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produkata lijeka dasatiniba
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U ovom diplomskom radu razvijena je ucinkovita i1 osjetljiva metoda tekucinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti (UHPLC) za analizu oneciS¢enja i1 razgradnih
produkta lijeka dasatiniba. DryLab je koristen za odredivanje optimalnih uvjeta temperature,
vremena gradijentnog eluiranja i sastava pokretne faze kromatografskog odijeljivanja
metodom UHPLC. Najprikladnija kolona bila je Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um;
2,1 mm x 100 mm. Optimalni uvjeti su: temperatura kolone = 50 °C, pH pokretne faze = 2
(fosfatni pufer za UHPLC, mravlja kiselina za LC-MS/MS analizu) i ukupno vrijeme trajanja
analize: 27,5 min.

Forsirana ragradnja dasatiniba provedena je u kiselom i luznatom mediju, uz
prisutnost vodikovog peroksida te na poviSenoj temperaturi. Za analizu razgradnih produkata
koriSten je vezani sustav LC-MS/MS. Na temelju MS i MS/MS spektara pretpostavljene su
strukture razgradnih produkata i predloZzene odgovarajué¢e sheme fragmentiranja.
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In this diploma thesis efficient ultra-high performance liquid chromatography
(UHPLC) method for determination of impurities and degradation product of dasatinib was
developed. DryLab software was used to determine the optimal conditions for UHPLC
separation like temperature, time of gradient elution and composition of the mobile phase.
The most efficient chromatographic column was Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um,
2,1 mm x 100 mm. The optimal condition were: column temperature = 50 °C, pH of mobile
phase = 2 (phosphate buffer for UHPLC and formic acid for LC-MS/MS analysis), and total
time of analysis = 27.5 min.

Forced degradation of dasatinib was performed in acid and basic conditions, upon
addition of hydrogen peroxide, and on the elevated temperature. The LC-MS/MS system was
used for the analysis of the degradation products. Based on the MS and MS/MS spectra, the
stuctures of degradation products, as well as fragmentation shemes were proposed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Analiza stabilnosti farmaceutski aktivnih tvari od velikog je znacaja za kvalitetu i ispravnost
gotovih farmaceutskih proizvoda. Dvije krovne organizacije za regulaciju lijekova, Agencija
za hranu 1 lijekove (FDA) i Internacionalno vije¢e za uskladivanje tehnickih zahtjeva za
lijekove za ljudsku upotrebu (ICH), preporucuju uvjete (temperatura, izlozenost svjetlu, kiseli
ili bazi¢ni uvjeti itd.) pri kojima se istrazuje stabilnost lijekova. Ukoliko je poznata stabilnost
farmaceutski aktivne tvari tada se moze poboljsati nadin pakiranja lijeka, odrediti nacin
propisnog skladistenja lijeka te dozvoljen rok valjanosti lijeka sto je vrlo vazno za sigurnu
primjenu lijeka. Takoder je vazno kvalitativno i kvantitativno analizirati degradacijske
produkte farmaceutski aktivne tvari kako bi se dobio detaljniji uvid u smanjenje u¢inkovitosti
lijeka ili genotoksi¢na, kanceregena i mutagena svojstva degradacijskih produkata. Razvoj
instrumentnih analitickih metoda omogucuje selektivna i osjetljiva odredivanja koja
odgovaraju zahtjevima agencija za regulaciju lijekova.l3

Dasatinib je specifi¢ni inhibitor tirozin kinaze koji se primjenjuje pri lijeCenju
pacijenata koji imaju kroni¢ni i uznapredovali stadij mijeloidne leukemije, a otporni su ili
intoleratni na druge lijekove. Za kvalitativnu i kvanititativnu analizu dasatiniba moze se
koristiti tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti, dok je za analizu njegovih
degradacijskih produkata potreban sustav spregnut sa spektrometrijom masa.*®

U ovom radu razvijena je metoda tekuéinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti
za odredivanje dasatiniba i njegovih degradacijskih produkata nastalih forsiranom
degradacijom. Pri razradi metode koristen je programski paket DryLab koji na osnovi dvije ili
viSe varijabli (iz prethodno odredenih eksperimentalnih podataka) pomoc¢u matematickih
metoda optimira uvjete pri kojima se postize najbolje razdvajanje sastojaka smjese, odnosno
razlucivanje pikova. Pri razvoju metode analize dasatiniba i njegovih razgradnih produkata
koriStene su razliCite kolona. Na odabranoj koloni smjesa analita analizirana je pri razli¢itim
temperaturama kolone, pH-vrijednostima pokretne faze i vremenu trajanja analize.
Navedenim racunalnim paketom i na temelju eksperimentalnih podataka odabrani su uvjeti
koji su koristeni kao pocetni uvjeti za analizu vezanim sustavom tekucinska kromatografija
ultravisoke djelotvornosti - spektrometrija masa, a kojom su odredeni degradacijski produkti

nastali forsiranom degradacijom dasatiniba u luZzini, kiselini, vodikovom peroksidu i pri

Davor Sestan Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

povisenoj temperaturi. Analizom spektara masa netretiranog uzorku, kao i onog podvrgnutog
forsiranoj razgradnji, pretpostavljene su strukture degradacijskih produkata te predlozene

sheme fragmentiranja.

Davor Sestan Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Dasatinib

Dasatinib (DAS) je aktivna farmaceutska tvar koja se koristi zasebno ili s drugim lijekovima
za lijecenje kroni¢ne mijeloicitne leukemije (CML). Molekulska formula dasatiniba je
C22H26CIN7O2S, a molarna masa 488,01 Da (Slika 1).

Dasatinib je molekula koja inhibira tirozin kinazu. Lijek je druge generacije koji pokazuje
znacajno inhibiranje u sluéaju “divljeg” tipa KIT receptorskog gena kao i onkoproteinske
mutacije. Potvrdeno je djelovanje dasatiniba na receptore tirozin kinaze DDRI1
oksidoreduktaze NQO2. Tocan mehanizam djelovanja jo§ uvijek nije poznat, ali se
pretpostavlja da se imunoloske modifikacije koje uzrokuje dasatinib o€ituju u povecéanoj
raznolikosti T stanica, $to je potvrdeno odredivanjem visoke koncentracije CD4+ T stanica
kod pacijenata koji su primali dasatinib. Prema drugoj teoriji dasatinib ima puno kompleksniji
mehanizam djelovanja od prethodno navedenog, kao i lijekova prve generacije, §to se
potkrjepljuje ¢injenicom da dasatinib inducira defekte u stvaranju vretena, zaustavljanju

stani¢nih ciklusa kao i promjeni cetrosoma u bolesnim ali i zdravim stanicama.®

cl CH;

Slika 1. Struktura dasatiniba

Davor Sestan Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

2.1.1. Kronicna mijelocitna leukemija — uzrok, simptomi i lijecenje

Kroni¢na mijelocitna leukemija (CML) je bolest koja pogada 20% svih odraslih osoba koje
imaju leukemiju te je vrlo vjerojatno najproucavanija ljudska maligna bolest. To je
mijeloproliferativna bolest koja uzrokuje veliku proizvodnju abnormalnih odnosno
kancerogenih mijeloidnih stanica. Mehanizam nastanka CML-a nije poznat, medutim u
Philadelphiji je 1960. godine otkriven kromosom nazvan po tom americkom gradu,
Philadelphia kromoson, koji predstavlja reciprocnu kromosonsku translokaciju, odnosno
razmjenu genskih segmenata izmedu dva kromosoma prilikom ¢ega nastaju dva nova
kromosoma. Kod kroni¢ne mijelocitne leukemije dolazi do zamjene dijelova izmedu
kromosoma 9 1 22, te nastaje kromosom 9 koji je neprirodno dugacak i kromosom 22 koji je
skra¢en. Kromosom 22 koji je tako izmijenjen naziva se Philadelphia kromosom (Slika 2).
Proces izmjene dijelova kromosoma se ne odvije na nasumican nacin, ve¢ dolazi do izmjene
djela kromosoma 9 koji pocinje s ABL genom sa djelom kromosoma 22 koji pocinje s BCR

genom.

8 Chr. 22

Philadelphia Che.

ABL - Che.
Che.

Slika 2. Prikaz izmjene dijelova izmedu kromosoma 9 i 22 te nastanak Philadelphia

kromosoma

Navedeni BCR-ABL gen kodira protein nazvan BCR-ABL protein koji je konstantno aktivan
te moze djelovati na druge proteine koji kontroliraju stani¢ne procese i ubrzava diobu stanica,
inhibira popravak DNK lanaca ali i katalizira prekomjernu aktivnost tirozin kinaze koja je
odgovorna za prirodnu stanicnu komunikaciju te u fazi bolesti uzrokuje nastanak patoloskih,

prekomjernih i nereguliranih mijelocitnih stanica.

Davor Sestan Diplomski rad
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Simptomi kroni¢ne mijelocitne leukemije su uveéana slezena i bolovi u gornjoj lijevoj
strani trbuha, osje¢aj umora, poviSena temperatura, poviSena temperatura, infekcije, gubitak
na tezini, gubitak apetita, blijeda koZza, pojacano znojenje i krvarenje nakon vrlo slabih
abrazija na kozi.’

Do prije nekoliko godino smatralo se da je kroni¢na mijelocitna leukemija neizljeciva
bolest, te da je jedini medicinski postupak koji moze dovesti do izljeCenja transplantacija
kosStane srzi. Sam postupak transplantacije kosStane srzi vrlo je rizi¢an jer ostavlja pacijenta
bez kosStane srzi, koji je prirodni generator imuno sistema, ¢ime osoba postaje podlozna i
osjetljiva ¢ak i na najslabije bolesti. Uz takvo rizicno lijeenje potrebno je specijalizirano
osoblje, te ionizirajuée zraCenje u svrhu uniStavanja abnormalnih stanica. 2001. godine je
odobreno koristenje novog lijeka imatinib mezliat, lijeka prve generacije koji je inhibitor
BCR-ABL tirozin kinaze. KoriStenjem imatinib mezilata izbjegava se kemoterapija koja
uniStava maligne i zdrave stanice, a preveniraju se mehanizmi koji dovode do bolesti te je
uspjesnost lijeCenja potvrdena. Negativna strana u lijecenju imatinib mezilatom je ta $to je
kod nekih osoba primije¢ena propagacija BCR-ABL mutacija otpornih na imatinib. Zato se
istrazuju i testiraju lijekovi druge generacije na koje ne postoji otpornost, a medu tim

lijekovima je i dasatinib.8°

2.1.2. Odredivanje dasatinib-a

Pregledom literature ustanovljeno je da je do sada razvijena HPLC metoda za odredivanje
dasatiniba u uzorcima tableta dasatiniba. Tom metodom moguce je uz detektor s nizom dioda
detektirati dasatinib pri 315 nm u koncentracijskom podruéju od 5 do 30 pg mL 1.2

Takoder je istrazena 1 razvijena HPLC metoda za detekciju dasatiniba u uzorcima koji
su podvrgnuti forsiranoj razgradnji.!* Medutim, pregledom literature nije pronadeno ni jedno

istrazivanje koje je orijentirano na detekciju i karakterizaciju produkata forsirane razgradnje.

Davor Sestan Diplomski rad
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2.2. Tekuéinska kromatografija?

Tekuéinska kromatografija vazna je analiticka tehnika koja omogucuje separaciju analita od
drugih tvari u smjesi. Tekuc¢inska kromatografija moze se provoditi u koloni ili na tankom
sloju. U koloni se nalazi punilo koje utjece na brzinu kojom ¢e sastojci smjese A i B prolaziti
kroz kolonu. Otopina koja se dodaje na vrh kolone zove se pokretna ili mobila faza, a takoder
utjeCe na djelotvornost razdvajanja sastojaka. Razdvojeni sastojci se po izlazu iz
kromatografske kolone detektiraju (Slika 3.). Ovisnot odziva detektora o vremenu potrebnom

da se sastojak ispere s kolone ili o volumenu eluata zove se kromatogram.

Uzorak Mobilna faza

T S iy

A+B

Kolona

— Detektor

Iy f Iy I3 Iy

—/\n

|
0] il I I3 Iy
Vrijeme

Slika 3. a) Odjeljivanje sastojaka A i B na koloni; b) kromatogram

(a)

Odziv detektora

Podjela tekucinske kromatografije prema mehanizmu odjeljivanja sastojaka smjese dana je u

tablici 1.

Davor Sestan Diplomski rad
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Tablica 1. Podjela tekuéinske kromatografije prema mehanizmu odvajanja.

