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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Erektilna disfunkcija (ED) je stanje u kojem muskarac ne moze posti¢i ili odrzZati erekciju
dovoljnu za zadovoljavajuéi spolni odnos!. Za njeno lije¢enje koriste se inhibitori
fosfodiesteraze tipa 5 (PDE-5I). Do danas u svijetu postoji nekoliko komercijalno dostupnih
PDE-SI. Inhibitori prve generacije ukljucuju sildenafil citrat (Viagra), tadalafil (Cialis) i
vardenafil hidroklorid (Levitra). Novija verzija PDE-5I, odobrena 2012. godine, je avanafil
(Stendra u SAD i Spedra u EU). Ostali inhibitori druge generacije su udenafil (Zydena),
mirodenafil hidroklorid (Mvix) i lodenafil karbonat (Helleva)®. Od lijekova iz ove skupine, u
Republici Hrvatskoj za lijeGenje ED registrirani su lijekovi koji kao farmakologki aktivne tvari
sadrZe sildenafil, vardenafil, tadalafil i avanafil. PDE-5], iako udinkoviti u lijeSenju ED,
njihova primjena bez lijeéni¢kog nadzora moZe biti §tetnla za zdravlje zbog mogucéih interakcija
i nuspojava®. Najée$ée nuspojave ukljuduju glavobolju, omaglicu, smetnje vida, zaCepljenost
nosa, crvenilo praceno osjeajem vruéine te Zgaravicu. Medu rjedim, ali ozbiljnijim
nuspojavama isti¢u se kardiovaskularni problemi (poreme¢aji sréanog ritma, sréani i moZdani
udar), koji mogu biti opasni po Zivot, kao i naglo, najéesée trajno, ostecenje vida*.

Tijekom posljednjih nekoliko desetljea upotreba biljnih lijekova i dodataka prehrani
porasla je u cijelom svijetu. Dodaci prehrani svrstavaju se u kategoriju prehrambenih proizvoda
te su regulirani propisima koji se odnose na hranu, prema EU Direktivi 2002/46/EC°. Definirani
su kao koncentrirani izvori hranjivih tvari (vitamini i minerali) ili drugih tvari s hranjivim ili
fizioloskim uCinkom. Prema svojim deklaracijama, trebali bi sadrZavati iskljuéivo biljne
sastojke. PotroSaci ih kupuju kako bi nadopunili prehranu te ih percipiraju kao prirodniju i
sigurniju alternativu tradicionalnoj medicini®. Na triste se stavljaju u dozimim oblicima
(kapsule, tablete, prahovi, tekucine) poput lijekova, ali ova vrsta proizvoda nije namijenjena
lijeCenju ili prevenciji odredenih bolesti. Za razliku od lijekova, biljni dodaci prehrani nisu
strogo regulirani u mnogim zemljama, $to olak$ava njihovu distribuciju’.

Globalna populamost ,,prirodnih“ proizvoda dovela je do &estog patvorenja dodavanjem
nekontroliranih koli¢ina ilegalnih tvari, ukljuduju¢i PDE-5I, koje su nadleZna tijela Europske
agencije za lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) te Ameri¢ke agencije za hranu
ilijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) odobrile kao lijekove za lijeSenje ED—a.

Takoder, u njima se mogu prona¢i neodobreni sintetski analozi PDE-5I, koji su sintetizirani uz
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§ 1. Uvod 2

minimalne strukturne modifikacije odobrenih PDE-51>78, Broj razli¢itih analoga PDE-5]
kontinuirano raste, s trenutno oko 90 poznatih spojeva’. Ova praksa predstavlja ozbiljan
zdravstveni rizik za potro3ace, osobito za osobe koje uzimaju druge lijekove ili imaju joS neke
zdravstvene probleme’.

Analiza PDE-5I i njihovih analoga u dodacima prehrani predstavlja izazov za analitiCare,
jer zahtijeva primjenu naprednih analitickih tehnika/metoda i strategija za detekciju,
identifikaciju i potvrdivanje nedopustenih ilegalnih tvari u dodacima prehrani'®. Za odredivanje
PDE-51 1 analoga dosad su koristene razli¢ite tehnike, no prevladava upotreba vezanih sustava
tekuéinske kromatografije i spektrometrije masa (engl. Liquid Chromatography—Mass
Spectrometry, LC-MS)®'!"15, Koristi se spektrometrija masa niske (engl. Low Resolution, LR)
i visoke rezolucije (engl. High Resolution Mass Spectrometry, HRMS), pri ¢emu se HRMS
pokazala superiornom i u ciljanoj i neciljanoj analizi zbog moguénosti identifikacije analita
fragmentacijom te izvrsnom toéno$éu mase i izotopnim profilima®!®!%. Dodatni izazovi kod
identifikacije i kvantifikacije PDE-5I i njihovih analoga su nedostatak referentnih standarda za
mnoge spojeve te vrlo velika strukturna raznolikost novih analoga. Posljednjih godina
provedena su brojna istraZivanja o prisutnosti PDE-5I u dodacima prehrani i pojedinim
prehrambenim proizvodima. U veéini studija pronadeni su PDE-51 pri ¢emu su glavni ilegalni
spojevi bili sildenafil i tadalafil. Posebno zabrinjava ¢injenica da su u nekim uzorcima PDE—5I
prisutni u supraterapeutskim koncentracijama koje viSestruko premasuju maksimalnu dnevnu
dozu.

S obzirom na identificirane rizike povezane s nedopustenom prisutno$é¢u PDE-51 1 njihovih
analoga u dodacima prehrani, ciljevi ovog doktorskog rada su:

e razvoj analitiCkih metoda za kvantitativnu analizu ciljanih PDE-5I i kvalitativnu
analizu njihovih sintetskih analoga u dodacima prehrani primjenom vezanih sustava
tekucinske kromatografije i spektrometrije masa ukljucujuéi tekuéinski kromatograf
visoke djelotvornosti povezan s analizatorom koji mjeri vrijeme leta (engl. High
Performance Liquid Chromatography—Time of Flight, HPLC-TOF) i tekucinski
kromatograf ultravisoke djelotvornosti povezan s kvadrupol-TOF analizatorom
masa (engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography Quadrupole—Time of
Flight, UHPLC-QTOF)

e validacija i procjena mjerne nesigurnosti razvijenih metoda
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e analiza uzoraka dodataka prehrani namijenjenih za pomo¢ kod erektilne disfunkcije

nabavljenih na hrvatskom trzi$tu (Zagreb)

® usporedba primijenjenih metoda za rutinsko odredivanje PDE-5I u dodacima

prehrani
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§ 2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Enzim fosfodiesteraze (PDE)

Fosfodiesteraze su enzimi koji kontroliraju unutarstani¢ne razine cikli¢kih nukleotida, a prvi
su ih otkrili Sutherland i suradnici. Opéenito, PDE su skupina enzima odgovornih za kidanje
fosfodiesterske veze sekundarnih glasnika 3°,5" — cikli€¢kog adenozin monofosfata (cAMP) ili
3’,5" — ciklickog gvanozin monofosfata (¢cGMP) pri ¢emu nastaju neaktivni 5° — adenozin
monofosfat (AMP)ili 5 — gvanozin monofosfat (GMP). PDE su podijeljene u 11 obitelji (PDE1
— PDEL11) koje se nalaze u razli¢itim stanicama i tkivima te se medusobno razlikuju prema
strukturnim karakteristikama, specifi¢nosti supstrata, kineti€kim svojstvima i osjetljivosti na
endogene regulatore i inhibitore (Tablica 1). Neke PDE su visokospecifi¢ne za hidrolizu cAMP
(PDE4, PDE7 i PDES), neke su visokospecifi¢ne za cGMP (PDES, PDE6 i PDE9), dok neke
pokazuju mjesovitu specifiénost (PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 i PDE11)!*2L.

Tablica 1. Raspodjela PDE enzima u tkivima &ovjeka!®?!.
PDE obitelj Brojgena Supstrat Distribucija u tkivima
PDE1 3 cGMP>cAMP  Mozak, srce, pluca, bubreg, jetra, vaskularni i

..........

imunolo$ki sustav, krvne Zile, trombociti,
limfociti

PDE2 1 cAMP i cGMP Kora nadbubreZne Zlijezde, mozak, kavernozno
tijelo, srce, bubreg, jetra, viscelarni glatki
misié, skeletni misic

PDE3 2 cAMP i cGMP Kavernozno tijelo, srce, trombociti, vaskularni
i viscelarni glatki misiéi, jetra, bubreg, masno
tkivo

PDE4 4 cAMP Bubrezi, plu¢a, mastociti, mozak, srce, skeletni

.....

Josipa Kosi¢—Vuksi¢ Doktorska disertacija



§2. Literaturni pregled 5

PDE obitelj Broj gena Supstrat Distribucija u tkivima

vaskularni i viscelarni glatki misiéi, skeletni
misici, Stitnjaca, testis, neuralno tkivo
PDES5 1 cGMP Kavernozno tijelo, trombociti, skeletni misici,

krvozilni, vaskulami i viscelarni glatki mi$i¢

PDE6 3 cGMP MreZnica

PDE7 2 cAMP Skeletni mi$ici, srce, limfociti, gusteraca,
PDES 2 cAMP Testis, jajnici, tanko 1 debelo crijevo
PDE9 1 cGMP Slezena, tanko crijevo, mozak

PDEI10 1 cAMP i cGMP Testis, §titnjaca, strijatum

PDEI11 1 cAMP i cGMP Kavernozno tijelo, hipofiza, jetra, bubrezi,

.....

.....

.....

Regulacijski dio, smjesten na amino—terminalnom kraju monomera, ukljucuje fosforilacijsko
mjesto, dva alostericka ¢cGMP-vezna mjesta i dio za dimerizaciju (mjesto vezanja drugog
monomera). Reakcijski dio, smjeSten na karboksi—terminalnom kraju monomera, sadrzi
kataliticku domenu s dva Zn** vezna mjesta i cGMP—vezno mjesto. Za razgradnju supstrata
PDES5 (cGMP), molekula supstrata najprije mora zauzeti alostericku domenu regulacijskog
dijela, dok protein kinaza G (PKG) mora fosforilirati enzim, $to uzrokuje promjenu
konformacije reakcijskog dijela enzima i izlaganje katalititke domene prema cGMP—veznom
mjestu, gdje supstrat zatim prolazi kroz degradaciju®?*. PDES enzim regulira funkciju putem
dostupnosti, odnosno koncentracije supstrata unutar stanice. Klasi¢ni inhibitori PDE i
kompetitivni, selektivni analozi cikli¢kog nukleotida cGMP-a djeluju samo na reakcijski dio

PDES, a ne na regulacijski dio enzima.
2.1.1. Inhibitori enzima fosfodiesteraze tipa 5

PDE-5I skupina su lijekova koji se koriste za lije¢enje muskaraca s erektilnom disfunkcijom

(impotencijom). Do danas u svijetu postoji nekoliko komercijalno dostupnih PDE-5I. Prva tri
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odobrena PDE~5] su sildenafil citrat (Viagra®, Pfizer, SAD), tadalafil (Cialis®, Eli Lilly, SAD)
i vardenafil hidroklorid (Levitra®, Bayer, Njemacka).

Sildenafil citrat, trgovadkog imena Viagra®, proizvodaca Pfizera, prvi je odobreni PDE—5]
za lijeGenje ED. Primamno je Viagra bila namijenjena za lijeCenje angine pektoris, no zbog
prijavljenih nuspojava, ukljutujuéi erekciju penisa te nekoliko objavljenih studija o njezinom
moguéem mehanizmu djelovanja, Pfizer je ubrzo preusmjerio istraZivacki fokus s angine
pektoris na ED. Krajem 1993. godine, provedene su prve klinicke studije s primjenom
sildenafila na pacijentima s ED?*. Sildenafil se pokazao vrlo udinkovitim, s prikladnim
farmakokinetic¢kim i farmakodinamic¢kim svojstvima, §to je dovelo do provedbe dodatnih
studija i razvojnih programa na veéem broju sudionika i razli¢itim skupinama bolesnika s ED?’,
Sildenafil je odobren od strane FDA i EMA 1998. godine®*. Preporucene doze su 25, 501 100
mg, a utinkovitost lijeka traje do 12 sati, s po&etkom otprilike 30 minuta nakon uzmanjaZ®.

Vardenafil, trgovatkog imena Levitra®, proizvodaga Bayer, drugi je odobreni PDE-5I za
lijeCenje ED. Vardenafil je priblizno 10 puta potentniji od sildenafila u inhibiciji PDES, zbog
¢ega se preporuduje u nizim dozama od 5, 10 i 20 mg. Njegovo djelovanje zapoc€inje 15 do 30
minuta nakon primjena, a udinkovitost traje do 12 sati*¢28,

Tadalafil, trgovadkog imena Cialis®, proizvodada Elli Lilly, dostupan je na trZistu od 2003.
godine. Poznat je i pod nazivom “vikend pomo¢” jer ima produljeni u¢inak do 36 sati nakon
uzimanja §to je znatno dulje u usporedbi sa sildenafilom i vardenafilom. Preporuc¢ene doze su
5,101 20 mg?s*>%,

Avanafil, trgovagkog naziva Stendra®, proizvodada Vivus Inc., PDE-5I je druge generacije,
odobren od FDA 2012. godine, a od EMA—e 2013. godine. Dostupan je u obliku tableta u
dozama od 50, 100 i 200 mg. Maksimalnu koncentraciju u plazmi (Tmax) postize 30 — 45 minuta
nakon uzimanja, a djelovanje zapo¢inje ve¢ 15 min od uzimanja. Medutim, u usporedbi sa
ostalim PDE-5I, avanfil ima najkratu uéinkovitost, koja traje oko 6 sati?*. Tablica 2.
prikazuje farmakokineti¢ka i farmakodinamicka svojstva sildenafila, vardenafila, tadalafila i
avanafila.

Kasnije su odobreni i udenafil (Zydena®, Dong—A Pharmaceutical Co. Ltd) u Juznoj Koreji
i Malaziji, mirodenafil hidroklorid (Mvix®, SK Chemicals Life Science) u Juznoj Koreji, i
lodenafil karbonat (Helleva®, Cristalia Produtos Quimicos e Farmaceuticos) u Brazilu?. Iz ove
skupine lijekova u Republici Hrvatskoj za lijeCenje ED registrirani su lijekovi koji kao

farmakoloski aktivne tvari sadrze sildenafil, vardenafil, tadalafil i avanafil.
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Tablica 2. Farmakokineti¢ka i farmakodinamicka svojstva sildenafila, vardenafila, tadalafila i

avanafila?®?°,
Sildenafil Vardenafil Tadalafil Avanafil
Parametar . i ®
(Viagra®) (Levitra®) (Cialis®) (Stendra®)
Terapeutske doze (mg) 25,50, 100 5,10, 20 5,10, 20 50, 100, 200
Pocetak djelovanja (min) 30-60 15-30 1545 15
Timax (min) 60 60 120 30-45
U€inkovitost (h) 12 12 35 6
Metabolizam CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4 CYP3A4
L 80 % feces  91-95 % feces 61 % feces 62% feces
Eliminacija } )
13 % urin 2—6 % urin 36 % urin 21 % urin
ICs0 (nM) 1,6 0,1 4,0 52
Ostale PDE inhibicije PDEI, PDE6 PDEL. PDE6 PDE“ PDE_6
(mreZnica) ’ (misici) (mreznica)

Tmax — vrijeme potrebno da lijek dosegne maksimalnu koncentraciju; CYP3A4 — citokrom
P3A4; ICso — koncentracija spoja inhibitora pri kojoj se postiZze 50 % maksimalne inhibitorne
aktivnosti

Osnovna fizikalno — kemijska svojstva odobrenih PDE-5I navedena su u Tablici 3, dok njihove

strukture prikazuje Slika 1.

