POVZETEK

Atorvastatin je sintezni predstavnik statinow¢inkovin za omejevanje lastne sinteze
holesterola v jetrih. Terapija se izvaja dolgmo, zato je eden od kijnih parametrov poleg
ucinkovitosti zdravila, da le-to vsebuj@m manj neistot. To doseZzemo po eni strani z
obvladovanjem nastanka digtot tekom sinteze oziroma z ustrezntiicenjem in po drugi
strani z ustrezno sestavo formulacije in primerpiakiranjem, imer prepréimo nastanek
razpadnih né&stot. Za popolno obvladovanje profiladm&ot je potrebno pripraviti standarde
necistot, ki jih spremljamo z analizami med sintezoria korEni ucinkovini. Standarde
necistot pripravimo s sintezo ali pa z izolacijo iz esn Za izolacijo uporabljamo ragtie
kromatografske metode, med katerimi je najpogostgperabliena preparativna HPLC
kromatografija.

V doktorski disertaciji sem na primeru spojine a#mtatina (aktivna farmacevtskankovina

— API) pokazal, da je izolacija sorodnih ¢rstot APl s superkritino tek@insko
kromatografijo (SFC) dobra alternativa drugim izgskim tehnikam, kot so tankoplastna
(TLC), kolonska ali preparativna HPLC kromatogtafi)y dola@enih primerih izolacije sem
pokazal tudi nekatere prednosti SFC v primerjapreg omenjenimi tehnikami. Atorvastatin
je kompleksna organska spojina s precejsnjim &eviimoznih sorodnih degradacijskih
necistot.

Necistote sem izoliral iz degradacijskih vzorcev, &nsjih pripravil na podlagi obremenilnih
stresnih testov. Degradacijske vzorce sem pripragilosnovi eksperimentalnegacna,
upoStevajo kombinacije reakcijskin pogojev, temperature, piliva topila, svetlobe in
oksidacije. Namen je bil kvalitativno pokritim SirSe polje razpadnih produktov molekule in
zagotoviti ngistote v koltinah, zadostnih za izolacijo s semipreparativninC SF

Razvil in optimiziral sem metode za izolacijo¢istot s SFC. Preizkusil sem razle kolone,
topila, modifikatorje, spreminjal gradient mobilfeeze, temperaturo kolone, povratni tlak itd.,
da sem dobil optimalne oziroma dovolj dobre pog@dovljenje frakcij in izolacijo n@stote

s ciljano kromatografsk@istoto nad 97 plasnskih %. Dodatno sem moral pri nekaterih
necistotah loviti frakcije pod posebnimi pogoji (ohdajo topilo, drugo topilo), da sem
necistote stabiliziral, ker so bile v mobilni fazi nabilne. Pri nekaterih drugih #istotah pa
sem moral uvesti dodatno kromatografsko stopnjo gragjimi pogoji, da sem dobil dovolj
¢ist material (néistoto).

V zadnjem koraku izolacije, ki je pridobivanje tedneistote, sem izkoristil uporabo hlapnih

in plinastih mobilnih faz, ki so ena glavnih predticuperkrittne tek@inske kromatografije.



Frakcije sem lahko preprosto uparil na rotavapomedtem ko so pri preparativni HPLC
kromatografiji potrebne desolvatacija, ekstrakaljdiofilizacija, kar je zelo zamudno.
Izolirane negistote sem strukturno karakteriziral in primerjalrazpolozljivimi standardi
oziroma sem strukture &istot identificiral in potrdil z LC-MS in/ali NMRNekatere izmed
negistot so pri normalnih pogojih nestabilne in/alitedje dosegljive kot standard.

V sklopu svojega dela sem prvi izoliral detote E, L, Z in AG. Vse Stiri régstote so
razpadne nastote atorvastatina. S powjo izolacije s superkritho teka@insko
kromatografijo in karakterizacije z LC-MS in NMRmeorvi dokazal nastanek &istote E v
kislih pogojih pod vplivom svetlobe v vodi ali komnlaciji acetonitrila in vode. Pod temi
pogoji atorvastatin razpade in nastanéisteta E, s kemijskim imenom 4-(7-(4-fluorofenil)-
1,1-dimetil-8-fenil-9-(fenilkarbamoil)-4,5-dihidraH,3H-pirolo[2,1][1,4]oksazepin-3-il)-3-
hidroksibutanojska kislina. Hkrati v acetonitriluastaja tudi n&stota L, ki pa je zelo
nestabilna v uparini. S porjo LC-MS sem predvidel strukturo s kemijskim imenér(4-
fluorofenil)-1,1-dimetil-3-((4-oksooksetan-2-il)mitN,8-difenil-4,5-dihidro-H,3H-
pirol[2,1c][1,4]oksazepin-9-karboksamid).

Necistoti Z ((E)-7-(-2-(4-flurofenil)-5-isopropil-3-feil-4-(fenilkarbamoil)-H-pirol-1-il)-5-
hidroksihept-3-enojska kislina) in AG @3 5E)-7-(2-(4-fluorofenil)-5-izopropil-3-fenil-4-
(fenilkarbamoil)-H-pirol-1-il)hepta-2,4-dienojska kislina) sem izaliriz degradacijskega
vzorca atorvastatina, ki je bil tertmio obdelan na 180 °C. Nistoti Z in AG sta kinetini
necistoti termtnega razpada in nastaneta v manjSi meri kot temaoaski neéistoti P in R.

S superkritino tek@&insko kromatografijo sem izoliral in okarakterizidl neistot, od tega
so bile, glede na razpolozljivo literaturo, Stid dedaj neznane. Glede na pridobljene rezultate
sem podrobneje razlozil in revidiral razpadne pé&tivne &inkovine atorvastatina.

Kljuéne besede: Superktiia tek@inska kromatografija, atorvastatin, izolacija,
degradacijske rigstote