Vrsta tekucinske kromatografije Princip separacije

Adsorpcijska kromatografija Razdvajanje nepolarnih spojeva na
temelju razli¢itih adsorpcije na povrsini
¢vrstog adsorbensa

Razdjelna kromatografija Razdvajanje na temelju razlicite
topljivosti spojeva u pokretnoj i
nepokretnoj fazi

Ionsko izmjenjivacka kromatografija Razdvajanje se temelji na razli¢itom
afinitetu sastojaka prema ionskoj izmjeni
Kromatografija isklju¢enjem Razdvajanje se temelji na razlikama u

veli¢ini 1/ili obliku molekula ili naboju;
molekule odredene veli¢ine ne mogu uci
u pore nepokretne faze i tako se odvajaju
od manjih molekula

Afinitetna kromatografija Razdvajanje se temelji na specifi¢nim
interakcijama analita i molekula vezanih
za nepokretnu fazu

2.2.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuéinska kromatografija visokve djelotvornosti (HPLC) je moderna inacica klasi¢ne
tekucinske kromatografije. U modernoj farmaceutskoj industriji tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti Korisi se u istrazivanju, razvoju i proizvodnji lijekova. HPLC je tehnika
kojom se uobicajeno provjerava Cistoca novih kemijskih spojeva, prate promjene tijekom
sintetskih procesa na maloj i velikoj skali te odreduje kvaliteta farmaceutskog proizvoda.
Takoder se koristi za razdvajanje, kvalitativnu i kvantitativnu analizu aktivne farmaceutske
tvari, reakcijskih one¢i$¢enja, sintetskih intermedijera i produkata degradacije.®

Tekuéinski kromatograf visoke djelotvornosti (Slika 4.) sastoji se od jednog ili vise
spremnika mobilne faze, ovisno o tome koliko kanala ima vakuumska pumpa s kojom su
spojeni spremnici mobilnih faza. Prije pumpe postavljen je degazer, a u kucistu pumpe
odnosno neposredno prije dijela u kojem se mijesaju mobilne faze, filtar koji sprecava da
eventualne necistoce i Cestice udu u pumpu i nakon toga u kolonu. Protok koji generira pumpa
moze biti izokratan (protok mobilne faze je konstantan) ili gradijentan (mijenja se sastav

mobilne faze u vremenu). HPLC sustav sadrzi automatski uzorkiva¢ za injektiranje uzorka u
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pokretnu fazu prije ulaska u kolonu. Protok mobilne faze i koli¢inu injektiranog uzorka
moguce je definirati putem racunalnog softverskog paketa za upravljanje HPLC-om. Kolona
je obi¢no metalna cijev u kojoj se nalazi nepokretna faza, ¢iji parametri - veli¢ina Cestica
stacionarne faze, duljina i unutarnji promjer kolone mogu biti razli¢iti. Uobicajeno je da
kolone budu duljine od 100 mm do 250 mm, a promjer kolone od 2 mm do 4,6 mm. Nakon
prolaska analiza kroz kolonu pod visokim tlakom analit se analizira detektorom koji je
najces¢e UV/VIS spektrofotometar, fluorimetar, elektrokemijski detektor ili spektrometar
masa. Svaki od navedenih detektora ima odredena specifi¢na svojastva te se pojedini detektor

Koristi ovisno o prirodi analita.**

| ‘ i Uzorak ‘
HPLC lyla za m -I-IL
pumpa injektiranje :Il—b Detektor J_
HPLC kolona I

Mobilna faza Racunalo

h

Otpadno otapalo

Slika 4. Dijelovi HPLC kromatografa

2.2.2. Kromatografski parametri

Odjeljivanje sastojaka smjese tekucinskom kromatograijom, odnosno tekucinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti, ovisit ¢e o prirodi sastojaka koje je potrebno odijeliti,
vrijednosti pH mobilne faze, temperaturi, tlaku, punilu kolone, a time i mehanizmu
razdvajanja. Najbitniji podatak analize je svakako ukupno vrijeme zadrzavanja (tr) koje je
specifi¢no za zadanu tvar i sustav, ali se takoder koristi i prilagodeno vrijeme zadrzavanja (tRr)
koje predstavlja razliku ukupnog vrijemena zadrZavanja i vremena zadrzavanja nezadrzanog

sastojka (tm) (slika 5.).
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Slika 5. Kromatogram smjese dvaju sastojaka od kojih prvi prolazi kroz kolonu bez
zadrZavanja te je njegovo vrijeme zadrZavanja (tm) jednako vremenu potrebnom da molekule

pokretne faze produ kroz kolonu

Selektivnost kromatografske kolone izrazava Se separacijskim faktorom (o). Kolona je

.....

faktor definiran je izrazom 1.

tro—t
tr1—tm

Sljede¢i vazan parametar u tekucéinskoj kromatografiji je razluivanje (Rs) koji je mjera
razdvajanja dvaju pikova, a u sebi ukljucuje selektivnost i djelotvornost kolone. Sto je veée
vrijednost razlu¢ivanja kolone to je manje preklapanje pikova, odnosno oni su bolje odijeljeni.

Razlucivanje se izraCunava prema izrazu (2):

Rg = ZUr2=tr) @)

Wp1t Who

gdje su Whs i W2 Sirine pikova pri osnovici. Ako su Sirine pikova pri osnovici jednake dobiva

se izraz (3):

tro—t
RS — R27'R1 (3)

Wh2
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Parametri koji utjeu na kromatografsko razluCivanje su broj teorijskih tavana (mjera
djelotvornosti kolone) i separacijski faktor (mjera selektivnosti kolone).
Broj teorijskih tavana (N) odnosno broj uspostavljenih ravnoteza izmedu mobilne faze

i nepokretne faze, definiran je izrazom (4):

N=16- (&) @)

Wp

Iz izraza 4 vidljivo je da se u slucaju velikog broj teorijskih tavana dobivaju pikovi koji su
ostriji i ¢ija Sirina osnovice pika je uza te se dobiva bolja separacija, koja je izrazito bitna
ukoliko dva analita imaju vrlo sli¢na vremena zadrzavanja (tg).1?

Separacijski faktor dan je izrazom (5) i dogovorom je uvijek veéi od 1:

_ (tr@ay=tm)
(tree)— tm)

()

Mobilna faza u kromatografiji na obrnutoj fazi je obi¢no kombinacija vode ili vodenih
pufera s organskim otapalom (najc¢eS¢e metanol ili acetonitril), te veliki utjecaj na rezultate
kromatografije ima pH mobilne faze koji treba biti pH + 2 u odnosu na pKa vrijednost

analita.’®

2.2.3. UHPLC

Kako su se postavljali sve veci zahtjevi pri analizi slozenih smjesa 2004. godine unaprijedena
je tehnika HPLC-a, u pocetku nazvana UPLC (ime je patentno zaSticeno od strane
proizvodaca Waters), dok je kasnije nazvana UHPLC (eng. Ultrahigh performance liquid
cromatograpy). UHPLC se razlikuje od HPLC-a po tome $to sustav moze izdrzati tlakove u
koloni do 108 Pa pa punila u koloni u slué¢aju UHPLC-a mogu biti promjera manjeg od 2 pm.
Sve to dovodi do bolje selektivnosti i osjetljivosti (2-3 puta bolje nego u HPLC), pa je prema
tome i volumen injektiranog uzorka u UHPLC kolonu nekoliko puta manji nego kod HPLC-a.
Takoder isto ili bolje razdvajanje se dobiva koristenjem UHPLC-a uz manju potros$nju
mobilnih faza, §to ¢ini pozitivan korak u ustedi i o¢uvanju okoli$a. Istrazivanja govore da je
od 2008. do 2012. godine 73 % analiza farmaceutskih pripravaka u krutom stanju analizirano
UHPLC-om.
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2.3. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (MS) je moderna analiti¢ka instrumenta tehnika za analizu molekula na
temelju njihovog omjera mase i naboja. Koristi se za detekciju, identifikaciju i kvantifikaciju
malih molekula (obi¢no do 1500 Da). Vrlo je pogodna jer je moguce analizirati vrlo male
koli¢ine analita - volumeni u nekim sluc¢ajevima iznose samo 1 pL, a granice detekcije sezu i
do femtomolarnih koncentracija.'®

Spektrometrija masa moze se koristit kao zasebna metoda ili biti dio vezanog sustava i
koristiti se kao detektor u primjerice tekuéinskoj kromatografiji. Prednost takvih vezanih
sustava je da se pri analizi gubi malo uzorka. Sustav se postavlja tako da se prvo rade
nedestruktivne analize u kojima analit ostaje nepromijenjen, a tek na kraju niza u vezanim
sustavu se eventualno dodaju destruktivne metode, kao S$to je i spektrometrija masa. Na

temelju spektara masa moze se odrediti struktura analiziranog spoja.t®

2.3.1. Spektrometar masa

Spektrometrom masa mogu se analizirati krutine, tekucine i plinovi, ovisno o dostupnim
ionizacijskim izvorima. Sastoji se od tri kljuéna djela: ionski izvor, analizator masa i detektor
(Slika 6.)

Uzorak
f"_k ________________________ :
| sustav za »| lzvoriona .| Analizator »{ Detektor |
| injektiranje masa |
' |

Vakuumska
pumpa

Procesiranje
signala

—_—

Kromatogram

Slika 6. Shematski prikaz spektrometra masa
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Prvi vrlo vazan dio spektrometra masa je ionski izvor, u kojemu dolazio do ionizacije
molekula. lonizacija moze biti: ionizacija elektronima (EI), kemijska ionizacija (CI),
ionizacija brzima atomima (FAB), ionizacija sekundarnim ionima (SIMS), desorpcija poljem
(FB), desorpcija plamenom (PD), desorpcija laserom (LD), matricom pomognuta ionizacija
uz desorpciju laserskim zracenjem (MALDI), termorasprsenje (TS), elektrorasprSenje (ES) i
kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (APCI). lonizacijske tehnike mogu se podjeliti na
tvrde i blage tehnike pri ¢emu blage ionizacije djeluju na molekulu analita s malo energije te
je i fragmentacija molekulskog iona manje izrazena. Ovisno o vrsti ionizacije molekulski ion
je u obliku (M+H)*ili M*.*2

Jedna od ionizacija koja ne uzrokuje jaku fragmentaciju analita je matricom
potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zra¢enjem (MALDI). U navedenoj tehnici
laserskim zra¢enjem ozraci se smjesa analita pomijeSanog s matricom te dolazi do desorpcije i
ionizacije analita u plinskoj fazi.!® Jo§ jedna od blagih tehnika ionizacija je ionizacija
sekundarnim ionima (SIMS) u kojoj se za ionizaciju analita koriste ioni argona, Ary*.2°

U vezanim sustavima tekudinska krometografija spektrometrija masa (LC-MS)
klju¢na je ionizacija uzorka direktno iz otopine, pa se prema tome koriste tehnike pri
atmosferskom tlaku poput termorasprSenja (TSP), elektrorasprsenja (ESI) i kemijske
ionizacije pri atmosferskom tlaku (APCI). Za tehnike ionizacije koje se odvijaju na
atmosferskom tlaku vrlo je bitno da se ne narusi vakuum u analizatoru masa kako bi ioni
proSli nesmetano, bez nezeljenih sudara do detektora. Jedna od najkoriStenijih tehnika
ionizacije u veznim sustavima LC-MS je ionizacija elektrorasprsenjem (ESI). Analit se s
tekucinsko-kromatografske kolone dovodi u metalnu kapilaru na koju se primjenjuje jako
elektricno polje (2-6 kV) pod ¢ijim utjecajem se odvajaju pozitivni 1 negativni naboj u
otopini. Ukoliko je kapilara u koju ulazi otopina analita priklju¢ena na pozitivan kraj izvora
napona, pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi i akumuliraju se na povrsini tekuéine. Pri
kriti¢noj jakosti polja nastaje tzv. Taylerov stozac u kojem se kontinuirano proizvode kapljice
obogacene nabijenim ionima. Nesimetri¢nim dijeljenjem kapljice nastaju manje, a iz njih ioni
u plinskoj fazi koji se pod utjecajem elektricnog potencijala usmjeravaju kroz sustav leca
prema kapilari koja vodi u analizator masa (Slika 7.). Primjenom negativnog potencijala na

kapilaru nastaju negativno nabijeni ioni.?
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Analizator masa pri visokom

|

: vakuumu

|

|

|

|

|

|

:

: Analitu

Analit u otopini ——  plinovitom

stanju

zagrijana kapilara
(100-300°C)

kapilara

habijene kapljice (aerosol)

sustav leca

Slika 7. Shematski prikaz elektrorasprsenja

U analizatoru masa odjeljuju se ioni analita ili njegovi fragmenti na temelju njihovog omjera
mase i naboja (Slika 6). Danas se najceS¢e koriste Cetiri vrste analizatora masa: linearni
kvadrupol (Q), kvadrupolna ionska stupica (QIT), analizator koji mjeri vrijeme leta (TOF) i
analizator u Fourier transformiranoj ionsko-ciklotronskoj rezonanciji (FT-ICR).??