Tablica 3. Fizikalno—kemijska svojstva odobrenih PDE-512132,

Mol. masa ..
Analit Formula logK,w PKa i PK.2 Topljivost u
g mol-! vodi (mg mL-)

Sildenafil C2H30Ns04S 474,6 2,75 11,14 5,99 3,5
Vardenafil C23H3oN604S 488,6 2,79 11,75 6,21 0,11
Avanafil Ca3H26CIN7O3 483,9 2,4 12,35 5,55 gotovo netopljiv
Tadalafil C2H19N304 389,4 1,42 15,17 -4.2 gotovo netopljiv
Udenafil C25H36N604S 516,7 - 10,25 8,44 0,079
Mirodenafil C26H37N505S 531,7 - 7,69 5,83 0,181
Lodenafil

Ca7He2N12011S2 1035,2 = 7,6 5,47 0,092
karbonat

logK, —koeficijent raspodjele oktanol-voda; pK, — konstanta disocijacije kiseline
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Slika 1. Kemijske strukture PDE-5I navedenih u Tablici 3. Strukture su izradene pomocu

programa ChemDraw.
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2.1.2. Erektilna disfunkcija

Erektilna disfunkcija definira se kao nemoguénost postizanja i odrzavanja erekcije dostatne
za zadovoljavajuéi spolni odnos'. Epidemioloke studije su pokazale porast incidencije i
prevalencije ED—a. Prema procjenama, danas u Europskoj Uniji od ED—a boluje oko 40
milijuna muskaraca, a predvida se da ¢e se do 2025. godine taj broj udvostruéiti. Prevalencija
ED medu muskarcima u dobi od 40 do 49 godina iznosi 2 % — 9 %, a povecava se na 20 % —
40 % u skupini od 60 do 69 godina. Kod mugkaraca starijih od 70 godina, prevalencija
premasuje 50 %>>75. Za postizanje erekcije potrebno je nekoliko preduvijeta: odgovarajuce
psihicko zdravlje, normalne hormonalne funkcije, neoSteen mozak i Zivéani sustav te dotok
odgovarajuce koli¢ine krvi u penis. Uzroci ED se dijele na organske i psihogene. Organski uzroci
su: koronarne bolesti (arteroskleroza, krvoZilni poremecaji, hipertenzija, hiperkolesteromija, infarkt
miokarda), dijabetes, prostatektomija i uzimanje lijekova (antihipertenzivi, antidepresivi,
antipsihotici, antihistaminici), neuroloske bolesti, endokrinopatije, traume i dr. Psihogeni uzroci
ED-a su tjeskoba, stres, depresija, problemati¢no obiteljsko okruZenje, strah od neuspjeha.
Osim navedenih, brojne druge bolesti i stanja mogu pridonijeti razvoju ED?*¢*7. Ovaj problem
moZe biti prolazan ili trajan, a isto tako moZe imati znalajan utjecaj na kvalitetu Zivota
muskaraca, ali se danas sve vi$e prepoznaje kao medicinski problem koji moZe biti uspjesno

lijeCen.
2.1.3. Mehanizam djelovanja PDE-5I u lije¢enju ED

Potpuno razumijevanje mehanizma erekcije penisa kljuéno je za obja$njenje na¢ina na koji
PDE-3I postizu svoje pozitivne uéinke. Funkcionalno stanje penisa, bilo da je u opustenom
(flacidnom) stanju ili erekciji, odredeno je tonusom glatkih miSi¢a. Simpaticki ¢imbenici
odrzavaju opusteno stanje, dok parasimpatic¢ki ¢imbenici poticu opustanje glatkih misi¢a, $to
rezultira erekcijom. DuSikov(Il) oksid (NO), kljuéni je medijator opustanja glatkih migiénih
vlakana penisa. NO potreban za postizanje erekcije moZe potjecati iz dva glavna izvora: izravno
iz parasimpatiCkih Zivaca ili neizravno iz endotelnih stanica poznatih kao kavernozno tijelo (lat.

corpus cavernosum) i krvnih Zila penisa, kao odgovor na kolinergi¢nu stimulaciju. Opéenito,

Slika 2. prikazuje mehanizam djelovanja PDE-5I u lije¢enju ED.
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Slika 2. Mehanizam djelovanja PDE-5I u lije¢enju ED'.

NO se sintetizira iz aminokiseline L—arginin djelovanjem enzima duSikov(II) oksid—sintaze
(engl. Nitric Oxide Synthase, NOS). Tijekom seksualne stimulacije, endotelne stanice i Ziv€ani
zavrieci penisa oslobadaju NO direktno u penis*’. NO zatim difundira u citoplazmu glatkih
miSi¢nih stanica i veZe se za intracelularnu topivu guanilat ciklazu (GC), inducirajuéi njezinu
konformacijsku promjenu. Kao rezultat toga, guanozin trifosfat (GTP) pretvara se u cGMP
putem katalitikog puta'®. Poveéanje intracelularne razine cGMP—a aktivira cGMP ovisnu
proteinsku kinazu (PKG), koja zauzvrat smanjuje intracelularnu razinu kalcija (Ca*") putem
fosforilacije specifi¢nih membranskih proteina stanica glatkog misiéa (fosfolambina)*!.
Smanjenje koncentracije Ca** kao i fosforilacija fosfolambina posredstvom NO-a, kljuéni su
za relaksaciju misiéa i postizanje erekcije tijekom seksualne stimulacije!®*!.

Nakon prestanka seksualne stimulacije, razina NO koja se oslobada iz parasimpatickih Zivaca

.....

.....

se kontrahiraju, a penis postaje sve meksi zbog smanjenog dotoka krvi u kavernozna tijela®?.
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Enzim PDES, razgraduje cGMP u neaktivni GMP, $to dovodi do smanjenja erekcije. Ova
razgradnja odvija se na katalititkom mjestu u prisutnosti vezanog cinka'’. PDE-5I smanjuju
aktivnost PDE5 natjecu¢i se s ciklickim GMP-om, &ime posljediéno smanjuju njegovu
razgradnju i poveéavaju ufinke NO-a. Ovaj proces odrzava poviSenu razinu ¢cGMP-a i

produzuje erekciju?’.
2.1.4. Nuspojave

PDE-5I su vrlo u€inkoviti u lijeenju ED, ali ako se koriste bez lije¢ni¢kog nadzora mogu
biti Stetni za zdravlje zbog razliitih nuspojava i interakcija®. Naime, niti jedan od inhibitora
nije selektivan samo za PDES5 receptor, ve¢ dolazi do unakrsne reaktivnosti s drugim
izoenzimima PDE, $to rezultira razli¢itim nuspojavama. Naj¢e$¢e nuspojave specifiéne za ovu
Klasu lijekova ukljuéuju glavobolju, crvenilo lica (najizraZenije kod sildenafila), zadepljenje
nosa ili rinitis, dispepsiju, bolove u ledima i mialgiju. Mialgija je povezana s visokom
reaktivnost s tadalafilom. Osim toga, mogu se javiti poremecaji percepcije boja (plava
izmaglica) $to je posljedica visoke koncentracije enzima PDE6 u mreZnici, zbog &ega su
retinalne stanice osjetljive na PDE-51. Ovaj uéinak je posebno izraZen kod sildenafila, koji ima
visok afinitet za inhibiciju PDE6 u PDES5. Ostale moguée nuspojave uklju¢uju hipotenziju i
vrtoglavicu*>#,

Rjede, ali ozbiljnije nuspojave ukljuéuju prijapizam (dugotrajna i bolna erekcija), gubitak sluha,
iznenadni gubitak vida, kao i potencijalno povecan rizik od melanoma i raka prostate*?.

Istodobna primjena svih PDE-5I sa nitratima, poput nitroglicerina, izosorbid mononitrat i
gliceril trinitrata, kontraindicirana je, jer kod bolesnika s teZim kardiovaskularnim
poremecajima moZe pojadati vazodilatorni i hipotenzitivni u¢inak*. Svi PDE—5I primamo se
metaboliziraju putem izoenzima 3A4 citokroma P450 (engl. Cytochrome P450 Family 3
Subfamily A Member 4, CYP3A4). Zbog toga ih treba primjenjivati s oprezom u kombinaciji s
inhibitorima CYP3A4 (ketokonazol, itrakonazol, eritromicin, klaritromicin, ritonavir, sok
grejpa) koji mogu povecati njihove koncentracije u plazmi. Takoder, preporucuje se
izbjegavanje istodobne primjene s induktorima CYP3A4 (rifampicin, karbamazepin, fenitoin)

koji mogu smanjiti koncentraciju PDE-5I u plazmi i time oslabiti njihovo djelovanje*’.
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2.2. Dodaci prehrani

Dodaci prehrani (engl. Food Supplements) definiraju se kao pripravci proizvedeni iz
koncentriranih izvora hranjivih tvari ili drugih tvari s hranjivim ili fizioloSkim u¢inkom, a koji
imaju svrhu dodatno obogatiti uobidajenu prehranu u cilju odrzavanja zdravlja. Hranjivim
tvarima u dodacima prehrani smatraju se vitamini i minerali, dok se u druge tvari ubrajaju
aminokiseline, masne kiseline, vlakna, organi i ekstrakti biljnih vrsta, mikroorganizmi, jestive
gljive, alge, péelinji proizvodi i druge tvari s hranjivim ili fizioloskim u€inkom. Na trZiSte se
stavljaju u dozirnim oblicima poput kapsula, pastila, tableta, kao i u obliku vrecica sa prahom,
ampula s tekué¢inom, boéica s kapaljkom te drugih sli¢nih oblika tekuéine i praha namijenjenih
za konzumaciju u odmjerenim koli¢inama>*. Za proizvodnju biljnih pripravaka koriste se
svjeZi ili osuSeni dijelovi biljaka, bilo cijeli ili u segmentima (korijen, list, plod, cvijet), kao i
Ciste tvari biljnog podrijetla te proizvodi dobiveni iz navedenih biljnih vrsta. Popis odobrenih
ljekovitih biljnih vrsta reguliran je Pravilnikom o hrani za posebne prehrambene potrebe
Republike Hrvatske .

Ljudi su od davnina koristili biljne lijekove za prevenciju bolesti i o¢uvanje zdravlja, kao 1
za ublaZavanje i lijeCenje razli¢itih zdravstvenih tegoba. Posljednjih godina, biljni sastojci sve
su vise ukljuceni u lijekove, dodatke prehrani, nutraceutike, homeopatske pripravke, hranu i
kozmetiku'®. Tijekom posljednjih nekoliko desetljeéa upotreba biljnih lijekova i dodataka
prehrani uvelike je porasla u cijelom svijetu. Povecana potro$nja ovih proizvoda medu
razli€itim skupinama potroSac¢a povezana je s nizom ¢imbenika, ukljuéujuéi:

a) rastuce nepovjerenje prema konvencionalnoj medicini i farmaceutskim proizvodima te sve
veci interes za alternativne terapije,

b) uvjerenje kako su biljni proizvodi “prirodni”, “zdravi” i sigurniji,

¢) sve izraZeniji trend samolije€enja, kojim pojedinci nastoje preuzeti vecu kontrolu nad
vlastitim zdravljem i dono$enjem odluka koje na njega utjedu!%*’.

Dodaci prehrani $iroko se koriste u razli¢ite svrhe, ukljuujuéi uravnoteZenje prehrane,
regulaciju tjelesne mase, poboljSanje sportske izvedbe, odrzavanje zdravlja, prevenciju
kroniénih bolesti, poboljSanje izgleda, poboljSanje seksualne potencije i druge ciljeve*’*.
Medutim, rastuéa popularnost i konzumacija velikih koli¢ina dodataka prehrani izazivaju

zabrinutost zbog njihove sigumosti i mogucih zdravstvenih rizika. Problemi mogu nastati
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uslijed nepravilne primjene proizvoda, dodataka prehrani, interakcije s propisanim lijekovima,
lose kvalitete, upitne &istoce, ja¢ine i/ili sastava*’.

U Sjedinjenim Ameri¢kim DrZavama, nadleZno tijelo za regulaciju dodataka prehrani i
lijekova je FDA. Za razliku od lijekova, FDA ne provodi prethodna ispitivanja u¢inkovitosti i
sigurnosti za svaki dodatak prehrani prije nego $to se stavi na trZiste. Proizvodati su duzni
osigurati dokaze da njihovi proizvodi nisu $tetni te da su proizvedeni u skladu s dobrom
proizvodackom praksom (engl. Good Manufacturing Practice, GMP), no unato¢ tome, dodaci
prehrani mogu se lako plasirati na trZiste i prije provjere*. Ova moguénost jednostavnog ulaska
na trziSte izaziva zabrinutost u pogledu kvalitete 1 sigurnosti proizvoda. Kontrola se naje$ce
provodi putem prijava potroSaca ili kao dio redovitih inspekcijskih pregleda na trZiStu.
Nedostatak odgovomosti proizvodaca i nedovoljan nadzor nadleZnih institucija, doveli su do
ucestalijih upozoravajucih izvjestaja na stranicama FDA-a 1 u javnim medijima o prisutnosti
zabranjenih aktivnih sastojaka u biljnim proizvodima, §to moZe predstavljati ozbiljnu prijetnju
ljudskom zdravlju®®.

U Europskoj uniji, kojoj pripada i Hrvatska, dodaci prehrani regulirani su zakonodavstvom
o hrani, temeljenim na Direktivi 2002/46/EZ> Europskog parlamenta i VijeCa. Ova direktiva
uskladuje zakone drZava ¢lanica u vezi s dodacima prehrani te propisuje zahtjeve koje proizvodi
moraju ispunjavati kako bi bili dostupni na trzi$tu EU. Drzave ¢lanice obvezne su osigurati da
dodaci prehrani ispunjavaju odredbe Direktive, $to uklju¢uje regulaciju sastojaka koji se mogu
koristiti, odredivanje dopusStenih doza, pravila oznaCavanja te sigurnosne zahtjeve. Ako
proizvoda¢ Zeli plasirati dodatak prehrani na trziste EU, a odredeni izvor hranjivih tvari ili
hranjiva tvar nije navedena u Direktivi 2002/46/EZ>, mora podnijeti zahtjev za odobrenje
Europskoj komisiji. U tom postupku, proizvodal treba prikupiti i dostaviti relevantne
informacije o sastojku, ukljuCujuéi podatke o sigurnosti, u¢inkovitosti i primjenjivosti u
dodacima prehrani. Nakon podnoSenja zahtjeva, Europska agencija za sigumost hrane (engl.
European Food Safety Authority, EFSA) provodi znanstvenu procjenu sigurnosti i u¢inkovitosti
tvari. Na temelju rezultata procjene, Europska komisija donosi odluku o odobrenju ili odbijanju
tvari za uporabu u dodacima prehrani.

