja prvu primjenu tehnike LC-SPE-NMR u analizi metabolita lijekova.
Zahvaljuju¢i napretku tehnickih postavki uredaja te povecanjem osjetljivosti tehnika
LC-SPE-NMR s vremenom je postala sve ¢eS¢e analiticko orude za analizu metabolita lijekova,
procesnih onegi$éenja i razgradnih produkata u lijekovima.”>”> Nadalje, sustav LC-SPE-NMR
(400 MHz s krio-probom) uspjesno je primijenjen za analizu procesnih oneciS¢enja 3-brom-5-
(trifluormetil)anilina koji je polazni spoj za sintezu nekih djelatnih tvari kao Sto su nilotinib,
ponatinib, radotinib, anacetrapib i cinacalcet. [zolirano je 1 identificirano ukupno 10 oneciS¢enja
¢iji su udjeli u rasponu od 0,15 % do 1,87 %.7® Schmidt i suradnici primijenili su tehniku
LC-SPE-NMR-MS za analizu 16 razli¢itih mono- i diestera flurbiprofen-polietilen glikola.”’
Autori su naglasili brzinu, ucinkovitost 1 potencijal tehnike za primjenu u farmaceutskim

analizama.
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Tehnika LC-SPE-NMR takoder je koriStena u analizi organskog sastava tla i
sedimenata. Simpson i suradnici usporedili su analizu odabranih ekstrakata prirodne organske
tvari tehnikom LC-SPE-NMR s tehnikom LC-NMR uz skladiStenje spojeva u kapilarnim
petljama. Naglasili su prednost skladiStenja spojeva na SPE-sorbensima, kao i potencijal
tehnike LC-SPE-NMR u analizi kompleksnijih matrica uz primjenu viSedimenzijske tekuc¢inske
kromatografije za odjeljivanje veceg broja spojeva razli¢ite polarnosti.”®

Meier 1 suradnici razvili su i validirali metodu LC-SPE/NMR za analizu produkata
hidrolize sumpornog iperita, koznog bojnog otrova. Metoda se pokazala prikladnom za analizu
odabranih spojeva u tragovima, i to u realnim uzorcima tretiranima prema standardnim
analiti¢kim propisima.”’

Tehnika LC-SPE-NMR nesto je rjede koriStena za pracenje kemijskih reakcija. Seger 1
suradnici primijenili su tehniku LC-SPE-NMR za pracenje reakcije nastajanja Mosherovih
estera odredenih alkohola poliina te za odredivanje njihove apsolutne konfiguracije.'®> Uspjesno
su snimili spektre "Hi '’F NMR s manje od 10 pg uzorka unutar 15 min na spektrometru jakosti
magnetskog polja 500 MHz. Nadalje, Larsen i1 suradnici identificirali su i strukturno
karakterizirali produkte reakcije izmedu djelatne tvari, 5-aminosalicilne kiseline, i pomoc¢ne

tvari, limunske kiseline, nastale unutar formulacije lijeka tijekom skladistenja.?

2.2. Etodolak

Etodolak, 2-(1,8-dietil-4,9-dihidro-3H-pirano[3,4-b]indol-1-il)octena kiselina, je kiralni
nesteroidni protuupalni lijek koji dolazi na trziSte kao racemi¢na smjesa aktivnog enantiomera
S-(+) 1 neaktivnog enantiomera R-(-). Koristi se za lijeCenje reumatoidnog artritisa 1
osteoartritisa. Terapijski ucinak etodolaka temelji se na sprjeCavanju sinteze prostaglandina
putem selektivne inhibicije enzima ciklooksigenaze 2.%° Kemijska struktura etodolaka
prikazana je na slici 6.

1

Sinteza etodolaka i njegovih prekursora patentirana je 1971. godine,®' a nakon toga

objavljeni su 1 brojni drugi patenti koji  opisuju sintezu  derivata
1,3,4,9-tetrahidropiran[3,4-b]indola i 1,3,4,9-tetrahidrotiopiran[3,4-b]indola poznatih po

protuupalnom, antibakterijskom i antigljivi¢nom djelovanju.’>-°
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Slika 6. Strukturna formula etodolaka

Kljuéni meduprodukt u sintezi etodolaka je njegov alkilni ester koji se pripravlja reakcijom
oksa-Pictet-Spengler (slika 7) uz upotrebu razli¢itih Bronstedovih i Lewisovih kiselina.®® Zbog
visoke cijene Lewisovih kiselina i neprakti¢nosti za rad na vecoj skali sinteze, preferira se

upotreba anorganskih mineralnih kiselina poput HCI, HBr, H2SO4 i H3PO4.%

OH (o] @] o]
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7-etiltriptofol metil 3-oksopentanoat metilni ester etodolaka

Slika 7. Shematski prikaz priprave metilnog estera etodolaka reakcijom oksa-Pictet-Spengler u

metanolu uz sumpornu kiselinu kao katalizator

Polazni spoj za sintezu etodolaka je 7-etiltriptofol (slika 7). Sintezu triptofola i njegovih
derivata karakterizira nizak do srednji prinos reakcije te nizi stupanj cisto¢e konaénih
produkata.®” Sukladno tome, 7-etiltriptofol dostupan je na trzistu u razli¢itim stupnjevima
¢istoce o cemu ovisi 1 njegova cijena. Priprava metilnog estera etodolaka reakcijom oksa-Pictet-
Spengler uz upotrebu 7-etiltriptofola ¢istoce u rasponu od 79 % do 95 % opisana je u nekoliko
patenata.®®% Cisto¢a polaznog spoja, u ovom slu¢aju 7-etiltriptofola, definirat ¢e u konaénici
stupanj Cistoce produkta, etodolaka. Stoga je vazno poznavati profil oneciS¢enja polaznih tvari

za sintezu kako bi proc¢iS¢avanje produkta bilo Sto brze 1 u€inkovitije.

2.2.1. Onecisc¢enja u lijekovima
Oneciscenje se definira kao komponenta djelatne tvari ili gotovog lijeka koja nije kemijski
jednaka toj djelatnoj tvari, pomoc¢noj tvari niti aditivima prisutnima u gotovom farmaceutskom

proizvodu.” Prema smjernicama ICH one¢i$éenja u lijekovima razmatraju se iz kemijskog i
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sigurnosnog gledista. Kemijsko glediSte podrazumijeva identifikaciju 1 klasifikaciju
oneciscenja, definiranje razine onecis¢enja, uvrstavanje oneciscenja u specifikacije te detaljno
opisivanje analiti¢kih postupaka koristenih za analizu one¢is¢enja.

Onecis¢enja se mogu razvrstati na organska, anorganska i ostatna otapala. Organska
onecis¢enja mogu biti procesna i onecis¢enja srodna djelatnoj tvari, a nastaju tijekom postupka
proizvodnje i/ili skladistenja lijeka. To mogu biti polazne sirovine, nusprodukti, intermedijari,
razgradni produkti, reagensi, ligandi 1 katalizatori. Anorganska oneciS¢enja potjecu iz postupka
proizvodnje i uglavnom su poznata. Tu spadaju reagensi, ligandi, katalizatori, teski metali i
metali prisutni u tragovima, anorganske soli i tvari koje se koriste prilikom filtracije. Ostatna
otapala su organske ili anorganske tekucéine poznatog kemijs