Jedna od cesto koristenih analizatora je analizator koji mjeri vrijeme leta (TOF).
Koristi se sam ili u kombinaciji s kvadrupolnim analizatorom masa (Q-TOF). U Q-TOF
instrumentu ioni prolaze kroz kvadrupolni analizator, zatim kroz sustav le¢a ulaze u analizator
koji mjeri vrijeme leta u kojem se ubrzavaju, postizu brzinu ovisnu o masi, te se na kraju
detektiraju na temelju vremena potrebnog da stignu do detektora. Takav sustav ima ¢itav niz
dobrih karakteristika poput tocnosti odredivanja masa (pogreska je manja od 5 ppm-a), velike
osjetljivosti (granica kvantifikacije je na skali ng/mL), preciznosti na sirokoj dinamickoj skali
(dinami¢ka skala od 1 do 10%) te omoguéuje brzo snimanje 3to je neophodno u vezanim
sustavima. Provodenje tandemne spektrometrije masa instrumentom TOF postize Se
kombinacijom linearnog nac¢ina snimanja i snimanjem uz ionskog zrcala (reflektron). Takvim
nac¢inom snimanja mogu se razlikovati ioni koji imaju istu brzinu, a razli¢it omjer mase i
naboja.?24

Kvadrupolni analizator masa (Q) je u periodu od 1970. do 1999. bio najvise

upotrebljavan analizator masa. Popularnost kvadrupolnog analizator masa bila je vrlo visoka
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zbog relativno niske cijene instrumenta i lake automatizacije. Kvadrupolni analizator sastoji
se od cetiri elektrode medusobno spojene u paru na koje se primjenjuje kombinacija
istosmjernog i izmjeni¢nog potencijala i koje odreduje kretanje iona izmedu elektroda. Samo
ioni odredenog omjera mase i naboja ¢e nesmetano proc¢i kroz analizatora do detektora, dok ¢e
oni s neodgovaraju¢im omjerom mase i naboja udariti u stijenke elektroda. Kvadrupol se
obi¢no koristi u vezanim sustavima GC-MS i LC-MS.

Kvadrupolna ionska stupica (QIT) je analizator vrlo slican linearnom kvadrupolnom
analizatoru uz razliku da postoje tri elektrode: gornja, donja i prstenasta. Na elektrode se
primjenjuje kombinacija izmjeni¢nog i istosmjernog potencijala te nastaje elektricno polje u
tri dimenzije u kojem se ioni kreéu. Odabirom pogodne jaline elektricnog polja putanja
elektrona u kvadrupolnoj stupici iona postaje nestabilna (kad se zadovolji Mathieu-ova
nestabilnost koja opisuje kretanje iona) te se odabrani ion izbacuje kroz pukotinu iz
analizatora.?®

Spektrometrija masa temeljena na Fourier-transformiranoj ionsko-ciklotronskoj
rezonanciji (FT-ICR) koristi ionsku stupicu smjestenu u magnetskom polju. U stupici ioni
kruze oko osi okomite na smjera polja. Stabilna putanja iona predstavlja ravnotezu magnetske
i centrifugalne sile koje djeluju na ion. Ukoliko radijus putanje iona postane veéi od radijusa
ionske celije on se izbacuje. Kad se elektricnim poljem djeluje se na ione, ioni ¢ija
ciklotronskoj frekvenciji odgovara frekvenciji polja se ubrzavaju i povecava im se radijus
putanje. Na ostale ione polje ne utjeCe. Da bi se svi ioni u celiji simultano pobudili,
primjenjuje se Siroko podrucje frekvencija. Time se postize koherentno gibanje iona Cije
putanje su blizu detekcijski elektroda. Oscilirajuca struja nastala na detekcijskim elektrodama
prevodi se u osciliraju¢i napon koji se detektira i daje signal u vremenskoj domeni.
Upotrebom Fourierove transformacije signal u vremenskoj domeni prevodi se u signal u

frekvencijskoj domeni i konaéno u signal masa — odnosno kromatogram.2®

2.4. Primjena vezanog sustava UPLC-MS u farmaceutskoj industriji

U farmaceutskim ispitivanjima, a izrazito u ispitivanjima stabilnosti aktivnih farmaceutski
tvari, koristi se sustav UHPLC-MS/MS, pri ¢emu se za masenospektrometrijski dio sustava
koristi ESI-Q-TOF. Prednost takvog sustava je blaga ionzacija elektrorasprsenjem, kojim

nastaju pozitivni ioni bez ili uz malu fragmentaciju i visoko razluc¢ivanje masa (Q-TOF) koje
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omogucuje odredivanje strukture razgradnih produkata. Budu¢i da mogu nastati male koli¢ine
degradacijskih produkata, umjesto tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC),
koristi se tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelovornosti (UHPLC) jer se tom tehnikom
postize bolja separacija sastojaka smjese (pikovi su bolje razdvojeni), a samim time bolja
osjetljivost metode.

Dobro optimiziranom metodom za UHPLC-MS ili UHPLC-MS/MS analize potrebno
je zadovoljiti standarde koji su propisani za analizu farmaceutskih proizvoda, u $to je
ukljucena kvalitativna i kvantitativna analiza aktivne farmaceutske tvari kao i njezinih

oneciscenja te degradacijskih produkata.

2.5. Forsirana razgradnja aktivnih farmaceutskih tvari

Poznavanje kemijske stabilnosti aktivnih farmaceutskih tvari vrlo je vazno za proizvodnju i
sigurnosti lijeka. Stoga su dvije najvece svjetske organizacije za regulaciju lijekova, Agencija
za hranu 1 lijekove (FDA) i Internacionalno vijeée za uskladivanje tehnic¢kih zahtjeva za
lijekove za ljudsku upotrebu (ICH), regulirale potrebna istrazivanja i dokumentaciju koju je
potrebno priloziti u sluaju komercionalnog plasiranja odredenog lijeka. IstraZivanje
stabilnosti lijeka omogucuje spoznaje 0 promjenama lijeka i dodatnih tvari u lijeku prilikom
cijelog niza razlicitih uvjeta.

Jedna od stavki koju je vazno ispitati je forsirana degradacija. Forsirana degradacija je
proces koji ukljucuje promjenu (degradaciju) aktivne farmaceutske tvari i tvari koje se nalaze
u lijeku u kontroliranim Zestokim uvjetima, koji ¢e ubrzati prirodnu degradaciju ili katalizirati
kemijsku promjenu kako bi se dobila informacija o stabilnosti aktivne farmaceutske tvari i
proizvoda u cijelosti. Upute ICH i FDA trenutno ne sadrze informacije o striktno definiranim
uvjetima forsirane degradacije. Uobicajeni uvjeti za forsiranu razgradnju dani su u tablici
2127729 Osim hidrolize u kiselom i luznatom mediju te oksidaciji peroksidom obi¢no se

ispituje stabilnost aktivne tvari pri poviSenoj temperaturi I izlozenosti svjetlu.
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Tablica 2. Najcesce koriSteni uvjeti za forsiranu degradaciju aktivne farmaceutske tvari

Tip degradacije

Eksperimentalni

uvjeti

Uvjeti skladiStenja

Vrijeme

uzorkovanja

Kontrolni uzorak 40 °C, 60 °C 1,3, 5 dana
(samo API u otapalu)
0.1 mol/L HCI 40 °C, 60 °C 1, 3, 5dana
0.1 mol/L NaOH 40 °C, 60 °C 1, 3,5 dana
Hidroliza ] ]
Kontrola kiselosti 40 °C, 60 °C 1,3, 5 dana
(bez API)
Kontrola bazi¢nosti 40 °C, 60 °C 1,3, 5dana
(bez API)
pH: 2,4,6,8 40 °C, 60 °C 1, 3,5dana
3% H20> 25 °C, 60 °C 1, 3, 5dana
OS] Kontrola peroksida 25 °C, 60 °C 1,3, 5 dana
(bez API)
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2.6. DryLab metoda

U farmaceutskim istrazivanjima i razvoju nuzan je razvoj metoda separacije kojima ¢e se
odrediti nastali razgradni produkti i necistoce nastale prilikom sinteze. Stoga je idealna
kromatografska metoda (HPLC, UHPLC) ona koja daje najvise informacija o analitu i ostalim
tvarima u uzorku. Uobicajeno je da se vazni parametri vezani uz razvoj HPLC metode, kao
Sto su pH, gradijent, stacionarna i mobilna faza, odabiru na temelju vjesStina i misljenja
kemicara koji razvija metodu. Najveci izazov nastaje ukoliko je sastav uzorka nepoznat te je
teSko odabrati parametre bez mnogo prethodnog istrazivanja i rada na upoznavanju sustava.
Postupak razvijanja HPLC metode sastoji se od istrazivanja niza stacionarnih faza (razlicite
kromatografske kolona po sastavu i po dimenzijama) te odabira najprikladnije, odabira
mobilne faze, pH i prikladnog reagensa za kromatografiju ionskih parova. Tako razvijena
metoda moze biti robusna, ali ponekad zbog dodatka reagensa, protuiona ili pufera nije
pogodna za detekciju odijeljenih sastojaka spektrometrijom masa.

Da bi se skratilo vrijeme potrebno za razvoj metode u posljednjih 20 godina razvijena
je nekolicina racunalnih paketa za simulaciju i predikciju kromatografskih uvjeta i1 rezultata.
Jedan od takvih racunalnih paketa je DryLab koji uz mali broj dobro definiranih
eksperimenata na odabranoj stacionarnoj fazi generira teoretske podatke o separaciji u sustavu
gdje su varijable: nac¢in eluiranja (izokratno ili gradijentno), temperatura i udio pojedinog
otapala u pokretnoj fazi (ukoliko se koristi vise od jednog otapala).*

Moguce je pracenje povrsine, oblika i vremena zadrzavanja pikova prilikom promjene
nekog od parametara pri ¢emu se ra¢unalnim paketom izradunava teoretski kromatogram.*
Teoretski model odabranog sustava sadrzi informaciju o kriticnom rezolucijskom modelu
(CRM) koji daje numericku informaciju o separaciji signala. Prema definiciji kriticna
rezolucija je najmanja vrijednost faktora rezlucivanja (Rs) izmedu dva analita koji su
najslabije razdvojeni. Rezultat se predstavlja u funkciji jednog parametra (1D rezolucijska
mapa), dva parametra (2D rezolucijska mapa) i tri parametra (3D rezolucijska mapa — 3D

kocka), gdje su prema bojama oznadene kriti¢ne vrijednosti faktora razdvajanja (slika 8.).31:32
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Slika 8. Graficki prikaz rezultata 1D, 2D i1 3D mape kriti¢nih faktora razolucija odredenih

racunalnim paketom DryLab, gdje plava boja oznacava nisku vrijednost kriti¢ne rezolucije, a

crvena zadovoljavajuéu, odnosno visoku vrijednost kriti¢ne rezolucije

2.7. Metoda SIM

Metoda odredivanja stabilnosti, SIM (engl. Stability indicating method), je prema FDA-ovim
napucima validacijski postupak kojim se odreduje stabilnost farmaceutski aktivnih tvari
tijekom vremena. Tom metodom mjere se promjene u aktivnoj farmaceutskoj tvari bez
utjecaja ostalih degradacijskih produkata i necisto¢a. Validacija metode SIM ukljucuje:
obradu uzorka, razvoj metode, optimizaciju i validaciju metode. Prema ICH, SIM-om je
potrebno da se izoliraju, identificiraju i kvantificiraju degradacijski produkti pronadeni u
udjelu iznad odredenog praga od 0,1%. Tijekom optimizacije metode provjerava se Cistoca
pikova na nacin da se provjerava ukoliko postoji pik koji koeleluira s glavnim pikom. Analiza
se provodi tako da se provjerava spektralna Cistoca pika, odnosno provjerava se postoji li
promjena u apsorpcijskom spektru duz svakog pika, pri ¢emu se koristi detektor s nizom
fotodioda.>3
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Popis polaznog materijala

Polazni materijali su sintetizirani, izolirani i pro¢i§¢eni u TAPI Pliva. Strukture dasatiniba i tri

pripadajucéa poznata oneciS¢enja nalaze se u tablici 3.