Kao ¢lanica EU-a, Hrvatska, primjenjuje nacionalnu regulativu iz podrucja hrane,
uklju¢ujuéi Pravilnik o dodacima prehrani*’ koji je podzakonski akt Zakona o hrani’!. Ova
regulativa uskladena je s odredbama EU Direktive 2002/46/EC>, a nadleZnost za provedbu i

nadzor na nacionalnoj razini imaju drZavne institucije. Time se osigurava da dodaci prehrani
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dostupni na Hrvatskom trZistu zadovoljavaju iste standarde sigurnosti i kvalitete kao 1 oni u
ostatku EU. Dodaci prehrani nalaze se u nadleZnosti Ministarstva zdravstva. Buduéi da nisu
namijenjeni lijeCenju bolesti, ne prolaze rigorozan postupak odobravanja poput lijekova. Njihov

sastav, oznafavanje i stavljanje na trziSte regulirani su Zakonom o prehrambenim i

2

zdravstvenim tvrdnjama te hrani obogadenoj nutrijentima®’, Pravilnikom o dodacima

prehrani®®, Pravilnikom o uvjetima za uvr$tavanje u program monitoringa i provedbu programa
monitoringa dodataka prehrani®>. U EU i Republici Hrvatskoj, zabranjeno je stavljanje u promet
proizvoda s tvrdnjama koje bi mogle dovesti potroSace u zabludu.

Kontrola kakvofe dodataka prehrani odnosi se na ispitivanje zdravstvene i sanitarne
ispravnosti, ali ne i na ispitivanje farmaceutske kakvoce, sigurnosti i djelotvornosti, kao §to je
to propisano za lijekove. Kontrola zdravstvene ispravnosti dodataka prehrani ukljucuje
testiranje na prisutnost odredenih dopustenih ili zabranjenih kontaminanata poput teSkih metala
i pesticida, kao i testiranje na aditive, vitamine, alergene, te na prisutnost ilegalnih
farmakologkih sastojaka*.

Unato¢ Sirokom rasponu propisa, problemi sa sigurno§¢u hrane mogu se pojaviti u razli¢itim
drzavama ¢lanicama, §to je dovelo do uspostave Sustava brzog uzbunjivanja za hranu i hranu
za zivotinje u EU (engl. Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF). RASFF omogucava
nadzor vlasti kroz brz i u€inkovit mehanizam razmjene informacija i obavijesti koje izdaju
drzave ¢lanice EU. Tim podacima, drzave ¢lanice mogu poduzeti odgovarajuce mjere, upozoriti

potrosace i povuéi odredene proizvode s trZista®®,
2.2.1. Patvorenje dodataka prehrani

Povecana dostupnost i nekontrolirana uporaba dodataka prehrani i biljnih pripravaka,
popracena je i povecanom ucestalo$éu patvorenja ovih proizvoda raznim kontaminantima i
ilegalnim tvarima. Konzumacija takvih patvorenih, kontaminiranih ili pogre$no oznacenih
proizvoda predstavlja znaGajan zdravstveni rizik®. Ovi rizici ukljuéuju izloZenost kemijskim
kontaminantima (npr. biljnim toksinima®, pesticidima®®, mikotoksinima®’ ili te$kim
metalima’®), alergijskim reakcijama te interakcijama prirodnih komponenti s nedeklariranim
lijekovima®**%, Drugi ozbiljni rizici mogu proizaéi iz namjernog dodavanja ilegalnih sintetskih
tvari (npr. odobrenih receptnih lijekova i njihovih strukturnih analoga, lijekova koji nisu

podvrgnuti klini¢kim ispitivanjima ili lijekova koji su povuceni iz upotrebe zbog ozbiljnih
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uspojava) s ciljem postizanja trenutnog farmakoloskog djelovanja ili pojatavanja navodnog
biolodkog uginka®'. Ove ilegalno dodane tvari, koje se dodaju dodacima prehrani ili biljnim
sirovinama u proizvodnji, ponekad znalajno premasuju terapijsku dozu pojedinog lijeka®.
Nazalost, slabi sustavi kontrole kvalitete, neadekvatne zakonske mjere 1 nekontrolirani kanali
distribucije (npr. internet) pridonose ponudi nekvalitetnih proizvoda koji svojim Stetnim
djelovanjem predstavljaju ozbiljan problem za sigurnost hrane i zdravlje ljudi, jer potro3adi nisu
svjesni rizika povezanih s konzumacijom takvih proizvoda!'?.

Ovisno o namjeni dodatka prehrani, ilegalno se dodaju farmakoloski aktivne tvari, poput
PDE-51'2628 lijekova za mriavljenje'>®*%, nesteroidnih protuupalnih lijekova (engl.
Non—Steroidal Anti—Inflammatory Drugs, ~NSAID)!>%%¢7  lijekova za hipertenziju®s,
antidijabetickih lijekova'# ili anabolitko—androgenih steroida”. Dodatni problem predstavlja
upotrebu analoga ovih tvari za koje nisu dostupne farmakoloske studije, kao i koristenje
lijekova sumnjive kvalitete'. Prema istraZivanjima provedenim u razdoblju od 2009. do 2019.,
najveci postotak patvorenja zabiljeZen je upravo kod dodataka prehrani namijenjenih za pomo¢
u lije¢enju problema s ED—om (44,7%), nakon ega slijede dodaci za regulaciju tjelesne mase
odnosno mrsavljenje (38,7%), dodaci prehrani za sniZavanje visokog krvnog tlaka (12,7%) i

dodaci prehrani za dijabeticare (4,0%), kako je prikazano na Slici 3%°.

WED
= Pretilost
i Hipertenzija

Dijabetes

Slika 3. Izvjestaj o patvorenju dodataka prehrani u periodu od 2009. — 2019. godine®”.
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U dodacima prehrani za koje se tvrdi da reguliraju Secer u krvi ili lijece dijabetes, prijavljeni su
razli¢iti lijekovi za sniZavanje $eCera u krvi. Najde3Ce otkriveni antidijabetici u dodacima
prehrani su: glibenklamid (derivat sulfoniluree), rosiglitazon (derivat tiazolindiona) i
metformin (derivat bigvanida)!>%. IstraZivanja su pokazala da su krivotvoreni dodaci prehrani
koji navode ulinkovitost u sniZavanju ili odrzavanju optimalnog krvnog tlaka prvenstveno
sadrzavali amlodipin, indapamid, valsartan, klonidin i hidroklorotiazid®®. NSAID lijekovi
uglavnom su pronadeni u dodacima prehrani namijenjenim lije€enju reumatoidnog artritisa,
ekcema ili kroni¢nih bolova u ledima. Analizom su detektirani sljedeci lijekovi: fenilbutazon,
aminopirin, indometacin, hidrokortizon, deksametazon, ibuprofen, diklofenak, salicilna
kiselina i naproksen'>%%%7_ Dodaci prehrani koji se reklamiraju kao sredstva za aktivaciju
metabolizma i sagorijevanje masti Cesto su patvoreni sa stimulansima te su zabiljeZene velike
koli¢ine nedeklariranih sastojaka poput kofeina, efedrina i njegovih analoga (pseudoefedrin,

671 Ozbiljan problem

metilefedrin), metilendioksimetamfetamin ili B—metilfenetilamin
predstavlja i patvorenje proizvoda za izgradnju misi¢a anabolic¢kim androgenim steroidima i
njihovim analozima. Koristenje dodataka prehrani obogacenih stimulansima i anaboli€¢kim
steroidima povezano je s visokim rizikom otkrivanja slu¢ajeva dopinga budu¢i da su sportasi

glavna skupina potro$aca’.

2.2.2. PDE-51i njihovi analozi u dodacima prehrani

PDE-5I poput sildenafila, tadalafila i vardenafila, zajedno s njihovim neodobrenim
analozima, ¢ine veliku i znaajnu skupinu farmaceutski aktivnih tvari koje se dodaju
proizvodima radi pobolj$anja ED?’. Neodobreni analozi ovih lijekova nastaju minimalnim
strukturnim modifikacijama odobrenih PDE-5I, poput preuredenja jednog ili viSe atoma ili
dodavanje/eliminacija funkcionalnih grupa. Njihova uporaba raste jer proizvodaci na taj na€in
nastoje izbjeéi otkrivanje patvorenja tijekom rutinskih kontrolnih ispitivanja”. Razlog porasta
uporabe prirodnih proizvoda za ED je Siroka dostupnost, diskretnost, anonimnost te prihvatljiva
cijena’. Procjenjuje se da je u Europi kupljeno oko est milijuna ilegalnih proizvoda koji sadrze
PDE-5I izvan sluzbenog zdravstvenog sustava’. Do danas je u znanstvenoj literaturi
zabiljezeno oko 90 neodobrenih analoga PDE-5I i taj broj neprestano raste’. Neodobreni
PDE-5I analozi mogu imati sliénu, ali i potpuno razli¢itu farmakolosku u¢inkovitost u odnosu

na odobrene PDE—5I. Posebno zabrinjava &injenica da ovi strukturni analozi nisu klinicki
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1spitani u pogledu djelotvornosti, sigurnosti, toksi¢nosti i mehanizma djelovanja. Promjene u
njihovoj molekularnoj strukturi mogu znaéajno utjecati na apsorpsiju, distribuciju, metabolizam
1izlu¢ivanje, $to povecava rizik od nepoznatih nuspojava’®. Na primjer, analog sildenafila,
propoksifenil-tiohidroksihomosildenafil, pokazuje 10 puta veéu inhibiciju enzima PDES u
odnosu na sildenafil, $to znaé¢i da moZe izazvati ozbiljnije nuspojave pri istoj dozi®?. Analozi
sildenafila najée$Ce su detektirani u dodacima prehrani u usporedbi s ostalim PDE~5]
analozima. Razlog tome je niska cijena i lako dostupne sirovine potrebne za njihovu sintezu,
kao i ¢injenica da je sinteza sildenafila iz Pfizerovog patenta omoguéila razvoj stotina aktivnih
analoga. Sto se tite, analoga tadalafila, broj koraka u sintezi je relativno mali, no klju¢ni
sastojak, piperonal, zajedno s njegovim analozima, strogo je kontroliran od strane
Medunarodnog odbora za kontrolu narkotika (engl. International Narcotics Control Board,
INCB)”". Piperonal se takoder koristi u proizvodnji 3,4-metilendioksimetamfetamina
(MDMA, popularni naziv ecstasy) i uvrsten je na crvenu listu prekursora i kemikalija koje se
Cesto koriste u ilegalnoj proizvodnji droga i psihotropnih tvari’®. Zbog toga su analozi tadalafila
rjede detektirani, unato¢ jednostavnijoj sintezi i znatno duljem trajanju djelovanja (36 h) u
usporedbi sa sildenafilom (4 h). Vardenafil ima najbrzi pocetak djelovanja, ali i najkrade
trajanje ucinka u usporedbi sa sildenafilom i tadalafilom §to moZe biti razlog za$to su njegovi
analozi najmanje zastupljeni na trZi$tu patvorenih proizvoda®’. Do danas, nisu zabiljeZeni
slu¢ajevi patvorenja s avanafilom ili njegovim analozima.

Podaci iz RASFF-a pokazuju da je krivotvorenje dodataka prehrani s PDE—5I i njihovim
analozima, kako ranije poznatim tako i novootkrivenim, stalno prisutno te biljeZi rastuéi trend.
Predvida se da ¢e globalna prevalencija ED—a dose¢i 322 milijuna muskaraca do 20253,
Istovremeno, procjenjuje se da ¢e legalno globalno trziste PDE-5I u farmaceutskoj industriji
porasti za 3,78 milijardi USD uz sloZenu godi$nju stopu rasta (engl. Compound Annual Growth
Rate, CAGR) od 6,85 % izmedu 2023. i 2028. godine’”. Zanimljivo je da u Hrvatskoj, zemlji s
priblizno 3,8 milijuna stanovnika, prema bazi lijekova Hrvatske agencije za lijekove, postoji
¢ak 48 odobrenih lijekova ATC koda (engl. Anatomical Therapeutic Chemical, ATC,
Classification System) GO4BE (lijekovi namijenjeni lije¢enju ED) koji se izdaju iskljucivo na
recept’®. S druge strane, globalno triste dodataka prehrani za seksualno zdravlje ocekuje
znaCajan rast, s procijenjenih 2,548 milijardi USD u 2022. na 4,201 milijardu USD do 2028.,
uz CAGR od 8,69 %”°. Posljednjih godina prodaja lijekova i dodataka prehrani putem interneta

ubrzano raste diljem svijeta, $to dodatno doprinosi Sirenju i legalnog i ilegalnog trZista
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proizvoda za lije¢enje ED—a. Kao $to su pokazale prethodne studije, krivotvoreni dodaci
prehrani koji sadrze PDE-5I inhibitore, njihove analoge ili njihove razli¢ite kombinacije

predstavljaju znadajan farmakoloski i toksikoloski rizik za javno zdravlje>!%%0,

2.3. Metodologija odredivanja PDE-5I u dodacima prehrani

2.3.1. Postupci pripreme uzoraka

Odabir optimalnih parametara za pripremu uzoraka ovisi o brojnim ¢imbenicima,
ukljucujuéi sloZenost i prirodu matrice uzorka, dozirni oblik, osjetljivost analiticke metode te
ukupno trajanje analitiCkog postupka. U veéini studija temeljenih na LC-MS 1 CE-MS,
priprema uzoraka temelji se na minimalistiCkom pristupu, bez primjene sloZenih tehnika
pro¢i§¢avanja. Najéesce se koristi princip “razrijedi i mjeri” (engl. Dilute and Shoot). Za krute
uzorke dodataka prehrani poput tableta, sadrzaja kapsula i prahova, ovaj pristup ¢esto ukljucuje
jednostavnu ekstrakciju organskim otapalima poput metanola®!#2 ili acetonitrila'* kao i njihovih
smjesa s vodom!”***° nakon &ega se dobiveni ekstrakt razrjeduje odgovajuéim otapalom.
Uzorci u tekuéem obliku obiéno se samo razrijeduju odgovaraju¢im otapalom. Ovaj
jednostavan i brz postupak ukljucuje homogenizaciju uzorka, zatim slijedi mijeSanje putem
treSenja, sonikacije ili vrtloZenja, nakon Cega slijedi centrifugiranje, filtriranje i razrjedivanje
dobivenog ekstrakta. Iako ovakva priprema uzoraka ne zahtijeva dodatne sloZene korake
pro¢is¢avanja, mozZe doci do istovremene ekstrakcije nezZeljenih spojeva koji mogu ometati
analizu PDE-51. Vrijeme potrebno za pripremu uzoraka ovom metodom uglavnom ovisi o
trajanju ekstrakcije i centrifugiranja te se kre¢e izmedu 10 i 35 minuta®. U slu¢ajevima kada se
koristi tehnika vezanog sustava plinska kromatografija—spektrometrija masa (engl. Gas
Chromatography—-Mass  Spectrometry, GC-MS), &esto je potrebna derivatizacija
niskohlapljivih analita, $to produljuje vrijeme pripreme uzoraka na 20 do 30 minuta, ovisno o
analitu i koriStenom derivatizacijskom sredstvu®%87,

Osim u sadrzaju kapsula, ilegalne tvari mogu biti prisutne i u samim ljuskama kapsula.
Na primjer, u ljuskama kapsula biljnih pripravaka za dijabetes otkriveni su tragovi
rosiglitazona, dok taj spoj nije bio detektiran u samom sadrZaju kapsule®. Sli¢no, Lanzarotta i

suradnici identificirali su prisutnost tadalafila u ljuskama kapsula proizvoda namijenjenih
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lijeGenju erektilne disfunkcije®. Ova praksa omoguéuje prikrivanje ilegalnih sastojaka,
oteZavajuci njihovo otkrivanje standardnim analiti€kim postupcima.