Tablica 3. Popis i strukture analiziranih spojeva

Oznaka

Kratica Struktura Proizvodaé

uzoraka

TAPI Pliva

Dasatinib DAS

Hrvatska
K S NH,
. \ T TAPI Pliva
Dasatinib 5 DAS-5 NH N
Hrvatska

Cl

S n / Cl
Q \[[/ | TAPI Pliva
.
\r Hrvatska
Cl

(o]
Dasatinib F NP § TAPI Pliva
DAS-PIP \ | |
N

PIP N N Hrvatska

Dasatinib 6 DAS-6 NH

Cl
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3.2. Priprava otopina za UHPLC analizu

Za UHPLC analizu pripremljene su 4 otopine te potreban pufer i diluent. Pripremljena je po 1
litra KH,PO4 pufera koncentracije 10 mmol L, pH vrijednosti 1,5, 2 i 3. U tu svrhu
odvagano je u odgovarajuce boce po 1,37 g KH2PO4 i nadopunjeno do oznake s MiliQ (engl.
Ultrapurewater) vodom. pH vrijednost se ugadala na Zeljene vrijednosti s H3POs. pH-
vrijednost mjerena je pomo¢u pH metra: Mettler Toledo SevenCompact pH meter. Pufer se
koristio kao pokretna (mobilna) faza A, dok je pokretna faza B bio acetonitril (ACN).
Odabrana su dva diluenta u kojima se otapaju analizirani spojevi, navedeni u tablici 3.
Prireden je diluent za DAS, DAS-5 i DAS-PIP koji je sadrzavao smjesu otapala acetonitrila i
0,1% v/v H3PO4 u omjeru 1:1. Otapalo za DAS-6 bilo je smjesa tetrahidrofurana (THF) i
metanola u omjeru 1:1. Zatim su pripremljene otopine oneciS¢enja i API-a (tablica 3) masene
koncentracije 1 pg mL™. U slu¢aju DAS-6 masena koncentracija iznosila je 0,8 pg mL ™. Na
analitickoj vagi Mettler Toledo XP2U odvagano je 5 mg DAS, DAS-5 i DAS-6 te je otopljeno
u 5 mL definiranog diluenta za te analite, te potom izvagano 4 mg DAS-6 te otopljeno u 5 mL
diluenta predvidenog za DAS-6. Za potpuno otapanje analita potrebno je Koristiti vorteks
mijesalicu i ultrazvu¢nu kupelj pri sobnoj temperaturi. Za UHPLC analizu pripremljena je
otopina oznacena sa RS, koja je sadrzavala dasatinib i pripadajuce necistoce (DAS-5, DAS-6 i
DAS-PIP), tako da je digitalnom pipetom odpipetiratirano 300 pL otopine DAS, DAS-5,
DAS-6 i DAS-PIP. Sve pripremljene otopine koristene su za pocetnu analizu ¢iji rezultati su

kasnije koristeni za razvoj UHPLC metode u programskom paketu (DryLab).

3.3. Priprava otopina za forsiranu degradaciju

Za forsiranu degradaciju dasatiniba, priredene su otopine klorovodi¢ne kiseline i natrijeve
luzine koncentracije 0,1 mol L™t i 1 mol L.

Za usporedbu (provjeru) pripremljena je otopina dasatiniba otapanjem 25 mg DAS u
25 mg diluenta.

U drugu tikvicu od 25 mL odvagano je 25 mg DAS, zatim je dodano 3 mL diluenta i 7
mL 0,1 mol Lt HCI. Tikvica je ostavljena 4 sata na sobnoj temperaturi kako bi se odvijala
reakcija degradacije. Nakon 4 sata dodano je 7 mL 0,1 mol L' NaOH kako bi se

neutralizirala otopina te je tikvica nadopunjena diluentom do oznake
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U trecu tikvicu odvagano je 25 mg DAS, zatim je dodano 3 mL diluenta i 7 mL 1 mol
Lt HCI. Tikvica je ostavljena 4 sata na sobnoj temperaturi kako bi se odvijala reakcija
degradacije. Nakon 4 sata dodano je 7 mL 1 mol L™* NaOH kako bi se neutralizirala otopina
te je tikvica nadopunjena diluentom do oznake.

U cetvrtu tikvicu odvagano je 25 mg DAS, zatim je dodano 3 mL diluenta i 7 mL 0,1
mol L™t NaOH. Tikvica je ostavljena 4 sata na sobnoj temperaturi kako bi se odvijala reakcija
degradacije. Nakon 4 sata dodano je 7 mL 0,1 mol L™ HCI kako bi se neutralizirala otopina te
je tikvica nadopunjena diluentom do oznake.

U petu tikvicu odvagano je 25 mg DAS, zatim je dodano 3 mL diluentai 7 mL 1 mol
Lt NaOH. Tikvica je ostavljena 4 sata na sobnoj temperaturi kako bi se odvijala reakcija
degradacije. Nakon 4 sata dodano je 7 mL 1 mol L HCI kako bi se neutralizirala otopina te
je tikvica nadopunjena diluentom do oznake.

U Sestu tikvicu dodano je 25 mg DAS, zatim je dodano 3 mL diluenta i 7 mL 30%
H20.. Ostavljeno je na sobnoj temperaturi 4 sata i nakon toga dodan je diluent do oznake na
tikvici.

Sve pripremljene otopine prvo su analizirane tehnikom UHPLC uz DAD detektor, a
kasnije su koristene za LC-MS i LC-MS/MS analize.
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3.4. Uvjeti mjerenja UHPLC analize

Prethodno pripremljeni uzorci (poglavlje 3.2.) su prebaceni u vijale i postavljeni na UHPLC
instrument Agilent Technologies 1290 Inifinity 1l s kvaternom pumpom i s detektorom s
nizom dioda (DAD). Najprije je provedena analiza na pet razli¢itih kolona (tablica 4), te su
zatim na odabranoj koloni koja je imala najbolje razdvajanje napravljene analize pri razli¢itim
temperaturama kolone, razli¢itom pH mobilne faze i vremenu gradijenta. Eksperimentalni

uvjeti navedeni su u tablicama od 5. do 23.

Tablica 4. Eksperimentalni uvjeti analiza na razli¢itim kromatografskim kolonama

Kolona A i punilo Acquity BEH C18 1,7um; 2,2mm x 100mm
Kolona B i punilo Acquity UPLC CSH C18 1,7um; 2,1mm x 100mm
Kolona C i punilo Waters Symmetry Shield RP18 3,5um; 4,6mm x 150mm
Kolona D i punilo Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 1,7um; 2,1mm x
100mm
Kolona E i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1.7pum; 2,1mm x
100mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH,PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 %0
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL (kolona C —3 uL)
Protok 0,4 mL mint (kolona C — 1 mL min?)
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C
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Tablica 5. Podaci o prvom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2POs pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 20
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 6. Podaci o drugom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 %0
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 7. Podaci o tre¢em eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 20 10 20
20,01 95 5
22,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 8. Podaci 0 ¢etvrtom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 20 10 %0
20,01 95 5
22,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 9. Podaci o petom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 30 10 20
30,01 95 5
32,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 10. Podaci o Sestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 30 10 90
30,01 95 5
32,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 11. Podaci o sedmom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™! NaH-PO4 pH=1,5
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 20
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 12. Podaci o osmom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =15
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 %0
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 13. Podaci o devetom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™! NaH-PO4 pH=1,5
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 20 10 20
20,01 95 5
22,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 14. Podaci o desetom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =15
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 20 10 %0
20,01 95 5
22,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 15. Podaci o jedanaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™! NaH-PO4 pH=1,5
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 30 10 20
30,01 95 5
32,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 16. Podaci o dvanaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =15
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 30 10 90
30,01 95 5
32,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 17. Podaci o trinaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L ™! NaH2PO4 pH =3
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 20
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 18. Podaci o ¢etrnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™* NaH2PO4 pH =3
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 10 10 %0
10,01 95 5
12,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 19. Podaci o petnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L ™! NaH2PO4 pH =3
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 20 10 20
20,01 95 5
22,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 20. Podaci 0 Sesnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™* NaH2PO4 pH =3
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 20 10 %0
20,01 95 5
22,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 21. Podaci o sedamnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L ™! NaH2PO4 pH =3
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 30 10 20
30,01 95 5
32,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 30°C

Tablica 22. Podaci o osamnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™* NaH2PO4 pH =3
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 30 10 90
30,01 95 5
32,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 60 °C
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Tablica 23. Podaci o devetnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 10 %0
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 45 °C

3.5. DryLab metoda

DryLab paketom obradeni su rezultati dobiveni nizom UHPLC analiza navedenih u poglavlju
3.4. Kao rezultat obrade podataka DryLab-om dobiven je racunalni model koji opisuje
odabrani sustav i promjene u funkciji gradijenta vremena, temperature i pH te optimalna
metoda za analizu dasatiniba, onec¢iS¢enja 1 degradacijskih produkata dasatiniba. Kao provjera
racunalnog modela dobivenog DryLab-om koriSteni su rezultati UHPLC metode navedeni u
tablici 24. Robusnost UHPLC metode dobivene racunalnim paketom DryLab ispitana je pri

eksperimentalnim uvjetima opisanim u tablicama 25. do 31.
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Tablica 24. Podaci o deventnaestom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 5 45
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 50 °C

Tablica 25. Podaci o dvadesetom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L ™! NaH2POs pH =2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 55 45
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 45 °C
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Tablica 26. Podaci o dvadeset i prvom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo

Mobilna faza A
Mobilna faza B

Gradijent

Volumen injektiranja
Protok
Detektor
Temperatura kolone

Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm
10 mmol L™! NaH2PO4 pH =2

ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
25 55 45
25,01 95 5
27,5 95 5
1 uL
0,4 mL/min
210 nm
55°C

Tablica 27. Podaci o dvadeset i drugom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo

Mobilna faza A
Mobilna faza B

Gradijent

Volumen injektiranja
Protok
Detektor
Temperatura kolone

Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm
10 mmol L™ NaH-PO4 pH=1,9

ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
25 55 45
25,01 95 5
27,5 95 5
1 pL
0,4 mL/min
210 nm
50 °C
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Tablica 28. Podaci 0 dvadeset i trecem eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol Lt NaH2PO4 pH=2,1
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 5 45
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1puL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 50 °C

Tablica 29. Podaci o dvadeset i ¢etvrtom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol L™ NaH2PO4 pH=2,1
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 - 45
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,3 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 50 °C
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Tablica 30. Podaci o dvadeset i petom eksperimentu provedenom na UHPLC instrumentu

Kolona i punilo Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pum; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A 10 mmol Lt NaH2PO4s pH=2,1
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 5 45
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,5 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 50 °C

3.6. Uvijeti mjerenja LC-MS i LC-MS/MS analize

Za provodenje LC-MS i LC-MS/MS analiza koristio se spregnuti sustav koji sadrzi Agilent
UHPLC 1290 Infinity kromatograf s binarnom pumpom uz detektor s nizom dioda (DAD) i
Agilent Technologies 6550 iFunnel QTOF spektrometar masa. Sastojci smjese odijeljeni su se
na koloni Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1.7um; 2,1 mm x 100 mm uz primjenu fosfatnog
pufera koji je potom zamijenjen 1%-tnom otopinom mravlje kiseline (proizvoda¢ Bisolve
B.V.) jednake pH-vrijednost kako bi se spojevi mogli detektirati spektrometrijom masa.
Uvjeti LC-MS analize odredeni pomoc¢u DryLab ra¢unalnog modela nalaze se u tablici 33.
Provedeni su MS/MS eksperimenti, odnosno ioni odgovarajuce vrijednosti m/z fragmentirani

su pri razli¢itim energijama sudara (0, 10, 20 1 30 eV).
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Tablica 31. Podaci o eksperimentu provedenom na LC-MS i LC-MS/MS instrumentu

Kolona i pakiranje Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm
Mobilna faza A HCOOH pH=2
Mobilna faza B ACN
Vrijeme (min) % Eluens A % Eluens B
0 95 5
Gradijent 25 5 45
25,01 95 5
27,5 95 5
Volumen injektiranja 1 uL
Protok 0,4 mL/min
Detektor 210 nm
Temperatura kolone 50 °C
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§4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Rezultati UHPLC analiza

U svrhu razvoja UHPLC metode najprije je provedeno pet analiza otopine dasatiniba i
poznatih onecis¢enja na pet razlicitih kromatografskih kolona. Kromatografski uvjeti UHPLC
analize su bili: temperatura kolone 30 °C i pH-vrijednost fosfatnog pufera 2 (slike od D1. do
D8. i slika 9.). Usporedbom kromatograma dobivenih analizama na razli¢itim kolonama i pri
navedenim uvjetima utvrdeno je da se najbolje razdvajanje analita postize na koloni Acquity
UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um; 2,1 mm x 100 mm (slika 9.).
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Slika 9. Kromatogram otopine dasatiniba i triju poznatih onecis¢enja na koloni Acquity UPLC
CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm. Temperature kolone (Tg) = 30 °C, vrijeme

gradijentnog eluiranja (tg) = 10 min

Kolona Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um; 2,1 mm x 100 mm odabrana je za razvoj
UHPLC metode za analizu smjese dasatiniba i poznatih onecis¢enja. Na odabranoj koloni,
Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 wum; 2,1 mm x 100 mm, provedena su Ccetiri
eksperimenta (pH-vrijednost fosfatnog pufera 2, temperatura kromatografske kolone = 30°C,

vrijemene gradijentnog eluiranja = 10 min) u svrhu odredivanja vremena zadrzavanja
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dasatiniba (DAS) i poznatih necistoc¢a: Dasatinib 5 (DAS-5), Dasatinib 5 (DAS-5), Dasatinib
6 (DAS-6) i necistoce Dasatinib piprerazin (DAS-PIP) (slike od D9. do D13.).

Zatim je na koloni Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um, 2,1 mm x 100 mm provedeno
osamnaest UHPLC eksperimenata u kojima se mijenjala temperatura kolone (Tg), pH
fosfatnog pufera i vrijeme gradijentnog eluiranja (tg). Kromatogrami UHPLC eksperimenta su
prikazani na slikama D14. do D51. Navedeni rezultati eksperimenata koriSteni su u

optimizaciji UHPLC metode racunalnim paketom DryLab.

4.2. Rezultati DryLab metode i analize robusnosti

Obradom kromatograma dobivenih UHPLC analizama s programskim paketom DryLab
dobiven je 3D raCunalni model odabranog sustava (slika 10. i 11.). Daljnjom analizom
dobivenog ra¢unalnog modela odredeni su uvjeti pri kojima je postignuto najbolje razdvajanje
s obzirom na vrijeme gradijentnog eluiranja (tg), temperaturu kolone (Tg) i pH-vrijednost
fosfatnog pufera koji sluzi kao mobilna faza. Optimirani uvjeti za UHPLC eksperiment su

navedeni u tablici 32.

1G [min] 1G [min] 8

Slika 10. Grafi¢ki prikaz 3D rac¢unalnog modela dobivenog metodom DryLab

Davor Sestan Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

40

45
TI°Cl

35

30

15 20 25
G [min]

Slika 11. Graficki prikaz 2D ra¢unalnog modela odabranog sustava dobivenog metodom

DryLab pri pH pufera = 2

Tablica 32. Podaci o optimiziranom eksperimentu za UHPLC
Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm

Kolona i punilo

Mobilna faza A
Mobilna faza B

Gradijent

Volumen injektiranja
Protok
Detektor
Temperatura kolone

Vrijeme (min)
0
25
25,01

27,5

HCOOH pH=2
ACN
% Eluens A % Eluens B
95 5
55 45
95 5
95 5
1 uL
0,4 mL/min
210 nm
50 °C
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Koriste¢i optimirane parametre navedene u tablici 32. provedena je UHPLC analiza otopine
dasatiniba i poznatih onecis¢enja. Kromatogram UHPLC analize otopine dasatiniba i poznatih
onecis¢enja prikazana je na slici 12. Teoretski kromatogram dobiven ra¢unalnim paketom
DryLab prikazan je na slici 13. Usporedbom kormatograma koji je dobiven UHPLC analizom
s kromatogramom koji je dobiven optimizacijom ra¢unalnim programom DryLab vidljivo je
da se vremena zadrzavanja dasatiniba i tri poznata onecis¢enja maksimalno razlikuju za 0,6
min. Korekcijom vremena zadrzavanja odredenih DrylLab-om dobiva se dobro slaganje s

vremenima zadrZzavanja dobivenih UHPLC analizom.
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Slika 12. Kromatogram otopine dasatiniba i tri poznata onec¢iséenja pri optimalnim uvjetima:

temperatura kolone (Tg) = 50 °C, vrijeme gradijentnog eluiranja (tg) = 25 min i pH pufera = 2

DAS-5459

DAS-pip8.42
DAS9.06

DAS-6208

Time [min]

Slika 13. Izracunati kromatogram otopine dasatiniba i tri poznata oneci$¢enja pri optimalnim
uvjetima: temperatura kolone (Tg) = 50 °C, vrijeme gradijentnog eluiranja (tg) = 25 min i pH

pufera =2
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Zatim je otopina dasatiniba i poznatih oneciS¢enja analizirana Sest puta pri malo
promijenjenim eksperimentalnim uvjetima kako bi se ispitala robustnost metode. U tim
UHPLC eksperimentima bio je variran po jedan parametar: temperatura kolone (45 °C i 55
°C), pH-vrijednost fosfatnog pufera (1,9 i 2,1) i protok mobilne faze (0,3 mL/min i 0,5
mL/min). Kromatogrami UHPLC analiza u kojima su bili varirani navedeni parametri
prikazani su na slikama D52. do D64. Na temelju navedenih kromatograma zakljucuje se da

je optimirana UHPLC metoda robusna.

4.3. Analiza razgradnih produkata dasatiniba vezanim sustavom LC-MS

Forsirana razgradnja dasatiniba provedena je pri sobnoj temperaturi u trajanju od 4 sata,
koristeéi otopine 0,1 mol dm=3 HCI, 1 mol dm= HCI, 0,1 mol dm~ NaOH, 1 mol dm~3 NaOH,
30 % H20: i pri povisenoj temperaturi od 60°C. Uz navedene uzorke za forsiranu razgradnju
pripremljen je uzorak koji nije bio podvrgnut forsiranoj razgradnji, a koristen je kao kontrolni
uzorak.

Nakon S§to su uzorci dasatiniba podvrgnuti forsiranoj razgradnji pri povisenoj
temperaturi, u kiselom mediju, u luznatom mediju i uz prisutstvo vodikovog peroksida
analizirani su UHPLC-om pri sljede¢im uvjetima: temperatura kolone (Tg) = 50 °C, pH-
vrijednosti fosfatnog pufera = 2 i vrijeme gradijentnog eluiranja = 25 min. Kromatogrami su
prikazani na slikama D65. do D71. Jedino je u kromatogramu uzorka koji je bio podvrgnut
forsiranoj razgradnji s 30 %-tnim vodikovim peroksidom uocen pik pripisan razgradnom
produktu (DAD detektor, valna duljina = 210 nm).

Kako bi se odredila struktura razgradnog produkta koji nastaje djelovanjem vodikovog
peroksida na dasatinib, te ispitali eventualno drugi nastali razgradni produkti koji ne
apsorbiraju pri 210 nm, svi uzorci koji su bili podvrgnuti forsiranoj razgradnji analizirani su i
vezanim sustavom LC-MS. Uvjeti LC-MS analize bili su jednaki uvjetima UHPLC analize:
temperatura kolone = 50 °C, vrijeme gradijentnog eluiranja = 25 min uz razliku da je fosfatni
pufer pH-vrijednosti 2 zamijenjen vodenom otopinom mravlje kiseline pH-vrijednosti 2. Pri
navedenim uvjetima analizirano je sedam uzoraka, ukljucujuci jedan netretirani uzorak koji je
sluzio kao kontrolni uzorak. MS spektri (Slike D72-D110) nalaze se u dodatku u poglavljima
0d 8.6.1. do 8.6.7.
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Najprije je analiziran uzorak dasatiniba koji nije bio podvrgnut forsiranoj razgradnji
(slika 14.). U kromatogramu su oznacena Cetiri signala koja potjecu od sintetskih necistoca
nastalih uslijed djelovanja atmosferskih uvjeta, dok najve¢i signal odgovara dasatinibu. Na
temelju LC-MS analize (slika 14.) odredena su vremena zadrZavanja oneciS¢enja koja nisu

nastala forsiranom razgradnjom.

x10 2 |+ESI TIC Scan Frag=175.0V 02_Dasatinib_MS0002.d
Y Yy ¥
12 N " 2844 " 4

05 .
0.4 W
0.3 H i

' i H
0.2 \‘f W *7851130.80! -
‘
ol | Q72 | 887
ol

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Response (%) vs. Acquisition Time (min)

1 '
h i 1
1 1

Slika 14. Kromatogram otopine dasatiniba. Crvena krivulja — primijenjen detektor s nizom

dioda; crna krivulja — primijenjen spektrometar masa kao detektor

Potom je LC-MS-om analiziran uzorak otopine dasatiniba koji je bio izlozen
povisenoj temperaturi od 60°C (slika 15.). Pri usporedbi dobivenog kromatograma s
kromatogramom netretiranog uzorka primjecuju se pikovi koji odgovaraju poznatim
oneci§¢enjima i dodatan signal vrlo malog intenziteta pri vremenu zadrzavanja (tr) 20,083
min. U spektru masa snimljenom pri tr = 20,083 min najintenzivniji je signal omjera m/z
343,29580.
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Slika 15. Kromatogram otopine dasatiniba izlozene povisenoj temperaturi (60 °C). Crvena

krivulja — primijenjen detektor s nizom dioda; crna krivulja — primijenjen spektrometar masa

kao detektor

Zatim su LC-MS-om analizirani uzorci dasatiniba koji su prilikom forsirane

razgradnje tretirani s 0,1 mol dm=3 i 1 mol dm= otopinom HCI (slike 16. i 17.). U

kromatogramima uzoraka dasatiniba koji su podvrgnuti forsiranoj razgradnji u Kkiselim

uvjetima primjecuju se signali vrlo malog intenziteta pri vremenu zadrzavanja od 20,037 min

(0,1 mol dm= HCl-a) i 20,072 min (1 mol dm=3 HCI-a). Analizom odgovaraju¢ih spektra

masa (snimljenih u vremenu 20,037 i 20,072 min) zakljuceno je da su najintenzivniji signali
pri omjerima m/z 343,29585 (0,1 mol dm= HCI) i m/z 343,29576 (1 mol dm~3 HCI). Kako su

ti pikovi u kromatogramima na vrlo bliskim vremenima zadrzavanja, a signali u spektrima

masa su vrlo sliénog omjera m/z, odnosno njihova je razlika manja od 10 ppm-a, moze se

zakljuciti da ti signali odgovaraju istim produktima. Nadalje, iz dobivenih rezultata vidljivo je

da se povecanjem koncentracije kiseline (HCI) poveéava koncentracija navedenog razgradnog

produkta dasatiniba.
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Slika 16. Kromatogram otopine dasatiniba podvrgnute forsiranoj razgradnji s 0,1 mol dm3
HCI. Crvena krivulja — primijenjen detektor s nizom dioda; crna krivulja — primijenjen

spektrometar masa kao detektor
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Slika 17. Kromatogram otopine dasatiniba podvrgnute forsiranoj razgradnji s 1 mol dm= HCI.
Crvena krivulja — primijenjen detektor s nizom dioda; crna krivulja — primijenjen

spektrometar masa kao detektor

Uzorci dasatiniba takoder su podvrgnuti forsiranoj degradaciji s 0,1 mol dm= i 1 mol
dm= NaOH, a zatim analizirani LC-MS-om. Usporedbom kromatograma uzoraka koji su
podvrgnuti forsiranoj razgradnji s NaOH (slike 18. i 19.) s kontrolnim uzorkom (slika 14.), u
kromatogramu uzorka koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s 0,1 mol dm= NaOH uoéen je

samo jedan dodatni pik dok su u kromatogramu uzorka koji je tretiran 1 mol dm=3 NaOH
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uodena tri pika. U kromatogramu otopine dasatiniba koji je tretiran s 0,1 mol dm~3 NaOH
primjecuju se signal pri vremenu zadrzavanja 20,070 min. Analizom pripadnog MS spektra
vidljivo je da signal najveceg intenzitet daje ion omjera m/z 343,29581, koji potjece od istog

razgradnog produkta koji nastaje razgradnjom u kiselom mediju.
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Slika 18. Kromatogram otopine dasatiniba podvrgnute forsiranoj razgradnji s 0,1 mol dm™3.
Crvena krivulja — primijenjen detektor s nizom dioda; crna krivulja — primijenjen