Do danas je samo mali broj studija koristio alternativne tehnike ekstrakcije, poput
ckstrakcije na &vrstoj fazi® (engl. Solid Phase Extraction, SPE), tekuéinsko-tekuéinske
ekstrakcije’?? (engl. Liquid—Liquid Extraction, LLE) te QuUEChERS postupka (engl. Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe). QuEChERS postupak temelji se na ekstrakciji
uzorka mjeSavinom acetonitrila i vode, nakon Cega se organska i vodena faza razdvajaju
dodavanjem soli. U ovom postupku veéina polarnih komponenti ostaje u vodenoj fazi, dok se
ciljani analiti prenose u acetonitril®>. Ovaj je postupak prvotno razvijen za analizu ostataka
pesticida u biljnim matricama, a kasnije je primijenjen za detekciju drugih kontaminanata,
poput mikotoksina u hrani, hrani za Zivotinje i biljnim dodacima prehrani®’. Postupak
QuUEChERS, pokazao se korisnim za simultanu izolaciju i pro¢iséavanje vise farmaceutskih
spojeva i biljnih toksina iz biljnih dodaka prehrani prije LC-MS analize, pri ¢emu je vrijeme
pripreme uzorka iznosilo otprilike 65 min®. Vrijeme pripreme produljeno je zbog potrebe za
prethodnim namakanjem suhih uzoraka u vodi (30 minuta) kako bi se poboljsalo iskoristenje
ekstrakcije biljnih toksina. U nekim su studijama dodani dodatni koraci ¢i$éenja radi uklanjanja
koekstrahiranih komponenti matrice, ukljudujuéi disperzivno prodi§éavanje (engl. Dispersive
Solid Phase Extraction, dSPE) pomocu oktadecilsilil (C18) sorbenata ili primarnih sekundarnih
amina (PSA)®**%5. dSPE je brz postupak protiséavanja koji ukljuéuje dodavanje sorbenta u
alikvot ekstrakta uzorka, nakon ¢ega slijedi kratko mijesanje (1-2 minute) i centrifugiranje. U
usporedbi s dSPE metodom, SPE ¢&icenje pomocu patrona zahtijeva vie vremena (ne manje

od 30 minuta po uzorku), ali omogucéuje temeljitije pro¢is¢avanje ekstrakata.

2.3.2. Analiticke tehnike za odredivanje PDE-51

Analiti¢ke tehnike za odredivanje PDE—5] i njihovih analoga u razli¢itim vrstama uzoraka
moraju biti visoko selektivne. Osim pripreme uzorka, klju¢ni korak za uspjesnu analizu ¢esto
je 1 pravilan odabir instrumentalne tehnike. Za detekciju PDE-51 i njihovih analoga u biljnim
pripravcima predloZene su razli¢ite neinstrumentalne i instrumentalne tehnike. Medutim,
vecina objavljenih istraZivanja fokusirala se isklju¢ivo na biljne pripravke u dozimim oblicima
poput kapsula i tableta, dok su prehrambeni proizvodi rijetko bili obuhvaéeni. Tek je nekoliko

studija specifi¢no istraZivalo prisutnost ovih spojeva u prehrambenim proizvodima®®.
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Od neinstrumentalnih tehnika za analizu PDE-5I koristi se tankoslojna kromatografija
(engl. Thin Layer Chromatography, TLC). Prednosti TLC—a ukljuc¢uju jednostavnost primjene
i niske troskove, dok su glavni nedostaci niska osjetljivost i slabija ponovljivost rezultata. Cai
i suradnici®® koristili su TLC za odredivanje osam PDE—5], pri ¢emu je mobilna faza bila smjesa
kloroforma, etil-acetata, metanola i vode, uz UV detekciju. Buduc¢i da PDE-5I spojevi sadrze
dusik, njihova se prisutnost na TLC plo¢ama moZe vizualizirati prskanjem Dragendorffovim
reagensom ili drugim nespecifi¢nim reagensima, poput sumporne kiseline. Osim za analiti¢ke
svthe, preparativna TLC koristi se i za izolaciju nepoznatih PDE-51"". Preparativna TLC
razlikuje se od analititke TLC po veéim dimenzijama ploga i debljem sloju sorbenta, $to
omogucuje nanoSenje i odvajanje vece koli¢ine uzorka. Nakon razvijanja ploCe, odvojeni
spojevi fizi¢ki uklonjaju (struganjem) sa sloja sorbenta i ekstrahiraju za daljnju analizu ili
identifikaciju. Ova metoda je korisna kada je cilj izolirati nepoznate ili potencijalno ilegalne
analoge PDE-5I, ali nije prikladna za identifikaciju i probir (engl. Screening) spojeva ako nisu
dostupni referentni standardi.

Imunotestovi se takoder koriste za odredivanje PDE—5I i njihovih analoga. Guo i suradnici®®
prvi su razvili imunotest koriste¢i grupno—specifiéno monoklonsko antitijelo temeljeno na
strukturi kromofora vardenafila. Od tada su razvijene i druge metode imunotesta za razliCite
PDE-5I ukljudujuéi sildenafil i njegove analoge®® te tadalafil i njegove analoge'®.
Imunotestovi su cjenovno isplativa metoda za preliminarni probir PDE-51 i njihovih analoga u
usporedbi s drugim analiti¢kim tehnikama koje obi¢no zahtijevaju skupu i sofisticiranu opremu.
Medutim, rezultati mogu biti nejasni, ovisno o vrsti PDE-5I, $to esto zahtijeva dodatnu
potvrdnu analizu.

Metode vibracijske spektroskopije, poput infracrvene (engl. Infrared Spectroscopy, IR),
infracrvene u bliskom infracrvenom podruju (engl. Near Infrared Spectroscopy, NIR) 1
Ramanove spektroskopije, vrlo su poZeljne zbog svoje jednostavnosti, brzine analize i
minimalne koli¢ine potrebnog uzorka. Osim toga, zahtijevaju minimalnu ili nikakvu pripremu
uzorka. Vibracijska spektroskopija temelji se na vibracijama i rotacijama organskih molekula
na specifiénim frekvencijama koje odgovaraju razli¢itim razinama vibracijske energije. U IR
spektroskopiji, promjene u tim razinama uzrokovane su apsorpcijom IR zracenja, dok se u
Ramanovoj spektroskopiji temelje na rasprSenju svjetla. Budué¢i da su IR 1 Ramanova
spektroskopija komplementarne tehnike, ¢esto se koriste zajedno za identifikaciju razli¢itih

funkcionalnih skupina u nepoznatim spojevima. Ove su metode dosad uspjesno primjenjene za
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otkrivanje krivotvorenih tableta Viagre i Cialisa'®'~'%, Za identifikaciju novih analoga PDE—5]
Cesto se koristi IR uz Fourierovu transformaciju (engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) u kombinaciji s prigu$enom totalnom refleksijom (engl. Attenuated Total
Reflectance, ATR) ili metodom pastila kalijeva bromida. Primjer njihove primjene je
identifikacija propoksifenil tioaildenafila pomo¢u interne biblioteke FTIR-ATR!%.

Nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) jedna je od
klju¢nih tehnika za identifikaciju i odredivanje struktura PDE-5], ukljucujuéi njihove poznate
1nepoznate analoge. U usporedbi s analiti¢kim tehnikama poput LC-MS i GC-MS, NMR ima
prednost zbog jednostavnije pripreme uzoraka — dovoljno je otopiti krute uzorke ili razrijediti
tekuce u odgovarajuéem deuteriranim otapalu. Takoder, NMR omoguéuje visoku obnovljivost
podataka, iako mu je glavni nedostatak niza osjetljivost te potreba za veéom koli¢inom
uzorka'®'%7. Tehnologki napredak u podrugju spektrometrije (instrumenti s frekvencijama
>400 MHz) znalajno je pobolj$ao osjetljivost NMR instrumenata. Razvoj elektronike,
supravodljivih magneta i krio—tehnologije, u kombinaciji s novim tehnikama za suzbijanje
signala otapala, dodatno je unaprijedio analititke moguénosti NMR spektroskopije. Uz to,
NMR je nedestruktivna metoda, $to omogucuje daljnju analizu uzoraka nakon spektroskopskog
ispitivanja. NajceSce koriStene NMR tehnike za odredivanje struktura ukljuuju 'H NMR, 3C
NMR, jednodimenzionalne metode (DEPT, NOE), dvodimenzionalne homonuklearne (COSY,
NOESY) i heteronuklearne tehnike (HMQC, HMBC). Primjena ovih metoda omoguéila je
otkrivanje novih analoga PDE-5I, poput homosildenafila, koji je prvi put identificiran 2003.
godine od strane Shina i suradnika'®. Dodatno, Gillard i suradnici'® su demonstrirali
u¢inkovitost 'H NMR tehnike za brzo preliminarno testiranje PDE-5I spojeva i njihovih
analoga u biljnim pripravcima. U sklopu istraZivanja analizirano je 150 biljnih dodataka
prehrani deklariranih za poboljSanje muske seksualne funkcije, pri éemu je 92 uzorka bilo
pozitivno na prisutnost PDE—-S5I spojeva i njihovih analoga. Nadalje, 33 uzorka sadrZavala su
viSe od jednog PDE-5I, dok je u 12 uzoraka detektirana kombinacija sildenafila, vardenafila i
tadalafila u koncentracijama koje premaSuju maksimalne preporutene dnevne doze.
Identifikacija i kvantifikacija spojeva provedene su koristenjem 'H NMR spektroskopije, uz
dodatnu potvrdu kemijskih struktura primjenom izravne infuzijske spektrometrije masa.

Za uspjeSno odredivanje PDE-5I i njihovih analoga u dodacima prehrani primjenom
GC-MS tehnike kljuéno je zadovoljiti dva osnovna kriterija: hlapljivost i termitku stabilnost

analita®. Unatog& niZim troskovima u usporedbi s LC—-MS tehnikom, u literaturi je dostupno
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vilo malo podataka o odredivanju PDE-5I pomoéu GC-MS tehnike'**!'®. Razlog tome

vjerojatno leZi u termickoj nestabilnosti PDE—-5I i njihovih analoga te u izazovima vezanim uz
9

njihovu derivatizaciju pomoéu standardnih sililirajuéih reagensa®. Man i suradnici'® razvili su
GC—MS metodu za odredivanje sildenafila, vardenafila i tadalafila u biljnim dodacima prehrani
koristeéi kratku (10 m) kapilarnu kolonu. Metodom je postignuto dobro kromatografsko
razdvajanje komponenti uz kratko vrijeme analize i bez prethodne derivatizacije i hidrolize. S
druge strane, Mokhtar i suradnici!!® razvili su GC-MS/MS metodu kojom su kvantificirali
sildenafil i pet njegovih analoga koriste¢i tzv. pracenje viSestrukih tranzicijskih reakcija (engl.
Multiple Reaction Monitoring, MRM), ¢ime je dodatno povecéana selektivnost i pouzdanost
analize. U svom istrazivanju koristili su dvije razli¢ite tehnike ionizacije: ionizaciju elektronima
(engl. Electron Ionization, EI) i kemijsku ionizaciju (engl. Chemical Ionization, CI). Dosad se
GC-MS analiza nakon derivatizacije i/ili hidrolize primjenjivala samo u slu¢ajevima kada
LC—MS nije umoguénosti odrediti strukturu analoga ili njihovih fragmenata. Na primjer, kisela

hidroliza pra¢ena GC-MS analizom koriStena je za identifikaciju struktura spojeva poput

11 112 113

piperidinafila'"’, noracetildenafila' ', aildenafila

Jedna od najCe$ce koriStenih tehnika za preliminamu analizu PDE-5I je HPLC s UV
detektorom, posebno detektorom s nizom fotodioda (engl. Diode Array Detector, DAD).
Koristenjem referentnih standarda izraduje se baza UV spektara poznatih PDE-5I 1 njihovih
analoga, a identifikacija se provodi usporedbom UV spektara i retencijskog vremena s
referentnim standardima!'*!!>. Zbog znagajnog smanjenja vremena analize i poboljsane
udinkovitosti, posljednjih godina sve vecu primjenu nalazi UHPLC. UHPLC koristi kolone
unutarnjeg promjera 1,7 mm s veliéinom &estica od 1,8 pm, ¢ime se znatno poboljSava
razlugivanje, uginkovistost i brzina analize. Sacre i suradnici!'® razvili su UHPLC-UV metodu
kojom su odredili tri odobrena PDE-5I i pet analoga u manje od 4,5 min. Medutim, glavni
nedostatak metoda temeljenih na HPLC-UV/DAD je ograni¢ena mogucnost identifikacije
novih, nepoznatih analoga!!’.

Sprega tekucinske kromatografije 1 spektrometrije masa je najucestalija tehnika koja se
koristi za analizu PDE-5I i analoga u biljnim preparatima i dodacima prehrani (Tablica 4).
Razlog tome je visoka osjetljivost i specifiénost, uz moguénost dobivanja podataka o
strukturama fragmenata molekule''®!'°, Za analizu PDE—5I upotrebljavaju se HPLC i UHPLC

kolone s C18 nepokretnim fazama, dok se kao pokretne faze najéesce koriste acetonitril i

metanol uz dodatke mravlje/octene kiseline i amonijevog formijata/acetata. Prednost UHPLC
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tehnike je krace trajanje analize i manja potroinja otapala. Nakon kromatografskog razdvajanja
PDE-5I slijedi njihova detekcija metodama spektrometrije masa. Ovisno o informacijama koje
se Zele dobiti kao i Zeljenoj selektivnosti, koriste se analizatori masa niske i visoke rezolucije! 18,
Medu &esto koristenim analizatorima masa su jednostuki kvadrupol (engl. Single Quadrupole,
Q)'%, trostruki kvadrupol (engl. Triple Quadrupole, QqQ)!'>!1%121-123 gtupica jona (engl. Jon
Trap, IT)'** te TOF!%. Takoder su u primjeni hibridni sustavi, poput trostrukog kvadrupola s
linearnom stupicom iona (engl. Linear Ion Trap, QqQ-LIT)'?>!1%6, QTOF-a '¥’~'?° i kvadrupola
s orbitalnom stupicom iona (engl. Quadrupole Orbitrap, Q—Orbitrap)!**>2. Hibridni sustavi
HRMS kao $to su QTOF i QOrbitrap omoguéuju pouzdaniju identifikaciju i potvrdu analita
zahvaljuju¢i moguénosti fragmentacije odabranih iona te ve¢oj to¢nosti mjerenja mase i snage
razlu€ivanja. Osim toga, HRMS omogucéuje identifikaciju nepoznatih spojeva na temelju to¢ne
mase, uz istovremeno dobivanje spektralnih informacije u MS i tandem MS naéinu rada!33,
Primjena ove tehnike posebno se pokazala korisnom u probimim analizama te za identifikaciju
nepoznatih PDE-5I analoga. Na temelju prethodnih saznanja!?!:'3+13% PDE-5I i njihovi
analozi dijele specificne ione nastale fragmentacijom. Na primjer, sildenafil analozi sa
sulfonamidnom grupom proizvode fragmentne ione m/z 377,1273, 311,1503 i 283,1190, dok
oni s acetilnim grupama daju m/z 341,1603, 311,1503 i 297,1346. Sildenafil analozi s
karbonilnom skupinom generiraju ion m/z 311,1133, dok oni s propoksi i sulfonil grupama daju
ione m/z 325,1659 i 283,1190. Tiosildenafil analozi generiraju karakteristine ione m/z
327,12741299,0961, dok propoksitio analozi generiraju ione m/z 341,14311299,0961. Nadalje,
fragmentni ioni m/z 135,0441, 151,0866 i 155,0254 specifi¢ni su za tadalafil, vardenafil i
avanafil. Identifikacija ovih specifiénih iona moZe ukazivati na prisutnost novih PDE-5I
analoga36-137,