spektrometar masa kao detektor

Analizom kromatograma uzoraka koji su podvrgnuti forsiranoj degradaciji s 1 mol dm=
NaOH vidljiva su dva dodatna signala u usporedbi s kromatogramom prethodno opisane
razgradnje (0,1 mol dm=3 NaOH). Prvi primije¢eni pik u kromatogramu uzorka dasatiniba koji
je tretiran s 1 mol dm~ NaOH nalazi se pri vremenu zadrzavanja (tr) od 10,494 min dok je
drugi pik pri tr = 10,910 min. Sastojak pri tr = 10,494 min u MS spektru ima najintenzivniji
signala pri omjeru m/z 504,15783. Drugi razgradni produkt (pik pri tr = 10,910 min) u MS
spektru ima najintenzivniji signal pri omjeru m/z 522,12407. U svim kromatogramima uocen

je pik pri vremenu zadrzavanja od 20,069 min.
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Slika 19. Kromatogram otopine dasatiniba podvrgnute forsiranoj razgradnji s 1 mol dm3
NaOH. Crvena krivulja — primijenjen detektor s nizom dioda; crna krivulja — primijenjen

spektrometar masa kao detektor

U kromatogramu otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj degradaciji s 30 %-
tnom otopinom H.O> (slika 20.) nalaze su cetiri pika koja su se posljedica nastanka ili
povecane koncentracije odgovarajuceg sastojka uslijed forsirane razgradnje. Prvi pik u
kromatogramu se nalazi pri vremenu zadrzavanja (tr) od 4,496 min, a u pripadnom MS
spektru najintenzivniji signal je pri omjeru m/z 352,06276. Sljedec¢i pik u kromatogramu je
ujedno i najintenzivniji, a nalazio se tr = 10,493 min. U odgovarajuéem MS spektru
najintenzivniji signal je pri omjeru m/z 504,15852. Pik pri vremenu zadrzavanja od 10,493
min primijecen je i u svim prethodnim uzorcima (kontrolnom uzorku i uzorcima nakon
forsirane degradacije) ali vrlo malog intenziteta u odnosu na uzorak tretiran s 30 %-tnim
H202. Sljede¢i pik u kromatogramu uzorka otopine dasatiniba podvrgnutog forsiranoj
razgradnji s 30 %-tnim H2O2 uocen je pri tr = 14,651 min. Analizom pripadnog MS spektra
uocen je ion m/z 353,04670. Posljednji pik u kromatogramu uzorka otopine dasatiniba
podvrgnutog forsiranoj razgradnji s 30 %-tnim H2O> je pri ukupnom vremenu zadrzavanja
(tr) 20,068 min. Analizom MS spektra odgovarajuceg sastojka smjese uocen je ion pri m/z
343,29577. lon omjera m/z 343,29577 detektiran je u svim uzorcima Koji su podvrgnuti

forsiranoj degradaciji kao i uzorku koji je sluzio kao kontrolni uzorak.
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Slika 20. Kromatogram otopine dasatiniba podvrgnute forsiranoj razgradnji s 30 %-tnom
otopinom H»0.. Zelena krivulja — primijenjen detektor s nizom dioda; plava krivulja —

primijenjen spektrometar masa kao detektor

Popis svih znacajnih signala uoc¢enih u MS spektrima svih uzoraka otopine dasatiniba

koji su podvrgnuti forsiranoj degradaciji naveden je u tablici 33. Odgovarajuéi ioni analizirani

su tehnikom LC-MS/MS u svrhu odredivanja njihove strukture.

Tablica 33. Popis odabranih produkata nastalih forsiranom degradacijom

Detektirani u uzorku!

Ime produkta

DP1 343,29562 a,bcdefg

DP2 352,06283 f

DP3 353,04686 f

DP4 504,15828 f (kod ostalih vrlo mala koncentracija)
DP5 522,12443 e

* - Definirana masa je uzeta iz uzorka koji ima najve¢i intenzitet signala

l

-Kazalo: a) kontrolni uzorak; b) uzorak podvrgnut 0,1 mol dm= HCI; c) uzorak podvrgnut 1 mol dm= HCI; d) uzorak podvrgnut 0,1 mol

dm~NaOH; e) uzorak podvrgnut 1 mol dm= NaOH; f) uzorak podvrgnut 30 % H,0;; g) uzorak podvrgnut povisenoj temperaturi (60°C)
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4.4. Analiza razgradnih produkta dasatiniba vezanim sustavom LC-
MS/MS

LC-MS/MS analiza je provedena pri temperaturi kolone 50 °C koriste¢i kromatografsku
kolonu Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um; 2,1 mm x 100 mm u vremenu gradijentnog
eluiranja (tg) od 25 min i pH-vrijednosti vodene otopine mravlje kiseline 2 uz postavku
odabira iona prekursora. Na temelju dobivenih rezultata iz poglavlja 4.3., odabrani su
produkti koji su analizirani vezanim sustavom. Tako je analiziran produkt dasatiniba koji je
bio podvrgnut forsiranoj razgradnji s 1 mol dm= NaOH (pik pri tr = 10,910 min) pri ¢emu je
kao ion prekursora odabrana ion omjera m/z 522,12443. Ostali ioni m/z 343,29562,
352,06283, 353,04686 i 504,15828 analizirani su iz uzorka otopine dasatiniba koji je
podvrgnut forsiranoj razgradnji s 30 %-tnom otopinom H20.. Vezanim sustavom LC-MS/MS
prvo je analiziran sam dasatiniba u svrhu potvrdivanja analita i njegove strukture. Svi MS/MS
spektri iona prekursora pri odabranim energijama kolizije prikazani su u poglavlju 8.7.
Analizom MS spektra kontrolnog uzorka, otopine dasatiniba, uocen je najintenzivniji
signal pri omjeru m/z 488,16327. Navedena masa odgovara protoniranom molekulskom ionu
dasatiniba (C22H27CIN7O2S) ¢ija to¢na masa iznosi m/z 488,16300 (slika 21.). Prilikom LC-
MS/MS analize iona prekursora m/z 488,16327 koriStene su energije kolizije od 10, 20, 30 i

40 eV (slike od D111. do D115.).
Shd

H
NH N NG Dasatinib, Co,H,CIN,0,S

Masa: 487,15572
Cl

+H"

2 N
S
T W
NH \ N N \ N
\( Protonirani dasatinib, C,,H,7CIN;0,S
Cl

Masa: 4878,16300

+/\/OH

O

Slika 21. Prikaz pretpostavljene stukture molekulskog iona dasatiniba
(to¢na masa: 488,16300; opazeni m/z 488,16327)
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Analizom MS/MS spektra iona prekursora omjera m/z 488,16327, pri svim vrijednostima
kolizijske energije uocena su dva signala, pri m/z 130,08654 i 401,09102. lon pri m/z
130,08654 u MS/MS spektru pripisan je predlozenom ionu to¢ne mase 130,11006 (Slika 22.),
dok ion ¢iji signal je zabiljeZzen pri omjeru m/z 401,09102 odgovara ionu m/z 401,09458,

Ve ag

Tocna masa: 488,16300
cl l

(\H/\/OH
N\) Toéna masa: 130,11006

opisanom u literaturi (slika 23.).3*

Slika 22. Prikaz pretpostavljene fragmentacije dasatiniba do fragmentnog iona
(to¢na masa: 130,11006; opazeni m/z 130,08654)

OH
(\N/\/
WHWN\)
NH N Nﬁ/N Tona masa: 487,15572

Cl

Q N N
W \‘KY N
\ﬁ‘oc':na masa: 401,09458

Slika 23. Prikaz pretpostavljene fragmentacije dasatiniba do fragmentnog iona
(to¢na masa: 401,09458; opazeni m/z 401,09102)

Cl
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U MS/MS spektru dasatiniba (ion prekursor m/z 488,16327) snimljenom pri ve¢im
vrijednostima kolizijskih energija nalaze se signali pri omjerima m/z 391,804; 373,79953;
294,82858 i 293,83092. Mase detektiranih iona fragmenata razlikuju se od pretpostavljenih
masa za vise od 50 ppm-a.

Za ion Ciji se signal u MS/MS spektru nalazi pri m/z 391,804 pretpostavljena je
struktura iona ¢ija to¢na masa iznosi 392,14138 (slika 24.). Navedeni fragment mogao bi
nastati pucanjem piperazinskog prstena dasatiniba (ozna¢eno na slici 24 iscrtanim linijama) i
njegovom pregradnjom pri ¢emu nastaje petero¢lani heterocikli¢ki sustav. Ujedno pucaju i
veze u benzenskom sustavu (C—H i C—ClI) pri ¢emu nastaje benzinski sustav, $to potvrduje

izostanak izotopnog signala [M+2]* koji bi potjecao od atoma klora.

CyoH,7N70,8"
Masa: 488,16300

Masa: 392,14138

Slika 24. Prikaz moguce fragmentacije protonirane molekule dasatiniba do iona produkta
omjera m/z 391,804

Daljnjom fragmentacijom iona omjera m/z 391,804 nastaje ion omjera m/z 373,79953.
Gubitak mase od 18,004 odgovarao bi gubitku molekule vode. Pretpostavljena fragmentacija

prikazana je na slici 25. Predlozeni ion ima to¢nu masu od 374,13082 Da.
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ks
H
" SYN Y\(Q
N>\</N N \ N
CyoHyoNGOS”
Masa: 392,14138

- 18
-H,0
—l +
S N Q
Y W
N /\ —N N \ N
\( CooH gNgS”
Masa: 374,46545

Slika 25. Prikaz moguce fragmentiranje iona omjera m/z 391,804 do iona produkta omjera
m/z 373,79953

Za fragmentne ione koji imaju omjer m/z 294,82858 i 293,83092 pretpostavljene su strukture

nastale pucanjem peteroclanog hereociklickog prstena dasatiniba i njegove pregradnje u
troclani heterociklicki prsten (slika 26).

Tocéna masa: 488,16300

/\/OH
N

®
NY\@/ \ s W
Y LULC
e Y
" T

N Tocna masa: 294,12573
YY
\rN Tocna masa: 295,13356

Slika 26. Prikaz moguce fragmentiranje dasatiniba i nastanak iona omjera m/z 294,82858 i
293,83092

<
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Nakon fragmentiranja molekulskog iona dasatiniba (m/z 488,16300) i potvrdivanja
njegove strukture, tandemnom spektrometrijom masa analizirani su produkti koji su nastali
uslijed forsirane razgradnje dasatiniba (vidi tablicu 33). Najprije je analiziran produkt DP1
(m/z 343,29562) koji je detektiran u svim uzorcima otopine dasatiniba. Analiziran je iz uzorka
koji je bio podvrgnut forsiranoj razgradnji s 30 %-tnom otopinom H:O, jer je u tom slucaju
zabiljezena njegova najveca koncentracija. MS/MS spektri iona prekursora omjera m/z
343,29562 prikazani su na slikama D115. i D116, a predlozena fragmentacija na slici 27.

Omijer m/z u MS/MS spektru razli¢it je od mase predloZenog iona za vise od 50 ppm-a.

N
/
| DP1
\‘/N To¢na masa: 343,12098

\‘/N Toéna masa: 240,08799
Slika 27. Prikaz moguce fragmentacije iona DP1 (m/z 343,29562) do iona m/z 240,23230

Potom je analiziran ion omjera m/z 352,06284 (DP2) koji je detektiran u uzorku
otopine dasatiniba podvrgnutog forsiranoj razgradnji s 30% H20.. Pretpostavlja se da
navedeni ion nastaje inverznom Diels-Alderovom reakcijom na pirimidinskom sustavu
dasatiniba uslijed ionizacije uzorka te da zbog prisustva vodikovog peroksida nastaje
oksimska funkcionalna skupina (Slika 28.). Analizom MS/MS spektra (Slika D117.) vidljivo
je da fragmentacijom iona prekursora m/z 352,06284 nastaju ioni omjera m/z 294,00895,
268,02981 1 126,99568. Pretpostavljena fragmentacija prikazana je na slici 28.
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Pretpostavljeno je da ion prekursor omjera m/z 352,06284 odgovara teoretskom ionu toc¢ne
mase 352,06295, fragment omjera m/z 294,00895 odgovara ionu to¢ne mase 294,03366,
fragment omjera m/z 268,02981 odgovara ionu to¢ne mase 268,03059 te da fragment omjera
m/z 126,99568 odgovara fragmentnom ionu to¢ne mase 126,99606. Prisutnost signala [M+2]*
u MS/MS spektru ukazuje na prisustvo atoma klora u fragmentu m/z 352,06284 (DP1),
294,00895 i 268,02981. Signal [M+2]* u MS/MS spektru iona m/z 126,99568 nije prisutan §to

ukazuje da taj ion vrlo vjerojatno ne sadrzi atom klora.

o) S H
Hj/ 1 e
NH N N NH
DP2
Tocna masa: 352,06295

] S\l/n
N>\<\/L NH  Tocna masa: 294,03366

4o

Cl

Cl

2 S R]Ha
W ToCna masa: 268,03059
NH \ N
Cl l

\ s NH,
+L_</\I[/ To&na masa: 126,99606
\_+

Slika 28. Prikaz framentacije iona DP2 (352,06284) do fragmenta m/z 294,00895, 268,02981 i
126,99568
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Predlozena struktura iona prekursora DP3 omjera m/z 353,04688 prikazana je na slici 29. na
temelju MS/MS spektara (slike D118. i D119.). Pretpostavlja se da fragment DP3 nastaje
pucanjem pirimidinskog prstena i reakcijom s H20, te da reakcijama nastaje diol. Na temelju
MS/MS spektru dobivenom uz kolizijsku energiju od 20 eV moze se zakljuéiti da je doslo do
izrazite fragmentacija i nastajanja kompliciranih pregradenih produkata za ¢iju analizu
koriSteni instrument nije dostatan. Moguce je da signal u MS/MS spektru iona omjera m/z
294,00923 odgovara fragmentom ionu to¢ne mase 294,03366 (slika 29.).