Od ionizacijskih tehnika, uglavnom se koristi ionizacija elektrorasprSenjem (engl.
Electrospray Ionization, ESI) u pozitivnom nainu snimanja, pri ¢emu nastaju [M+H]" ioni.
Medutim, ESI tehnika je osjetljiva na utjecaj matrice, §to moZe dovesti do smanjenja ili
povetanja signala analita u usporedbi s &istim standardnim otopinama. Kako bi se kompenzirali
ovi efekti, najCeSce se koristi razrjedivanje matrice ili dodatak izotopno obiljeZenih unutarnjih
standarda!*?,

U Tablici 4. prikazane su analiticke metode za odredivanje PDE-5I i analoga dostupnih u

literaturi. Tablica sadrZi podatke o pripremi uzoraka, koristenim analiti¢kim tehnikama, sastavu

pokretne i nepokretne faze, trajanju analize, protoku, rasponu odredivanja te granicama
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detekcije i kvantifikacije. Prikazani su podaci za razli¢ite matrice, ukljuéujuci tablete, kapsule
i praskaste uzorke. Iz Tablice 4. je vidljivo da postoje razlike medu objavljenim metodama u
pogledu kvalitete i pouzdanosti, ali i da je sprega tekudinske kromatografije i spektrometrije

masa najprikladnija tehnika za specifiénu analiza PDE—-51 u dodacima prehrani.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio doktorske disertacije izraden je u SluZbi za zdravstvenu ekologiju,
Nastavnog zavoda za javno zdravstvo dr. Andrija Stampar, te u Zavodu za analiti¢ku kemiju

Prirodoslovno—matemati¢kog fakulteta u Zagrebu.

3.1. Materijali

3.1.1. Certificirani referentni materijali i kemikalije

Za odredivanje PDE—-5I u ovom istraZivanju koristeni su certificirani referentni materijali &iji

popis je prikazan u Tablici 5.

Tablica 5. Popis certificiranih referentnih materijala za odredivanje PDE—-5I.

Analit Kratica Cistoéa (%) Proizvodag

Avanafil AVA 98 Toronto Research Chemicals, Ontario, Kanada
Sildenafil SIL >99.9 Cerilliant, Round Rock, TX, SAD

Tadalafil TAD >99.9 Cerilliant, Round Rock, TX, SAD

Vardenafil VAR 97,3 Dr. Ehrenstorfer GmbH, Augsburg, Njemacka
Sildenafil — d8 IS 98 Toronto Research Chemicals, Ontario, Kanada

Uz referentne materijale u ovom radu koristene su i sljedeée kemikalije:
® Metanol, Cisto¢a za LC-MS, Supelco—Merck, Darmstadt, Njemacka
® Acetonitril, ¢isto¢a za LC-MS, J.T. Baker, Deventer, Nizozemska
e Ultradista voda, vodljivosti 0,05 S cm!
e Mravlja kiselina, ¢isto¢a za LC-MS, LiChropur
e Amonijev formijat, ¢istoca >99,9 %, LiChropur
e Purine i HP-0921, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
e ESI Tuning mix, Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka
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3.1.2. Otopine

Za pripremu izvornih standardnih otopina koristeni su certificirani referentni materijali PDE—5]
poznate &istoce razli¢itih proizvodaca (Tablica 5). Pojedinacne izvorne standardne otopine
sildenafila, vardenafila, avanafila i izotopno obiljeZenog internog standarda sildenafila— d8 (IS)
pripremljene su u metanolu, dok je tadalafil pripremljen u acetonitrilu, u koncentraciji od 1 mg
mL-!. Sve otopine &uvane su u mraku na —20 °C. Iz izvornih standardnih otopina pripremljene
su pojedinaéne radne otopine standarda masene koncentracije 10 pg mL-!, dok su otopine s
masenim koncentracijama pojedinih analita od 1 pg mL-' dobivene njihovim daljnjim
razrjedivanjem. Tako pripremljene standardne otopine pohranjene su u bo¢icama od tamnog
stakla u zamrzivacu na —20 °C. Neposredno prije analize, iz pojedina¢nih radnih otopina
pripremljene su svjeze smjese radnih otopina za pripremu kalibracijskih krivulja u smjesi vode
i acetonitrila (1:1, v4). Smjese su sadrZavale ciljane PDE-5I u koncentracijama od 50 ng mI-!
do 1500 ng mL-! te uvijek istu koli¢inu od 100 ng mL-'IS, za potrebe HPLC—-TOF analize. Za
UHPLC—QTOF analize, pripremljeni radni standardi za kalibraciju sadrZavali su od (2—60) ng
mL-! avanafila, (10-300) ng mL-' sildenafila i vardenafila, (20-600) ng mL-! tadalafila te
uvijek istu koli¢inu od 100 ng mL-'IS.

3.1.3. Instrumenti i pribor

e UHPLC-QTOF: vezani sustav tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti
Agilent 1290 Infinity II UPLC (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD) sastavljen
od kvaterne pumpe, automatskog uzorkivada, termostatiranog odjeljka za kolonu
vezanog s hibridnim analizatorom masa visokog razluéivanja temeljenim na mjerenju
vremena leta (Q—TOF 6550 iFunnel (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, SAD) (Slika
4) s Dual AJS ESI sustavom za ionizaciju elektrorasprienjem.

e HPLC-TOF: vezani sustav tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti Flexar
FX~10 (Perkin Elmer, Shelton, CT, SAD) sastavljen od binarne pumpe, automatskog
uzorkivaca, termostatiranog odjeljka za kolonu te analizatora mase temeljenog na
mjerenju vremena leta TOF s Ultraspray 2 Dual ESI probe (Axion 2 TOF, Perkin Elmer,
Shelton, CT, SAD), prikazanom na Slici 5.

e Analiti¢ka vaga BP—221 S, Sartorius, Gottingen, Njemacka

e Ultrazvué¢na kupelj Branson 1210, Branson Ultrasonic, Danbury, SAD

Josipa Kosi¢—Vuksi¢ Doktorska disertacija
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e Laboratorijska mjesalica, Vortex V-1 plus, Biosan, Latvija

e Centrifuga Rottina 38, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka

e Uredaj za proizvodnju ultradiste vode, NIRO-VV-UV-UF, Nirosta d.o.o., Osijek,
Hrvatska

e pH metar S470 Mettler Toledo, Giessen, Njemacka

e PTFE filtri veli¢ine pora 0,2 um, Pall acrodisc, New York, SAD

e Mikrostrcaljke, Brand, Wertheim, Njemacka

e Staklene viale za autouzorkivacée 2,0 mL graduirane sa pripadaju¢im PTFE ¢epovima i
silikonskim septama (Chrom4, Njemacka)

e Hladnjak s ledenicom (4 °C i —20 °C), Arctiko, Danska

e Laboratorijske pipete: (0,5-10) pL; (5-50) pL; (20-200) pL; (100-1000) pL
(Transferpette, Brand Gmbh, Wertheim, Njemacka)

e Stakleno laboratorijsko posude, Schott, Isolab, Njemacka

e Polipropilenske epruvete za uzorke, kapaciteta 15 mL i 50 mL, Isolab Laborgerite
GmbH, Njemacka

¢ Kolone za tekuéinsku kromatografiju:
1. Inertsil ODS—4 HP C18, 150 mm x 2,1 mm; 3 um (GL Sciences, Kina)
2. Kinetex XB—C18, 150 mm x 2,1 mm; 2,6 pm (Phenomenex, California, SAD)
3. Zorbax SB C18, 150 mm x 2,1 mm; 3,5 pm (Agilent, SAD)

Josipa Kosi¢—Vuksi¢ Doktorska disertacija
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Slika 4. UHPLC—QTOF u Zavodu za analiti¢ku kemiju, PMF, Zagreb.

Slika 5. HPLC-TOF u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo dr. Andrija Stampar,

Zagreb.
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3.1.4. Programi za upravljanje instrumentima i obradu podataka
e Program MassHunter B.10.0.10305.0 (Agilent Technologies, SAD).
e TOF MS driver, version 6.2 (Perkin Elmer, SAD)
e Chromera Software i Axion EC ID (Perkin Elmer, SAD)
e ChemDraw 23.1.1.
e Microsoft Office Excel 2019 (Microsoft, SAD).

3.2. Uzorci biljnih dodataka prehrani

Uzorci biljnih dodataka prehrani ispitani u ovom radu prikupljeni su s hrvatskog trZista.
Uzorkovanje je provedeno od strane Sanitarne inspekcije grada Zagreba i privatnih distributera
te dostavljeni u Nastavni zavod za javno zdravstvo dr. Andrija Stampar. Detaljan opis uzoraka

prikazan je u Tablici 6. Kupljeni uzorci prikazani su u Tablici 7.

Tablica 6. Opis 1 porijeklo uzoraka biljnih dodataka prehrani.

Oznaka Dozirni  Dodatak prehrani — sastav Proizvodac
oblik
1 Kapsula EPIMEN plus Kina

Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

2 Med Kraljevski med Kina
Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng)
3 Kapsula FORMEN kapule Francuska

Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng), ekstarkt
biljke Maca (Lepidium meyenii), ekstrakt koprive
(Urtica dioica), ekstrakt ploda slatke naranée (Citrus

Sinensis)

4 Med Kraljevski med Kina
Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng)

5 Tableta  Potencijal forte Srbija

Korijen ginsenga (Panax ginseng), sjeme guarane
(Paulinia Cupana), Cubar (Saturea hortenzis), list
zelenog Caja (Camellia sinensis), ekstrakt gospine trave

Josipa Kosi¢—Vuksié Doktorska disertacija
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Oznaka Dozirni  Dodatak prehrani — sastav Proizvodag
oblik
(Hypericum perforatum), list ruZmarina (Rosmarini
folium)
6 Kapsula EPIMEN plus Kina

Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

7 Kapsula RAGING BULL PLUS Velika
Korijen slatkolisnog kozlinca (Qstragalus Britanija
glycyphyllosae radix), list obi¢ne koprive (Urticae
dioicae folium), sjeme make (Lepidium meyenii), korijen
ginsenga (Panax ginseng), korijen andelike (Angelica
archangelica), plod obi¢nog komoraca (Foeniculum
vulgare), ekstrakt korijena ruZze (Rhodiola rosea), plod
guarane (Paulinia Cupana)

8 Kapsula ALFAKTIV Srbija
Ekstrakt biljke Damjana (Turnera diffusa var.
aphrodisiaca)

9 Tableta =~ ALPHA STRONG 100% Indonezija

Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda Sirokolisnog vlasca (Allium tuberosum) 20

mg.
10 Kapsula RAGING BULL PLUS Velika
Korijen slatkolisnog kozlinca (Qstragalus Britanija

glycyphyllosae radix), list obi¢ne koprive (Urticae
dioicae folium), sjeme make (Lepidium meyenii), korijen
ginsenga (Panax ginseng), korijen andelike (4ngelica
archangelica), plod obi¢nog komoraca (Foeniculum
vulgare), ekstrakt korijena ruze (Rhodiola rosea), plod
guarane (Paulinia Cupana)
11 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)
12 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
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Oznaka Dozirni  Dodatak prehrani — sastav Proizvodag
oblik

slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)
13 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

14 Kapsula HERBIKO AFRICKA SLIIVA Srbija
ekstrakt kore africke §ljive (Prunus Africana — Pygeum
affricanum)

15 Med KRALJEVSKI MED Kina
Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng)

16 Kapsula EPIMEN plus Kina

Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

17 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

18 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

19 Kapsula Formula XXL Kina
Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng), Ekstrakt
gomolja make (Lepidium meyenii), Ekstrakt kore
kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

20 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

21 Kapsula THE GOLD PILL Velika
Sjeme kole (Colae acuminatae), sjeme make (Lepidium Britanija
meyenii), korijen ginsenga (panax Ginseng), korijen
andelike (dngelica archangelica), plod obiénog
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Oznaka Dozimi  Dodatak prehrani — sastav Proizvodag
oblik

komoraca (Foeniculum vulgare), ekstrakt korijena ruze
(Rhodiola rosea), plod guarane (Paulinia cupana)

22 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

23 Kapsula RAGING BULL PLUS Velika
Korijen slatkolisnog kozlinca (QOstragalus Britanija
glycyphyllosae radix), list obine koprive (Urticae
dioicae folium), sjeme make (Lepidium meyenii), korijen
ginsenga (Panax ginseng), korijen andelike (Angelica
archangelica), plod obi¢nog komoraca (Foeniculum
vulgare), ekstrakt korijena ruze (Rhodiola rosea), plod
guarane (Paulinia Cupana)

24 Tableta =~ ALPHA STRONG 100% Indonezija
Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda Sirokolisnog vlasca (Allium tuberosum) 20
mg.

25 Tableta ~ ALPHA STRONG 100% Indonezija
Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda Sirokolisnog vlasca (Allium tuberosum) 20
mg.

26 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

27 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

28 Kapsula RAGING BULL PLUS Velika
Korijen slatkolisnog kozlinca (Qstragalus Britanija
glycyphyllosae radix), list obiéne koprive (Urticae
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Oznaka Dozimi  Dodatak prehrani — sastav Proizvodac¢
oblik

dioicae folium), sjeme make (Lepidium meyenii), korijen
ginsenga (Panax ginseng), korijen andelike (Angelica
archangelica), plod obi¢nog komora¢a (Foeniculum
vulgare), ekstrakt korijena ruze (Rhodiola rosea), plod
guarane (Paulinia Cupana)

29 Kapsula Raging Bull Velika
Korijen slatkolisnog kozlinca (Qstragalus Britanija
glycyphyllosae radix), list obiéne koprive (Urticae
dioicae folium), sjeme make (Lepidium meyenii), korijen
ginsenga (Panax ginseng), korijen andelike (Angelica
archangelica), plod obi¢nog komoraéa (Foeniculum
vulgare), ekstrakt korijena ruze (Rhodiola rosea), plod
guarane (Paulinia Cupana)

30 Kapsula The Gold Pill Velika
Sjeme kole (Colae acuminatae), sjeme make (Lepidium Britanija
meyenii), korijen ginsenga (panax Ginseng), korijen
andelike (Angelica archangelica), plod obinog
komoraca (Foeniculum vulgare), ekstrakt korijena ruze
(Rhodiola rosea), plod guarane (Paulinia cupana)

31 Kapsula Formula XXL Kina
Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng), Ekstrakt
gomolja make (Lepidium meyenii), Ekstrakt kore
kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

32 Kapsula Formula XXL Kina
Ekstrakt korijena ginsega (Panax ginseng), Ekstrakt
gomolja make (Lepidium meyenii), Ekstrakt kore
kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

33 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ckstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

34 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)

35 Prah Alpha strong premium Indonezija
Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
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Oznaka Dozimi  Dodatak prehrani — sastav Proizvodag
oblik

ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda $irokolisnog vlasca (Allium tuberosum) 20
mg.
36 Kapsula EPIMEN plus Kina
Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)
37 Kapsula  Alpha strong premium Indonezija
Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda Sirokolisnog vlasca (A/lium tuberosum) 20
mg.
38 Kapsula  Alpha strong premium Indonezija
Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda Sirokolisnog vlasca (Allium tuberosum) 20
mg.
39 Prah Alpha strong premium Indonezija
Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruZze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda Sirokolisnog vlasca (Allium tuberosum) 20
mg.
40 Kapsula Prorecta Ceska
Ekstrakt biljke babin zub, ekstrakt korijena ginsenga,
ekstrakt sjemenki grejpa (Citrus paradisi Macf), ekstrakt
guarane (Paulinia Cupana), ekstrakt rodiole
41 Kapsula  Prorecta long Ceska
Ekstrakt make (Lepidium Meyenii), ekstrakt sjemenki
grejpa (Citrus paradisi Macf)
42 Teku¢ina Prorecta shot Ceska
Ekstrakt biljke babin zub, ekstrakt korijena ginsenga
(Panax ginseng), ekstrakt sjemenki grejpa (Citrus
paradisi Macf), ekstrakt guarane (Paulinia Cupana),
ekstrakt rodiole (Rhodiola rosea)
43 Prah Alpha strong premium Indonezija
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Oznaka Dozirni

oblik

Dodatak prehrani — sastav

Proizvodag

44

45

46

47

48

49

Tableta

Kapsula

Kapsula

Med

Tableta

Med

Ekstrakt korijena ginsenga (Panax ginseng) 55 mg,
ekstrakt ploda babljeg zuba (Tribulus terrestris) 25 mg,
ekstrakt korijena planinske ruze (Rhodiola rosea) 20 mg,
ekstrakt ploda $irokolisnog vlasca (4//ium tuberosum) 20
mg.

PANER

suhi ekstrakt korijena sibirskog ginsenga
(Eleutherococcus senticosus), suhi ekstrakt listova biljke
babin zub (Tribulus terrestris)

EPIMEN plus

Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)
EPIMEN plus

Ekstrakt sjemenki japanske sofore (Sophora japonica),
ekstrakt ploda nara (Punica granatum), ekstrakt sjemeki
slatkog badema (Pronus amygdalus var. dulcis), ekstrakt
kore kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia)
PROZEK

Biskupska kapica (Epimedium), dumbir,

korijen galangala (Alpinia galanga), ekstrakt kore
kineskog cimetovca (Cinnamomum cassia), Ekstrakt
gomolja make (Lepidium meyenii)

TRIBESTAN

Suhi ekstrakt biljke babin zub (Tribulus terrestris)
Korean Red Ginseng Extract

Korejski crveni ginseng (Panax ginseng)

Poljska

Kina

Kina

Kina

Bugarska

Juzna
Koreja

Tablica 7. Farmaceutski dozirni oblici.

Dozirni

oblik

Naziv proizvoda Aktivna Proizvodac

tvar

Tableta
Tableta

Oralni gel

LEVITRA®20 mg Vardenafil Bayer AG, Leverkusen, Njemacka
CIALIS®20 mg Tadalafil  Eli Lilly SA, Beograd, Srbija
KAMAGRA 100 mg Sildenafil ~ Ajanta Pharma Limited, Mumbai, India
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3.3. Metode

3.3.1. Priprema uzoraka

Priprema ¢&vrstih uzoraka dodataka prehrani, ukljuéujuéi prahove, tablete i kapsule,
provedena je primjenom ekstrakcije kruto—tekuce. Kao otapalo za ekstrakciju koristen je
acetonitril. Prije ekstrakcije, nekoliko dozirnih oblika je usitnjeno u fini prah pomocu tarionika
te homogenizirano mije$anjem. Nakon usitnjavanja i homogenizacije, otprilike jedan dozirni
oblik (0,2 g do 0,4 g tableta, kapsula i praha) odvagan je u polipropilensku kivetu od 15 mL,
nakon ¢ega je dodano (5—10) mL acetonitrila. Uzorak je zatim izmijeSan 1 minutu na vortex
mjesalici, 30 min u ultrazvuénoj kupelji, a potom 10 minuta centrifugiran na 4600 okretaja u
minuti. Dobiveni supernatanti su filtrirani pomo¢u PTFE membranskog filtera (veli€ine Cestica
0,2 pm), a filtrat je razrijeden prije analize 10 do 10 000 puta. Za potrebe analize, 100 pL radnog
standarda sildenafila — d8, koristenog kao interni standard (IS), masene koncentracije 1 pg mL-!
dodano je alikvotu otopine.

Tekuéi uzorci u volumenu ekvivalentnom jednoj dozi, razrijedeni su i analizirani.

Uzorak meda homogeniziran je intenzivnim mijeSanjem, nakon ¢ega je 1 g uzorka odvagan
u polipropilensku kivetu od 50 mL i ekstrahiran s 25 mL smjese acetonitrila i vode (1:1, v/).
Uzorak je izmijeSan 1 minutu na vortex mje$alici, 30 min u ultrazvu¢noj kupelji, a zatim 10
minuta centrifugiran na 4600 okretaja u minuti pri sobnoj temperaturi. Nakon razdvajanja faza,
gomji sloj je filtriran kroz PTFE filter (veli¢ine Cestica 0,2 pm), a dobiveni filtrat dodatno
razrijeden prije analize 10 do 10 000 puta. U alikvotni dio otopine dodano je 100 pL IS, masene

koncentracije 1 pg mL-".

3.3.2. Analiza PDE-51 vezanim sustavom tekuéinska kromatografija—spektrometrija masa
(UHPLC—QTOF)

Za analizu PDE-5I u dodacima prehrani koriSten je vezani sustav UHPLC—QTOF,
prethodno opisan u poglavlju 3.1.3. Analiti su razdvojeni primjenom tekucinske kromatografije
obrnutih faza pri ¢emu je za razdvajanje ciljanih spojeva odabrana analitiC¢ka kolona Inertsil
ODS—4 HP (150 mm X 2,1 mm; 3 um). Tijekom analize, temperatura kolone odrZavana je na
40 °C, dok je temperatura odjeljka za injektiranje bila 10 °C. Primjenjeno je gradijentno

eluiranje pri protoku pokretne faze od 0,2 mL min~'. Pokretna faza A sastojala se od 5 mmol L-!
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amonijeva formijata uz dodatak mravlje kiseline volumnog udjela 0,1 % u vodi, dok je pokretna
faza B bila 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu . Sastav pokretne faze prikazan je u Tablici 8.

Volumen injektiranja bio je 1 pL.

Tablica 8. Sastav pokretne faze za razdvajanje PDE-5I na koloni Inertsil ODS—4.
Vrijeme (min)  Pokretna faza A (%)  Pokretna faza B (%)

0 80 20
2 60 40
6 45 55
10 35 65
11 5 95
13 5 95
13,1 80 20
15 80 20

Za detekeiju PDE-51 i njihovih analoga koriStena je ionizacija elektorasprienjem u pozitivnom
nacinu snimanja, pri ¢emu je kao prekursor ion odabran protonirani molekulski ion, [M+H]".
Optimizirani uvjeti rada na spektrometru masa visokog razlu¢ivanja prikazani su u Tablici 9.

Dusik je koriSten kao plin za su$enje, rasprsivanje i kolizijski plin.

Tablica 9. Radni uvjeti na spektrometru masa Q-TOF (Agilent Technologies, SAD).

Parametar: Vrijednost:

Napon fragmentora: 350V

Napon mlaznice (engl. Nozzle): 1000V

Tlak rasprsivaca: 25 psi

Napon kapilare: 3500 vV

Temperatura plina: 350 °C

Protok plina: 10 L min™!
Temperatura plina za suSenje: 200 °C

Protok plina za suSenje: 17 L min-!

Referentne mase 121,05087; 922,00979

Josipa Kosi¢-Vuksié¢ Doktorska disertacija



§ 4. Eksperimentalni dio 40

Ciljano/probima analiza odabranih PDE-5I i njihovih analoga provedena je primjenom
“Target/Suspect screening” pristupa i algoritma "Find by formula", koji omoguéava simultanu
potvrdu ciljanih spojeva i probir sumnjivih spojeva (PDE—5I analozi). Baza podataka kreirana
je koristenjem softvera Personal Compound Database and Library Manager (PCDL, Agilent,
SAD) unosom naziva spojeva i molekularnih formula 97 poznatih PDE-5I i njihovih analoga
(Tablica D1 u poglavlju 8. Dodatak), prethodno opisanih u literaturi. Osim poznatih m/z
vrijednosti, baza podataka sadrZi i podatke o vremenu zadrZavanja te MS/MS spektre ciljanih
analita (sildenafil, tadalafil, vardenafil i avanafil) pri razli¢itim kolizijskim energijama (CE).
Probirna analiza primjenom sloZenog algoritma predlaZe mogucée spojeve koji najbolje
odgovaraju definiranim parametrima: maksimalna razlika od 5 ppm izmedu eksperimentalnih i
teoretskih vrijednosti m/z te postignuti rezultat >80 (engl. Score) koji je kombinacija tri
parametra: podudarnost mase, izotopne zastupljenosti i razmaka izmedu izotopnih signala. Za
potvrdu prisutnosti PDE-5I, usporeduju se MS/MS spektri uzorka sa spektrima referentnih
standarda ciljanih analita pri ¢emu je potrebna prisutnost minimalno dva produkt iona (< 20
ppm). Takoder, potrebno je da se vrijeme zadrZavanja spojeva u kromatogramu uzorka poklapa
s vremenom zadrzavanja standardne otopine (+ 0,25 min). Postizanje minimalno Cetiri
identifikacijska boda za zabranjene supstance (jedan prekursor ion = 1 bod, svaki fragmentni
ion = 1,5 boda), zadovoljava kriterije Odluke 2002/657/EC!#,

Kvantifikacija se provodi samo za pozitivne uzorke ciljanih PDE-5I koriste¢i vanjsku
kalibracijsku krivulju uz pristup unutarnjeg standarda. Za kvantitativno odredivanje odabran je
produkt ion najveceg intenziteta (kvantifikator), dok je drugi produkt ion izabran za potvrdu
identiteta (kvalifikator).

Koncentracije u ekstraktu uzorka izraZavaju se u jedinici ng mL~' i odreduju se putem
kalibracijskih krivulja. Konaéna izmjerena vrijednost korigira se na temelju pripreme uzorka, a
maseni udio PDE—5I u uzorku izraZava se u mg kg-! ili u mg po dozirnom obliku, prema

sljede¢im formulama:

 (PDE-51,mg kg™ ) =y, - -+ DF (1)
w (PDE-5I, mg u dozirnom obliku) = vy, - nt" * DF * mgyzq (2)
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yuz — masena koncentracija ciljanog PDE-5I oéitana iz kalibracijskog pravca (ng mL-")
Vor — volumen ekstrakcijskog otapala (mL)

my; — masa uzorka koriStena za pripremu/analizu (g)

DF — faktor razrjedenja (engl. dilution factor)

Mdoza — ukupna koli¢ina dozirnog oblika (kg)

Uzorci koji su probimom analizom identificirani kao pozitivni, ali za koje nisu dostupni
referentni standardi, podvrgnuti su dodatnoj analizi. Na identificiranim ionima provedeni su
eksperimenti tandemne spektrometrije masa (MS/MS) upotrebom kolizijom aktivirane
disocijacije (engl. Collision Induced Dissociation, CID) u pozitivnom na¢inu rada. Primijenjeni
su razliciti kolizijski potencijali (10, 20, 30, 40, 50 V) kako bi se dobio 3to veéi broj fragmentnih
iona. Potvrda analita temelji se na usporedbi dobivenih prekursor i fragmentnih iona s podacima
dostupnim u literaturi i/ili online bazama podataka (MassBank, mzCloud). Za potvrdu
prisutnosti moraju biti ispunjeni sljedeéi kriteriji: toéna masa prekursor iona (< 5 ppm) te
prisutnost najmanje dva karakteristi¢na fragmentna iona (< 20 ppm). Nakon identifikacije,
spektri molekularnih i fragmentnih iona koji potvrduju odredeni analit, pohranjuju se u bazu
podataka i koriste za daljnje analize.

U slucaju detekcije spojeva koji nisu obuhvaceni popisom sumnjivih spojeva (Tablica D1 u
poglavlju 8. Dodatak), postoji potreba za neciljnom analizom kako bi se identificirali novi
neprijavljeni analozi. Ioni ¢iji signali su imali najvedi intenzitet u kromatogramu ukupne ionske
struje (engl. Total Ion Chromatogram, TIC) podvrgnuti su daljnjoj MS/MS analizi. U takvim
slucajevima identifikacija se temelji na usporedbi fragmentnih iona nepoznatih analoga s
fragmentnim ionima poznatih PDE-5I, buduéi da ti spojevi i njihovi analozi &esto imaju
zajednicke karakteristi¢ne ione koji nastaju tijekom fragmentacije.

Svi spektralni podaci obradeni su koriStenjem rafunalnog programa MassHunter. Za osiguranje

tocnosti i ponovljivosti odredivanja vrijednosti m/z, sve analize provedene su uz kontinuirani

unos referentne tvari Purine i HP—0921.

3.3.3. Analiza PDE-5I vezanim sustavom tekulinska kromatografija—spektrometrija masa
(HPLC-TOF)

Za analizu PDE-5I i njihovih analoga koristen je HPLC-TOF (opisan u poglavlju 3.1.3.).
Kromatografski uvjeti bili su gotovo identi¢ni onima primjenjenima u UHPLC—QTOF analizi

(poglavlje 3.3.1), osim volumena injektiranja koji je iznosio 5 pL. Analize su provedene uz
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ionizaciju elektroraspr§enjem u pozitivnom na¢inu rada pri ¢emu je kao plin nosilac koristen

dusik. Detaljni radni parametri prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Radni parametri HPLC-TOF (Perkin Elmer, USA).