T
NHN L oA DP3
\E Tocna masa: 353,04697
Cl J

OH

o) < H
+w W Tocna masa: 294,03366
NH, N N.

Slika 29. Prikaz fragmentacije iona DP3 do iona m/z 294,00923

Cl

Zatim su analizirani MS/MS spektri sljedec¢eg produkta forsirane razgradnje DP4 (m/z
504,15828, slike D120. i D121.). Na temelju dobivenih rezultata predvidena je struktura iona
prekursora omjera m/z 504,15828, te iona koji su nastali njegovom fragmentacijom: m/z
460,13155; 427,10942; 401,09197; 387,07872 i 375,07772. Strukture s pripadnim to¢nim
masama, a pretpostavljene na temelju MS/MS spektara dobivenim pri razli¢itim kolizijskim
energijama prikazane su na slici 30. Fragmentacijom je potvrdeno da se radi o dasatinib N-
oksidu, a ne o nekom dugom spoju u kojem je hidroksilna skupinu na drugom polozaju u
molekuli.

lon omjera m/z 504,15828 poznat je iz literaturi te je njegovo ime dasatinib N-oksid.
Navedeni spoj detektiran je kao metabolicki produkt dasatiniba u prvoj fazi metabolickih

procesa.*
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o H (\EH ; P ﬁ/ Q
DS Q SNg1

N N N

A
To¢na masa: 460,13170 \ /
cl

0 K | 2 s N N
NH \ L N |N NH \ N NN
To&na masa: 401,09458 Y Toc¢na masa: 387,07893
cl

2 N NH
S 3
w/ \KY
NH \ N N N
Tocna masa: 375,07893 Y

Slika 30. Fragmentacija razgradnog produkta DP4 do iona m/z 460,13155; 427,10942;
401,09197; 387,07872 i 375,07772.

Cl

Posljednji analizirani produkt, DP5 ima omjer m/z 522,12445. Analizom MS/MS
spektara iona prekursora DP5 (Slike od D122. do D124.) odnosno signala m/z 522,12445 i
524,12119 primjecuje se da su intenziteti signala podjednaki sto je tipi¢no za ione koji sadrze
dva atoma klora, Sto je i pretpostavljeno u predlozenoj strukturi. Vrlo vjerojatni mehanizam
nastanak iona DP5 je nukleofilan napad atoma klora jedne molekule dasatiniba na drugu
molekulu dasatiniba. loni fragmenata koji nastaju fragmentacijom iona DP5 imaju omjere
m/z: 435,05453; 353,09521 i 266,02657. Polozaj atoma klora u molekuli je rijeSen na temelju
podataka iz MS/MS spektra. Prikaz struktura fragmenata koji su nastali fragmentacijom DP5 i

njihovih izotopnih masa dan je na slici 31.
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Tl
o
T T
ARSI
Toéna masa: 435,05561\r
‘ e
cl (\N
W$HWNJ
NH \ N N N
Tocna masa: 522,12403 \r\
cl

N N
Y U Qf W+\
\\ N N\ N
Tocna masa: 353,00251 Tocna masa: 266,026?[/

Slika 31. Fragmentacija razgradnog produkta DP5 do iona omjera m/z 435,05453; 353,09521
i 266,02657

Cl
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§ 5. ZAKLJUCAK

Cilj ovog rada bio je razviti relativno jednostavnu i ponovljivu metodu za odredivanje aktivne
farmaceutske tvari — dasatiniba i njegovih produkata nastalih forsiranom razgradnjom. U tu
svrhu koriStena je tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti. Za odvajanje i
kvalitativno odredivanje produkata forsirane degradacije koristio se detektorom s nizom
dioda. Kako bi se dobio uvid u strukturu nastalih razgradnih produkata koriSten je vezani
sustav LC-MS/MS.

Za optimizaciju kromatografksih uvjeta koriSten je raunalni program DryLab kojim
je obradeno osamnaest pocetnih eksperimenata. Uz optimalne kromatografske uvjete
(temperatura kromatografske kolone = 50 °C, pH-vrijednost fosfatnog pufera = 2, protok =
0,4 mL/min, gradijentno eluiranje) ukupno vrijeme trajanja kromatografske analize bilo je
27,5 min. Pri navedenim uvjetima provedene su LC-MS i LC-MS/MS analize uz razliku da je
fosfatni pufer zamijenjen s otopinom mravlje kiseline jednakog pH.

Forsirana razgradnja provedena je u kiselom i luznatom mediju, pri dvije razli¢ite pH-
vrijednosti otopina HCI i NaOH, uz dodatak H202 i pri povisenoj temperaturi. Dasatinib je
relativno stabilan u svim medijima osim u vodikovom peroksidu. LC-MS analizom odreden je
primarni produkt forsirane razgradnje dasatiniba u H>O, dasatinib N-oksid, te jo§s dva
okarakterizirana razgradna produkta prisutna u vrlo niskoj koncentraciji. U luznatom mediju
(1 mol dm~3 NaOH) primijecen je jedan specifi¢an degradacijski produkt. Svi uzorci forsirane
razgradnje sadrze jedno zajednicko oneciséenje prisutno u vrlo malim koncentracijama.

Nastali razgradni produkti analizirani su tandemnom spektroskopijom masa pri
razli¢itim kolizijskim energijama, u rasponu od 10 eV do 40 eV.

Razvijena je visoko osjetljiva, u¢inkovita i robusna UHPLC-MS metoda za odvajanje
farmaceutski aktivne tvari dasatiniba od njegovih razgradnih produkata i onec¢is¢enja. Takoder

su pretpostavljene strukture razgradnih produkta.

Davor Sestan Diplomski rad



§ 6. Popis oznaka, kratica i simbola 59

§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema
potrebi)

faktor odjeljivanja

a

ACN acetonitril

API aktivna farmaceutska tvar

APCI kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku

APPI ionizacija fotonima pri atmosferskom tlaku

CML kroni¢na mijelocitna leukemija

DAD detektor s nizom dioda

ESI ionizacija elektrorasprsenjem

FAB bomardiranje brzim atomima

FDA agencija za hranu i lijekove

HCI kloridna kiselina

HPLC tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti

HPLC-MS tekuc¢inska kromatografija visoke
djelotvornosti spregnuta uz masenu
spektrometriju

H202 vodikov peroksid

HsPOa4 fosforna kiselina

ICH Internacionalno vije¢e za uskladivanje
tehnickih zahtjeva za lijekove za ljudsku
upotrebu

k faktor zadrzavanja

KH2PO4 kalijev dihidrogen-fosfat

LC-MS/MS tekucinska kromatografija uz tandemnu
masenu spektrometriju

LSIMS ionizacija sekundarnim desorbiranim ionima

MALDI matricom potpomognuta ionizacija uz
desorpciju laserskim zracenjem

N broj teorijskih tavana

NaOH natrijev hidroksid

Rs razlu¢ivanje

SIMS ionizacija bomardiranjem iona

TOF analizator koji mjeri vrijeme leta

TSP toplinske ionizacije rasprSenjem

tg Vrijeme gradijentnog eluiranja

Tg Temperatura kromatografske kolone

tr vrijeme zadrzavanja

UHPLC tekucinska kromatografija ultravisoke
djelotvornosti

W Sirina osnovice kromatografske krivulje
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§8. DODATAK

8.1. Kromatogrami smjesa dasatiniba i poznatih oneciSé¢enja na
razli¢itim kolonama
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Slika D1. Kromatogram slijepe probe analizirane na koloni Acquity BEH C18 1,7um; 2,1 mm
x 100 mm
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Slika D2. Kromatogram otopine dasatiniba i tri poznata onecis¢enja analizirane na koloni
Acquity BEH C18 7,7um; 2,1 mm x 100 mm
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Slika D4. Kromatogram otopine dasatiniba i tri poznata onecis¢enja analizirane na koloni
Acquity UPLC CSH C18 7,7um; 2,1 mm x 100 mm
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Slika D5. Kromatogram slijepe probe analizirane na koloni Waters Symmetry Shield RP18 3,5
um; 4,6 mm x 150 mm
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Slika D6. Kromatogram otopine dasatiniba i tri poznata onecis¢enja analizirane na koloni
Waters Symmetry Shield RP18 3,5 um; 4,6 mm x 150 mm

Davor Sestan Diplomski rad



§ 8. Dodatak Xviii

1.00
0.80+

0.60+

AU

040+

0.20+

o D B

Y I1,|0‘.]I Y I2'|[I]I Y I3,'|[I]I Y ‘4,‘0‘.]‘ - I5‘[3[)I . IB,l(I]I Y I?’,'I[I]I Y IEE,ICOI Y IQI[I)I Y I'IOI,DCI) Y I11|[16 Y I12|'D6 I
Minuta
Slika D7. Kromatogram slijepe probe analizirane na koloni Acquity UPLC CSH Fluoro-
Phenyl 7,7um; 2,1 mm x 100 mm
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Slika D8. Kromatogram otopine dasatiniba i tri poznata onecis¢enja analizirane na koloni
Acquity UPLC CSH Fluoro-Phenyl 7,7um; 2,1 mm x 100 mm
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8.2. Kromatogrami slijepe probe, dasatiniba i poznatih oneciS¢enja na
koloni Acquity UPLC CSH Phenyl-Hexyl 1,7 um; 2,1 mm x 100 mm
pri uvijetima: temperatura kolone = 30 °C, pH fosfatnog pufera = 2 i
vrijemene gradijentnog eluiranja = 25 min
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Slika D9. Kromatogram slijepe probe
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Slika D10. Kromatogram Dasatiniba 5 (DAS-5)
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Slika D11. Kromatogram Dasatinib piperazin (DAS-PIP)
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Slika D12. Kromatogram dasatiniba (DAS)
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Slika D13. Kromatogram Dasatiniba 6 (DAS-6)

8.3. Kromatogrami slijepih proba i otopine dasatiniba i poznatih
nelisto¢a u ovisnosti o pH-vrijednosti, temperaturi kolone (Tg) i
vremenu gradijenog eluiranja (tg) na koloni Acquity UPLC CSH
Phenyl-Hexyl 1,7 um x 2,1 mm x 100 mm
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Slika D14. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 1,5, Tg 30 °C i tg 10 min
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Slika D15. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 1,5, Tg 30 °C i tg 20 min
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Slika D16. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 1,5, Tg 30 °C i tg 30 min
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Slika D17. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 30 °C i tg 10 min
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Slika D18. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 30 °C i tg 20 min
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Slika D19. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 30 °C i tg 30 min
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Slika D20. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 3, Tg 30 °C i tg 10 min
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Slika D21. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 3, Tg 30 °C i tg 20 min
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Slika D22. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 3, Tg 30 °C i tg 30 min
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Slika D23. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 1,5, Tg 60 °C i tg 10 min
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Slika D24. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 1,5, Tg 60 °C i tg 20 min
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Slika D26. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 60 °C i tg 10 min
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Slika D27. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 60 °C i tg 20 min
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Slika D28. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 60 °C i tg 30 min
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Slika D29. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 3, Tg 60 °C i tg 10 min
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Slika D30. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 3, Tg 60 °C i tg 20 min
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Slika D31. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 3, Tg 60 °C i tg 30 min
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Slika D32. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 45 °C i tg 25 min
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Slika D33. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necistoca pri uvjetima Tg 30 °C, tg 10
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Slika D34. Kromatogram dasatiniba i poznatih necistoca pri uvjetima Tg 30 °C, tg 20 min i

pH 1,5
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Slika D35. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 30 °C, tg 30
minipH 1,5
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Slika D36. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 30 °C, tg 10
minipH 2
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Slika D37. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 30 °C, tg 20
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Slika D38. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 30 °C, tg 30

minipH 2
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Slika D39. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necistoca pri uvjetima Tg 30 °C, tg 10
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Slika D40. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 30 °C, tg 20

minipH 3
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Slika D41. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necistoca pri uvjetima Tg 30 °C, tg 30
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Slika D42. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 10
minipH 1,5
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Slika D43. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 20
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Slika D44. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 30

minipH 1,5
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Slika D45. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necistoca pri uvjetima Tg 60 °C, tg 10
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Slika D46. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 20
min i pH 2
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Slika D47. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 30

min i pH 2

1.00

0.80+

E A0
Amiwil

mp558.459

0.60

AU
nAS &
B

0.40+

0.20+

——DAS-6 - 10.157

bt |
0.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 200
Minuta

Slika D48. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 10

minipH 3
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Slika D49. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 20

minipH 3
1.00
0.80
i (@2}
~
P 3
] & L o]
0.60 w g
1 v 0 o
2] ¢ % 2
0.4+ ¢ o
4 1
©
w)
1 <
0.20- o
0.00——~ -
—— —
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
Minuta