Parametar: Vrijednost:
LC Flexar FX-10, Perkin Elmer, USA
Kolona: Inertsil ODS~4 HP
Mobilna faza: A: 5 mmol L amonijev formijat i 0,1 % mravlja
kiselina u vodi;
B: 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu
Temperatura kolone: 40 °C
Protok: 0,2 ml min~!
Volumen injektiranja: 5uL
MS Axion 2TOF, Perkin Elmer, USA
Ionizacija: ESI+
Napon letne cijevi (Flight tube): 10kV
Napon na izlazu kapilare: 100V
Temperatura plina: 350 °C
Protok plina: 12 L min!
Tlak rasprsivaca 70 psi (obje probe)

Nacin snimanja:
Napon na izlazu iz kapilare

(fragmentacija u izvoru):

2 spektra/sekundi
Tadalafil — 150 V
Avanafil, Sildenafil, Vardenafil — 200 V

Za detekciju i kvantifikaciju ciljanih i sumnjivih PDE-5I odabran je prekursor ion,

protonirani molekulski ion, [M+H]". LC—MS spektri masa prikupljeni su u MS “full scan”

modu, koriste¢i kromatograme iona odabranih m/z vrijednosti (engl. Extracted Ion

Chromatogram, EIC) s rasponom masa + 0,025 m/z za analite prethodno definirane u metodi

(Tablica D1, poglavlje 8. Dodatak). Analiza je provedena u rasponu od 100 m/z do 1000 m/z

pri brzini snimanja od 2 spektra/sekundi. Detekcija ciljanih analita temelji se na odredivanju

to¢ne mase prekursor iona (<5 ppm) [M-+H]" i usporedbi vremena zadrZzavanja u kromatogramu

uzorka s vremenom zadrZavanja PDE—5I u kromatogramu standardne otopine smjese ciljanih
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analita pripremljene u otapalu (odstupanje + 0,25 min). Za sumnjive analite za koje nemamo
referentne standarde, kriterij vremena zadrZavanja nije primijenjen. Za potvrdu ciljanih i
sumnjivih analita, provodi se ponovna analiza uz fragmentaciju u izvoru. Ciljani analiti
potvrdeni su ako su prisutna minimalno dva karakteristi¢na fragmentna iona identi¢na onima iz
referentnih standarda s odstupanjem < 20 ppm. Sumnjivi analiti (bez referentnih standarda)
potvrduju se usporedbom prekursor iona i fragmentnih iona s literaturnim podatacima.
Kvalitativni softver Axion EC ID koristen je za probir vlastite baze podataka (Tablica D1,
poglavlje 8. Dodatak) ili povezivanje s bazom podataka PubChem, temeljeno na sljede¢im
kriterijima: to&nost mase prekursor iona (<5 ppm) i maksimalno odstupanje eksperimentalnog
od teoretskog izotopnog profila (<10 %, engl. Iso—cum Sigma). Na temelju postignutog
rezultata (engl. Score), softver predlaZe najvjerojatnije spojeve koji odgovaraju postavljenim
kriterijima. Prihvatljiv rezultat za pouzdanu identifikaciju treba biti > 0,7. Tijekom analize,
toénost mase je dodatno pobolj$ana kontinuiranim unosom referentne tvari (" Lock—spray"), koji
omogucava internu kalibraciju instrumenta.

Za kvantitativnu analizu ciljanih PDE-5I, kori$ten je prekursor ion uz primijenu vanjske
kalibracijske krivulje uz koristenje IS. Koncentracije u ekstraktu uzorka izrazavaju se u jedinici
ng mL-! i odreduju se putem kalibracijskih krivulja. Konaéna izmjerena vrijednost korigira se
na temelju pripreme uzorka, a maseni udio PDE—-5] u uzorku izraZava se u mg kg-' ili u mg po

dozirnom obliku, prema formulama (1) i (2).

3.4. Validacija analiti¢ckih metoda

Validacija opisanih metoda za odredivanje PDE—-51 u dodacima prehrani obuhvatila je
odredivanje selektivnosti, linearnosti, to¢nosti i preciznosti metode, utjecaja matrice, granice
detekcije i kvantifikacije te stabilnosti analita u pripremljenim ekstraktima. Validacijski
eksperimenti provedeni su u skladu s Odlukom Komisije 2002/657/EC'** o provodenju
analitickih metoda i tumadenju rezultata te smjernicama Medunarodne konferencije za
uskladivanje tehnickih zahtjeva za registraciju lijekova za ljudsku uporabu (engl. International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals
Jor Human Use, ICH), dio Q2(R1) Validacija analiti¢kih metoda: Metodologija'*’.

Selektivnost metode ispitana je analizom i usporedbom slijepih uzoraka matrice (slijepi

uzorci nisu sadrZavali PDE-5I), referentnih standarda i uzoraka matrice obogaéenih dodanim
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referentnim standardima i IS kako bi se provjerila prisutnost moguéih interferirajucih spojeva
koji koeluiraju na istom vremenu zadrZavanja kao i ciljani analiti. Osim kromatografskog
razdvajanja, selektivnost svakog ciljanog analita odredena je na temelju visokorezolucijske
mase [M+H]" 1 prisutnosti fragmentnih iona koji odgovaraju svakom ciljnom analitu.

Linearnost metode odredena je injektiranjem standardnih otopina u odgovaraju¢em
koncentracijskom podrudju za pojedini ciljani analit uz dodatak IS. Primjenom sustava
UHPLC—QTOF-MS, masene koncentracije sildenafila i vardenafila redom su bile 10 ng mL-!,
20 ng mL-, 50 ng mL-, 100 ng mL-', 200 ng mL~"! i 300 ng mL-!, tadalafila 20 ng mL-!, 40
ng mL-', 100 ng mL-', 200 ng mL-!, 400 ng mL-" i 600 ng mL-' te avanafila 2 ng mL-), 4 ng
mL-!, 10 ngmL-!, 20 ng mL-!, 40 ng mL-! i 60 ng mL-". IS koristen je pri konstantnoj masenoj
koncentraciji od 100 ng mL-! u svim standardnim otopinama i uzorcima.

Primjenom sustava LC—TOF, lineranost metode je odredena injektiranjem osam standardnih
otopina u masenom koncentracijskom rasponu analita od 50 ng mL-! do 1500 ng mL-! uz
dodatak IS od 100 ng mL-'. Masene koncentracije analita u standardnim otopinama su redom
bile 50 ng mL-!, 100 ng mL-!, 200 ng mL-', 300 ng mL-!, 500 ng mL-!, 700 ng mL-', 1000 ng
mL-!11500 ng mL-.

Svaka radna otopina standarda je injektirana tri puta te je iz dobivenih podataka prikazana
ovisnost omjera srednje vrijednosti izmjerenih povr§ina analita i IS te pripadajuce koncentracije
radne otopine standarda. Odredena je jednadZba kalibracijskog pravca za pojedini spoj te
izrazen koeficijent determinacije R* za koji je postavljen kriterij, R > 0,98.

Granica kvantifikacije (GK) postavljena je kao najniza koncentracija kalibracijske krivulje
koja se moZe odrediti uz odgovarajuéu to¢nost i preciznost. Granica detekcije (GD) izratunata
je na temelju standardne devijacije reziduala (engl. Residual Standard Error) 1 nagiba
kalibracijske krivulje dobivene analizom standardnih otopina u koncentracijskom podrucju

granice detekcije, prema sljedecoj jednadzbi:
GD =33 > 3)

gdje je s standardna devijacija reziduala, a a nagib kalibracijskog pravca.
Toc¢nost metode ispitana je izraCunavanjem analitickog povrata nakon dodavanja standarda
slijepim uzorcima razli¢itih vrsta matrica (tablete, kapsule i med) na cetiri koncentracijska

nivoa (GK, 1,5%xGK, 15xGK i 25xGK). Svaka koncentracija je injektirana Sest puta u istom
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danu i u razmaku od sedam dana. Analitiéki povrat (engl. Recovery, R), izradunava se kao

omjer aritmetiCke sredine rezultata i referentne vrijednosti prema jednadzbi:

R(%) = ;7 - 100 4)

gdje je ys izmjerena masena koncentracija PDE-5I dodanih u slijepu matricu uzorka, a p;
teoretska masena koncentracija PDE—5I dodanih u slijepu matricu uzorka

Prihvatljiv raspon to¢nosti postavljen je unutar 85 % —115 % za sve ispitane koncentracijske
nivoe, osim za GK gdje je prihvatljiv iri raspon to&nosti od 80 % — 120 %.

U cilju potvrdivanja primjenjivosti metode za rutinska ispitivanja, dodatno su analizirani
dostupni lijekovi za pomo¢ kod erektilne disfunkcije koji sadrze sildenafil (Kamagra),
vardenafil (Levitra) i tadalafil (Cialis) kao farmakoloski aktivne tvari s deklariranim sadrZajem.

Preciznost metode ispitana je pomocu ispitivanja ponovljivosti mjerenja pri ¢emu su
kori3teni isti eksperimenti kao kod ispitivanja to¢nosti. Ispitivanje je provedeno na $est mjerenja
za Cetiri koncentracijska nivoa. Ponovljivost mjerenja ispitana je isti dan i u razmaku od sedam
dana (medupreciznost). Izradunate su srednje vrijednosti masenih koncentracija po svakom
obogacenom koncentracijskom nivou, standardne devijacije (engl. Standard Deviation, SD) i
relativne standardne devijacije (engl. Relative Standard Deviation, RSD). Metoda je prikladna
ukoliko zadovoljava kriterije da je RSD < 15 % za sve ispitane koncentracijske nivoe, osim za
GK gdje je prihvatljiva vrijednost RSD—a < 20.

Utjecaj matrice (engl. Matrix Effect, ME), ispitan je na temelju usporedbe nagiba
kalibracijskih pravaca dobivenih analizom standardne otopine smjese analita pripremljene u
Cistom otapalu i standardnih otopina pripremljenih u matrici uzorka obogaéenoj na &etiri
koncentracijska nivoa (GK, 1,5xGK, 15xGK i 25xGK) uz koristenje IS. U slijepe uzorke
ispitivane matrice ekstrahirane prema postupku pripreme uzoraka opisanom u poglavlju 3.3.1.
dodana je standardna otopina analita u ekstrakt neposredno prije analize. Standardna otopina u
istoj koncentraciji pripremljena je i u &istom otapalu te su zajedno analizirane. ME, odnosno
supresija ili povecanje intenziteta odziva signala, u postotku, raduna se prema sljedecoj

jednadzbi:
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nagib kalibracijskog pravea u matricl
Skl —1) - 100 (5)
nagib kalibracijskog pravea u otapalu

ME (%) = (

ME je kategoriziran u nekoliko skupina: beznacajan < £ 10 %, prihvatljiv + 10 % do £ 20 %,
umjeren >+ 20 do <+ 50 % i jaki >+ 50 % s tim da pozitivna vrijednost predstavlja povecanje
intenziteta odziva signala, a negativna vrijednost supresiju odziva signala uzrokavano matricom
uzorka®.

Stabilnost je ispitana u pripremljenim ekstraktima slijepih matrica (tableta, kapsula, med)
obogaéenima analitima na Cetiri razine koncentracije: GK, 1,5xGK, 15xGK i 25xGK. Ekstrakti
su analizirani odmah nakon pripreme (0. dan) te ponovno nakon 7 dana skladiStenja u hladnjaku
pri 4 °C u dobro zatvorenim bo&icama za injektiranje, za$tiCenima od svjetlosti. Stabilnost je
izrazena kao postotak zadrZzane masene koncentracije analita i izraCunata prema izrazu (6).
Prihvatljiv raspon stabilnosti je postavljen unutar 85 % — 115 % za sve koncentracijske nivoe,

osim za granicu kvantifikacije gdje je prihvatljiv $iri raspon stabilnost unutar 80 % — 120 %.

Stabilnost (%) = Lkerainadam) . 10 (©6)

Ypotetna (0 dan)

gdje je Vkonacno (7danyizmjerena masena koncentracija PDE—-5I dodanih u ekstraktu nakon 7 dana
skladiStenja, a Ypocema (0 dan) pocetna masena koncentracija PDE—51 u ekstraktu izmjerena odmah

nakon pripreme.
3.5. Mjerna nesigurnost analitickih metoda

Mjerna nesigurnost je parametar pridruZzen rezultatu mjerenja, koji oznafava rasipanje
vrijednosti oko mjerne veli¢ine. Mjerna nesigurnost odredivanja PDE—5I u dodacima prehrani
procijenjena je na temelju podataka dobivenih validacijom metode i iz podataka preuzetih iz
umjernica i certifikata proizvodada standardnih referentnih tvari i opreme. [zracuni nesigurnosti
provedeni su prema Vodi¢u za procjenu mjeme nesigurnosti — GUM metoda (engl. Guide to
the Expression of Uncertainty in Measurement).

Metoda odredivanja PDE—-51 u ovom istraZivanju temelji se na razrijedi i mjeri principu gdje se
homogenizirani uzorak ekstrahira otapalom, a dobiveni ekstrakt filtrira i razrijedi. Identifikacija

i kvantifikacija u razredenom ekstraktu se provodi vezanim sustavima HPLC-TOF 1
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UHPLC-QTOF. Navedenim metodama odreduje se masena koncentracija pojedinog PDE~5]

u ekstraktu uzorka pomocu sljedeéih izraza:

y=ac+b @)

c=220 (8)

gdje je y odziv detektora, a nagib kalibracijskog pravca, b odsjedak na y osi.

Izmjerena vrijednost koncentracije se korigira s obzirom na pripremu uzorka prema formuli (1).
Izvori mjerne nesigurnosti (A i B vrste) su identificirani te graficki prikazani Ishikavinim
dijagramom uzroka i posljedica (Slika 6). Nesigurnosti A vrste odnose se na podatke koji su
dobiveni statistickom obradom rezultata proizaslih iz validacijskih eksperimenata kao §to su:
kalibracijski pravac, preciznost te toénost. Izvori nesigurnosti B vrste odnose se na podatke
preuzete iz certifikata i umjernica kao $to su: Cistoéa referentnih materijala, nesigurnost
umjernog suda, nesigurnost vage te nesigumost volumena pipeta i odmjernog posuda.
Standardne nesigurnosti izratunate su prema formuli (9), gdje je a podatak o vrijednosti mjerne

nesigurnosti  koji  daje  proizvoda¢ na  pripadajuéem  certifikatu/umjernici.

.
u=—= )
Priprema kalibracijskih Linearizacija
otopina i uzoraka Kkalibracijskog pravca
— volumen pipete
vaga—» \&«——— odmjerno lab. sude odsjetak (b)
listoca standarda——>» nagib (a)
Povrsina pika
» | Koncentracija
PDE-5I
Tocnost Preciznost

Slika 6. Ishikava dijagram za metodu odredivanja PDE-5I.
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Nesigurnost kalibracijskog pravca, raéuna se pomocu sljedeéih formula (10-12):

—5)2
u(G,) =§J§+%+% (10)
Zn (Aj—(ac}-+b))2
s= |[SE— (11)
Sxx = Z;;l(ci - E)Z (12)

gdje je s rezidualno standardno odstupanje, a nagib kalibracijskog pravca, p broj tocaka u
kalibracijskom pravcu, ¢y oéitana koncentracija, n broj mjerenja iz kojeg je odredena cop, 4;
povrsina kalibranta, ¢;koncentracija kalibranta, b odsjecak kalibracijskog pravca.

Za izratun nesigurnosti preciznosti koristeni su podaci ponovljivosti mjerenja (intermedijarna
preciznost) kroz 7 dana na Cetiri koncentracijska nivoa gdje je svaki nivo izmjeren 6 puta.
IzraCunata je zdruZena (engl. Pooled) standardna devijacija, sp, uzimajuci u obzir standardne

devijacije svakog dana s; i broja ponavljanja n, prema formuli (13):

Y(n-1)-s?
% = @ (3)

Za izraCun nesigurnosti toénosti, koristena je standardna devijacija analiti¢kih povrata prema
formuli (14):
si
W=7 (14)

Nakon kvantifikacije svih sastavnica mjerne nesigurnosti odabrane su one koje doprinose
znacajnoj ukupnoj mjernoj nesigurnosti. Sastavljena mjerna nesigurnost ratuna se prema

formuli:

Ue = €/ ()2 + (up)? + (uz)?+... +(up)? (15)

gdje je ¢ koncentracija mjerne veli¢ine pri kojoj se iskazuje mjerna nesigurnost.

ProSirena mjerna nesigurnost rafuna se mnoZenjem sastavljene mjerne nesigurnosti s

obuhvatnim faktorom k=2 (vjerojatnost 95 %).