Slika D50. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necisto¢a pri uvjetima Tg 60 °C, tg 30
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Slika D51. Kromatogram otopine dasatiniba i poznatih necistoca pri uvjetima Tg 45 °C, tg 25

min i pH 2
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Slika D52. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku

mobilne faze 0,4 mL min!
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Slika D53. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 1,9, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku

mobilne faze 0,4 mL min™!
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Slika D54. Kromatogram otopine RS pri uvjetima pH 1,9, Tg 50 °C i tg 25 min i protoku
mobilne faze 0,4 mL min!
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Slika D55. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2,1, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku
mobilne faze 0,4 mL min?
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Slika D56. Kromatogram otopine RS pri uvjetima pH 2,1, Tg 50 °C, tg 25 min i i protoku
mobilne faze 0,4 mL min!
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Slika D57. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 45 °C i tg 25 min i protoku
mobilne faze 0,4 mL min?
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Slika D58. Kromatogram otopine RS pri uvjetima pH 2, Tg 45 °C, tg 25 min i protoku
mobilne faze 0,4 mL min!
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Slika D59. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 55 °C i tg 25 min i protoku

mobilne faze 0,4 mL min?
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Slika D60. Kromatogram otopine RS pri uvjetima pH 2, Tg 55 °C i tg 25 min i protoku
mobilne faze 0,4 mL min!
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Slika D61. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku 0,4
mL min™
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Slika D62. Kromatogram otopine RS pri uvjetima pH 2, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku 0,3
mL min!
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Slika D63. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima pH 2, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku 0,5
mL min!
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Slika D64. Kromatogram otopine RS pri uvjetima pH 2, Tg 50 °C, tg 25 min i protoku 0,5
mL min?

8.5. Kromatogrami kontrolnog uzorka i uzoraka otopine dasatiniba
podvrgnutog forsiranoj razgradnji na koloni Acquity UPLC CSH
Phenyl-Hexyl 1,7 um; 2,1 mm x 100 mm pri uvijetima: temperatura
kolone (Tg) = 50 °C, vrijemene gradijentog eluiranja (tg) = 25 min i
pH-vrijednosti fosfatnog pufera = 2

8.5.1. Kontrolni uzorak
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Slika D65. Kromatogram otopine dasatiniba sluzi kao kontrolni uzorak
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8.5.2. Razgradnja u kiselom
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Slika D66. Kromatogram otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s 0,1 mol
dm HCI
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Slika D67. Kromatogram otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s 1 mol
dm HCI
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8.5.3. Razgradnja u luznatom
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Slika D68. Kromatogram otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s 0,1 mol
dm NaOH
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Slika D69. Kromatogram otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s 1 mol
dm~ NaOH

Davor Sestan Diplomski rad



§ 8. Dodatak |

8.5.4. Razgradnja s peroksidom
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Slika D70. Kromatogram otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s 30 %
H202

=10.309

8.5.5. Razgradnja na povisenoj temperaturi
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Slika D71. Kromatogram otopine dasatiniba koji je podvrgnut forsiranoj razgradnji s (60 °C)
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8.6. Rezultati LC-MS analize

8.6.1. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji
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Slika D72. Rezultat LC-MS analize dasatiniba s ozna¢enim pikovima od interesa
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Slika D73. MS spektar dasatiniba (pik pri ukupnom vremenu zadrzavanja 6,039-6,105 min)
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Slika D74. MS spektar dasatiniba (pik pri ukupnom vremenu zadrzavanja7,298-7,381 min)
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Slika D75. MS spektar dasatiniba (pik pri ukupnom vremenu zadrzavanja 8,640-8,706 min)
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Slika D76. MS spektar dasatiniba (pik pri ukupnom vremenu zadrzavanja 10,429-10,495 min)

8.6.2. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji s 0,1 mol

dm™ HCI
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Slika D77. Rezultat LC-MS analize uzorka dasatiniba koji je tretiran s 0,1 mol dm™* HCl s
oznacenim pikovima od interesa
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Slika D78. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrzavanja 6,039-6,122 min)
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Slika D79. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrZavanja 6,420-6,486 min)
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Slika D80. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrZavanja 10,446-10,545 min)
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Slika D81. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrzavanja 20,004-20,120 min)
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Slika D82. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ HCI (pik pri ukupnom
vremenu zadrZzavanja 22,588-22,754 min)

8.6.3. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji s 1 mol
dm* HCI
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Slika D83. Rezultat LC-MS analize uzorka dasatiniba koji je tretiran s 1 mol dm™ HCI s
oznacenim pikovima od interesa
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Slika D84. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™* HCI (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 5,958- 6,024 min)
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Slika D85. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™* HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrzavanja 8,625-8,691 min)
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Slika D86. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™ HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrzavanja 10,430-10,563 min)
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Slika D87. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™* HCI (pik pri ukupnom

vremenu zadrZzavanja 20,022-20,154 min)
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8.6.4. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji s 0,1 mol
dm™ NaOH

x10 2 |+ESI TIC Scan Frag=175.0V 04_Dasatinib_ MS0004.d
1 YOV Y
12 " '. 2834

D
<4

n
* 4775p207.03
201070

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Response (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika D88. Rezultat LC-MS analize uzorka dasatiniba koji je tretiran s 0,1 mol dm™ NaOH s
oznacenim pikovima od interesa
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Slika D89. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 6,121-6,204 min)

x10 6 |+ESI Scan (tt: 7.364-7.414 min, 4 scans) Frag=175.0V 04_Dasatinib_MS0004.d
2.6

241 158.96117
2.2 1

2]
1.8
1.6
1.4
1.2

11
084
064

0.4 236.93836
1 476.30571
024 i

oL Lbd g1 sosssee0 L L
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika D90. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™* NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 7,364-7,414 min)
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Slika D91. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 8,689-8,722 min)
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Slika D92. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™ NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 10,428-10,528 min)
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Slika D93. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 0,1 mol dm™* NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZzavanja 20,020-20,186 min)
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8.6.5. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji s 1 mol
dm* NaOH
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Slika D94. Rezultat LC-MS analize uzorka dasatiniba koji je tretiran s 1 mol dm™ NaOH s
oznacenim pikovima od interesa
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Slika D95. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™ NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 8,705-8,722 min)
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Slika D96. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™ NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrzavanja 10,445-10,544 min)
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922.00979
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Slika D97. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™* NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrzavanja 10,859-10,925 min)
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Slika D98. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 1 mol dm™ NaOH (pik pri ukupnom
vremenu zadrZzavanja 20,020-20,136 min)

8.6.6. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji s 30%
H202
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Slika D99. Rezultat LC-MS analize uzorka dasatiniba koji je tretiran s 30 % H20: s
oznacenim pikovima od interesa
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Slika D100. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 30 % H20: (pik pri ukupnom
vremenu zadrZzavanja 4,430-4,546 min)
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Slika D101. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 30 % H20: (pik pri ukupnom
vremenu zadrzavanja 6,120-6,186 min)

+ESI Scan (rt: 8.671-8.720 min, 4 scans) Frag=175.0V 06_Dasatinib_MS0006.d
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Slika D102. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 30 % H20: (pik pri ukupnom
vremenu zadrZavanja 8,671-8,720 min)
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Slika D103. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran s 30 % H20- (pik pri ukupnom
vremenu zadrzavanja 10,543 min)

Davor Sestan

Diplomski rad



§ 8. Dodatak

Ixi

x10 8

1.8+
1.6
1.4+
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

+ESI Scan (rt: 14.518-14.601 min, 6 scans) Frag=175.0V 06_Dasatinib_MS0006.d

158.96113
1

353.04670
236.93829
1

x108

1.3+
1.2

Ll

il { 1303.88314 488.16229

922.00981
1

|

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika D104. MS spektar uzorka dasatiniba k
vremenu zadrzavanja

oji tretiran s 30 % H20: (pik pri ukupnom
14,518-14,601 min)
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8.6.7. Rezultati LC-MS analize dasatiniba koji podvrgnut forsiranoj degradaciji pri

povisenoj temperaturi ( 60°C )
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Slika D106. Rezultat LC-MS analize uzorka dasatiniba koji je tretiran pri povisenoj

temperaturi ( 60 °C ) s oznaé

enim pikovima od interesa
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Slika D107. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran pri temperaturi od 60 °C (pik pri

ukupnom vremenu zadrZavanja 5,986-6,151 min)

x10 & |+ESI Scan (rt: 8.653-8.719 min, 5 scans) Frag=175.0V 07_Dasatinib_MS0007.d

2.29 158.96114
1

1.8+
1.6
1.4+
1.24

0.8

061 44413707

l 922.00980
1

|

0.4
0.2

N Mlh AL }‘{‘30388281

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika D108. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran pri temperaturi od 60°C (pik pri

ukupnom vremenu zadrZavanja 8,653-8,719 min)
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Slika D109. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran pri temperaturi od 60°C (pik pri

ukupnom vremenu zadrzavanja 10,475-10,525 min)
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Slika D110. MS spektar uzorka dasatiniba koji tretiran pri temperaturi od 60°C (pik pri

ukupnom vremenu zadrzavanja 20,017-20,149 min)
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8.6.8. Rezultati LC-MS/MS analize
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Slika D111. MS/MS spektar iona prekursora omjera m/z 488,16327 koristeci kolizijsku
energiju 10 eV
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Slika D112. MS/MS spektar iona prekursora omjera m/z 488,16327 koriste¢i kolizijsku
energiju 20 eV
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Slika D113. MS/MS spektar iona prekursora omjera m/z 488,16327 koristeci kolizijsku
energiju 30 eV
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Cpd 1: 2.685: +ESI Product lon (rt: 2.365-3.105 min, 9 scans) Frag=175.0V CID@40.0 (488.16327
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Slika D114. MS/MS spektar iona prekursora omjera m/z 488,16327 koristeci kolizijsku

energiju 40 eV
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Slika D115. MS/MS spektar iona prekursora DP1 koristec¢i kolizijsku energiju 10 eV
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6_

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika D116. MS/MS spektar iona prekursora DP1 koriste¢i kolizijsku energiju 20 eV
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Slika D117. MS/MS spektar iona prekursora DP2 koristec¢i kolizijsku energiju 10 eV
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Slika D118. MS/MS spektar iona prekursora DP3 koriste¢i kolizijsku energiju 10 eV
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Slika D119. MS/MS spektar iona prekursora DP3 koristec¢i kolizijsku energiju 20 eV

Davor Sestan Diplomski rad



§ 8. Dodatak Ixvi

10 5 |+ES! Product lon (it: 10.517 min) Frag=175.0V CID@20.0 (504.15829[z=1] -> **) 08_Dasatinib_h
387.07925

504.15833

248.05955 ‘
)

0 (R ) .ll l‘} ‘ll ||I Il l ‘

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika D120. MS/MS spektar iona prekursora DP4 koristeéi kolizijsku energiju 20 eV
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Slika D121. MS/MS spektar iona prekursora DP4 koristec¢i kolizijsku energiju 30 eV
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Slika D122. MS/MS spektar iona prekursora DP5 koristeci kolizijsku energiju 20 eV
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Slika D123. MS/MS spektar iona prekursora DP5 koristec¢i kolizijsku energiju 30 eV
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Slika D124. MS/MS spektar iona prekursora DP5 koristeéi kolizijsku energiju 40 eV
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