U=k -u =2-u, (16)
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3.6. Statisti¢ka obrada podataka

Sve vrijednosti izraZene su kao srednja vrijednost + standardna devijacija (n nezavisnih
mjerenja). Statisticka obrada podataka provedena je koristenjem radunalnog programa
Microsoft Excel 2019, programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD). Za usporedbu
razlika izmedu dviju skupine podataka o sadrzaju PDE-5I (sildenafil i tadalafil), dobivenih

razliCitim instrumentima, primijenjen je dvostrani Studentov r—test na razini znadajnosti P =

0,05.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Optimizacija postupka ekstrakcije

Kako bi se smanjio broj koraka i skratilo vrijeme pripreme, za ekstrakciju PDE-5I iz
dodataka prehrani (kapsule, prahovi, tablete) primijenjena je jednostavna metoda ekstrakcije
kruto—tekuée. Posebna paznja tijekom optimizacije posvecena je odabiru najprikladnijeg
otapala s ciljem postizanja maksimalne uéinkovitost ekstrakcije i §to veceg postotka analitickog
povrata ciljanih spojeva. U tu svrhu ispitana su sljedeca otapala: acetonitril, metanol, smjesa
metanola i vode (50:50, v/v) i smjesa acetonitrila i vode (50:50, v/). Odabir otapala temeljen
je na polarnim svojstvima PDE-5I te na podacima objavljenima u literaturj!20-121:132,146,147
Prethodna istraZivanja pokazala su da se acetonitril i njegove smjese s vodom najceS¢e koriste
kao ekstrakcijska otapala, §to se moZe pripisati slaboj topljivosti tadalafila u metanolu'?°,
Eksperimenti su provedeni na komercijalnim farmaceutskim formulacijama koje sadrZze
sildenafil, vardenafil i tadalafil (poglavlje 3.2, Tablica 7.) kao farmakoloski aktivne tvari.
Analiticki povrat (%) odabranih PDE-51 izradunat je na temelju deklarirane koli¢ine aktivnih

tvari, a dobiveni rezultati prikazani su na Slici 7.

® Sildenafil = Tadalafil = Vardenafil
120

| . H .

Acetonitrl Metanol Acetonitril:Voda Metanol:Voda
(50:50, v/v) (50:50, v/v)

(o]
(==

Analiticki povrat (%)
+a (=Y
o (=4

N
(== =)

Slika 7. Usporedba srednjih vrijednosti analiti¢kih povrata dobivenih ekstrakcijom PDE-51I iz

razli¢itih komercijalnih farmaceutskih formulacija.
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Prema dobivenim rezultatima, za sve ispitivane analite najbolji analiti¢ki povrati postignuti su
koritenjem acetonitrila kao ekstrakcijskog otapala, dok smjesa acetonitrila i vode (50:50, v/v)
daje usporedive rezultate. Metanol i njegova smjesa s vodom (50:50, v/) kao ekstrakcijska
otapala daju znatno niZe analiti¢ke povrate za tadalafil, dok su za sildenafil i vardenafil ti povrati
1dalje zadovoljavajuéi. Ovi rezultati potvrduju literaturne navode o slabijoj topljivosti tadalafila
u metanolu.

Zbog visokog udjela Secera te prisustva proteina, organskih kiselina, pigmenata i ne¢istoéa,
med predstavlja sloZenu matricu koja moZe otezati detekciju, osobito pri niskim
koncentracijama. Za razvoj i optimizaciju postupka pripreme meda koristena je slijepa matrica
meda. Uzorak meda potrebno je dobro izmjelati staklenim Stapiéem, pazeéi pritom da se
1zbjegne stvaranje mjehuriéa zraka. Uzorci meda se prije ekstrakcije obi¢no otapaju u vodi, pa
se za ekstrakciju PDE-5I iz uzoraka meda razmatrala smjesa vode i organskog otapala.
Primijenjena je jednostavna ekstrakcija smjesom organskog otapala i vode pri éemu su ispitana
dva organska otapala: acetonitril i metanol. Med u koli¢ini od 1,0 g otopljen je u 12,5 mL vode,
obogacen je s smjesom ciljanih PDE-51 i IS, nakon Cega je smjesi dodano 12,5 mL organskog
otapala. Kona¢na koncentracija ciljanih PDE-5I iznosila je 50 ng mL-!, a IS 100 ng mL-".
Nakon mijeSanja na vortex mje$alici uzorak je postavljen u ultrazvuénu kupelj (30 min), a
potom centrifugiran (10 min, 4600 o min~!, sobna temperatura). Gornji sloj je filtriran kroz
PTFE filter (veliCine Cestica 0,2 pm). Uéinkovitost ekstrakcije procijenjena je na temelju

analitiCkog povrata (%), a dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 11.

Tablica 11. Analiticki povrat ekstrakcije PDE-5I iz meda primjenom smjese vode i organskih

otapala (voda:organsko otapalo = 50:50, v4), ¥=25mL, n = 3.

Analiticki povrat, %

Otapalo

Sildenafil Vardenafil Avanafil Tadalafi
Acetonitril 96,0 101,5 103,9 89,8
Metanol 91,2 87,0 96,6 73,8

Na temelju dobivenih rezultata, acetonitril se pokazao kao optimalno otapalo za ekstrakciju
PDE-51 iz uzoraka meda, pruZaju¢i najbolje rezultate u smislu analitickog povrata ekstrakcije
i intenziteta odgovora. lako je smjesa metanola i vode takoder pokazala zadovoljavajuce

rezultate, njezina uéinkovitost bila je nesto niZa, posebno za tadalafil (73,8 %).
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Ova metoda pripreme odabrana je kao standardna tehnika ekstrakcije meda i ostalih krutih
uzoraka (kapsule, tablete, prahovi) te je naknadno validirana u svim ispitivanim matricama, duz

cijelog podrucja metode, uz prihvatljiv i zanemariv utjecaj matrice (ME, %).

4.2. Razvoj UHPLC—-QTOF metode za odredivanje PDE-SI u dodacima
prehrani

4.2.1. Optimizacija kromatografskih uvjeta

Optimizacija kromatografskih uvjeta za razdvajanje PDE—51 u dodacima prehrani zahtijeva
podesavanje razli¢itih parametara kako bi se postiglo u¢inkovito razdvajanje i detekcija ciljanih
spojeva. lako potpuno kromatografsko razdvajanje analita nije nuZno kod primjene tandemne
MS detekcije, koja predstavija standard u veéini LC metoda za analizu PDE-5I, bolje
razdvajanje ipak doprinosi poveanju osjetljivosti metode, preciznosti kvantifikacije i
reproducibilnosti rezultata. Osim toga, osobito je vazna kod analize sloZenih matrica, gdje
kromatografsko razdvajanje moze zna¢ajno smanjiti nepovoljne utjecaje matrice u analizatoru
masa. Ciljani PDE-5I 1 njihovi strukturni analozi, ve¢inom su bazi¢ni spojevi, §to je posljedica
prisutnosti specifi¢nih funkcionalnih skupina poput sekundamih i tercijarnih amina (npr.
piperazinska skupina u sildenafilu). Njihova fizikalno—kemijska svojstva, navedena su u Tablici
3, poglavlje 2.2.1.

Za analizu PDE-5] sustavom HPLC-TOF i UHPLC—QTOF primijenjena je kromatografija
obrnutih faza, pri ¢emu su u preliminarnim istraZivanjima testirane tri razli¢ite kromatografske
kolone: Inertsil ODS—4 HP C18, Kinetex XB—C18 i Zorbax SB—C18 (Tablica 12). Kolona
Inertsil ODS—4 sadrzi visokokvalitetni silikagel sa specifi¢cnim C18 vezanjem. Poznata je po
izuzetno inertnom silikagelu, $to smanjuje neZeljene interakcije s polarnim i bazi¢nim
spojevima, §to rezultira boljim oblicima kromatografskih pikova i reproducibilnoséu. Kinetex
XB kolona koristi ¢estice jezgra-ljuska (engl. Core-Shell) na bazi silicija s di-izobutilnim C18
modifikatorima, §to pobolj$ava u¢inkovitost, ostrinu kromatografskih pikova i selektivnost za
bazi€ne i1 kisele spojeve, Cine¢i je prikladnom za Sirok raspon analitickih primjena u
HPLC/UHPLC sustavima. Zorbax SB koristi visokostabilan silikagel sa di-izobutilnim C18
vezanjem, dizajniran za rad u kiselim uvjetima. Kolone Inertsil ODS—4 i Kinetex XB pripadaju

deaktiviranim (engl. End—Capped) kolonama $to zna¢i da su podvrgnute dodatnoj obradi kako
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bi se deaktivirale rezidualne silanolne skupine prisutne na povrsini silikagela. Prisutnost tih
skupina moZe dovesti do Sirenja kromatografskih pikova, posebno kod spojeva s bazi¢nim
funkcionalnim skupinama. Kolone su odabrane prema njihovoj selektivnosti za PDE-5],
ukljucujuéi sposobnost zadrZavanja spojeva s polarnim i nepolarnim svojstvima. Kako bi se
minimizirao utjecaj dimenzija kolone i veli¢ine estica punila na rezultate odvajanja, odabrane
su kolone s najsliénijim dimenzijama i veliinama &estica medu dostupnim opcijama.
Karakteristike koristenih kolona su navedene u Tablici 12. U gotovo svim objavljenim
metodama za odvajanje PDE-5I koristene su razligite C18 kolone s punilom temeljenim na
silikagelu modificiranim sa oktadecilnim skupinama'?%124126:35147.148 171imka je studija Ren i
suradnici, koji su se odlugili za C8 kolonu'*%. Dimenzije kolona koristenih u literaturi variraju
u duljini od 50 mm do 250 mm, unutarnjem promjeru od 2,0 mm do 4,6 mm, te veli¢ini Sestica
punila od 1,8 pm do 5um.

Rezultati analiza pokazali su da medu testiranim kolonama nije bilo zna¢ajnih razlika u
razdvajanju ciljanih spojeva. Vremena zadrZavanja bila su relativno sli¢na, no kolona Inertsil
ODS—4 HP pokazala se naju¢inkovitijom u razdvajanje ciljanih PDE-5I spojeva. S druge
strane, Kinetex XB—C18 i Zorbax SB—C18 kolone, nisu postigle jednaku razinu razlu¢ivanja,
unato¢ svojim specifi¢nim prednostima. Kolona Zorbax SB je pri istim uvjetima pokazala nesto
bolju selektivnost od Kinetex XB, buduéi su na njoj sildenafil i avanafil djelomi¢no razdvojeni.
Nasuprot tome, na koloni Kinetex XB, kromatografski pikovi sildenafila i avanafila koeluiraju.
Usporedba kromatograma iona odabranih m/z vrijednosti ciljanih PDE-5I na sve tri kolone
prikazana je na Slikama 8. — 10. S obzirom na to da je kolona Inertsil ODS—4 pokazala najbolji

uCinak razdvajanja, odabrana je za daljnju optimizaciju sastava pokretne faze prema Tablici 13.

Tablica 12. Karakteristike HPLC kolona.

Naziv Vrsta Dimenzije  Veli¢ina Povri§ina Veli¢ina  Udio “End-
kolone nepokretne  (mm) Cestica Cestica pora ugljika  Capped”
faze @m)  @gh A
Inertsil
C18 150 " 2,1 3,0 450 100 11 DA
ODsS—4
Kinetex XB C18 150 " 2,1 2,6 200 100 10 DA
Zorbax SB  Cl18 150 " 2,1 3,5 % 80 1 NE
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Slika 8. Analiza standardne smjese PDE—5I na koloni Kinetex XB: kromatogrami iona

odabranih m/z vrijednosti. Masena koncentracija pojedinaénih analita: 50 ng mL-'.
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Slika 9. Analiza standardne smjese PDE—51 na koloni Zorbax SB: kromatogrami iona

odabranih m/z vrijednosti. Masena koncentracija pojedinaénih analita: 50 ng mL-'.
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Slika 10. Analiza standardne smjese PDE—5I na koloni Inertsil: kromatogrami iona odabranih

m/z vrijednosti. Masena koncentracija pojedinaénih analita: 50 ng mL-!.

Prilikom optimizacije kromatografskog procesa kljuéno je pronaéi optimalan sastav
pokretne faze kako bi se postigao pravilan oblik kromatografskih pikova i zadovoljavajuca
osjetljivost ciljanih spojeva. lonska jakost pokretne faze ima znaCajan utjecaj na odgovor
spektrometra mase. Prethodna istraZivanja pokazala su da se za razdvajanje ciljanih spojeva
najéeS¢e koristi gradijentno ispiranje pri éemu su acetonitril i metanol najéesce koristeni kao

organska pokretna faza!2%:126,147-149

Medutim, metanol se nije pokazao pogodnim za
razdvajanje sildenafila i vardenafila zbog njihove sli¢ne strukture i polarnosti. Osim toga,
metanol generira veci tlak i pozadinski $um pa zato nije razmatran kao potencijalna organska
faza tijekom optimizacije'**'*®. PDE-5I spojevi u svojim strukturama sadrze baziéne amino
skupine, Sto ih ¢ini izrazito osjetljivim na pH pokretne faze, buduéi da mogu biti prisutni u
neutralnoj i ioniziranoj formi'?!. Opéenito, pH i sastav pokretne faze zna¢ajno utjetu na
zadrZavanje takvih spojeva, ali i na oblik kromatografskog pika'*’. Zbog baziénog karaktera

PDE-S5I spojeva, u pokretnu fazu su dodavane ili mravlja ili octena kiselina kao i amonijev

formijat ili acetat, unato¢ tome $to njihova prisutnost moze pojacati supresijske uéinke kod ESI
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ionizacije!?!. Kisele pokretne faze povoljne su za kromatografsko razdvajanje spojeva s
baziénim funkcionalnim skupinama, jer smanjuju disocijaciju potencijalno zaostalih
rezidualnih skupina u slabe anionske vrste, koje mogu snaZzno vezati bazine spojeve. Osim
toga, kiseli aditivi (npr. mravlja kiselina) potpomaZu protoniranje bazi¢nih spojeva ¢ime se
povecava signal. Uz kisele aditive, u pokretnu fazu se dodavaju modifikatori poput amonijeva
acetata i amonijeva formijata, koji stabiliziraju pH i ionsku jakost, a mogu utjecati na polarnost
analita te poboljsati efikasnosti ionizacije. Provedena su testiranja razliCitih vrsta pokretnih
faza. Za vodenu pokretnu fazu testirana je prisutnost 0,1 % mravlje kiseline i amonijeva
formijata u razli¢itim koncentracijama (2 mmol L' i 5 mmol L") dok je u svim eksperimentima

kao organska pokretna faza koristen acetonitril uz dodatak 0,1 % mravlje kiseline (Tablica 13).

Tablica 13. Testirane kombinacije pokretnih faza.

Pokretna faza A Pokretna faza B

a 0,1 % mravlja kiselina u vodi 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu

2 mmol L' amonijev formijat o o
b 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu

10,1 % mravlja kiselina u vodi

5 mmol L' amonijev formijat . _ o
c 0,1 % mravlja kiselina u acetonitrilu

10,1 % mravlja kiselina u vodi

Rezultati utjecaja sastava pokretne faze prikazani su na Slici 11., gdje je jasno vidljiva razlika
u intenzitetu odziva za sve ciljane analite, ovisno o kori§tenoj pokretnoj fazi. Povecani udio
amonijeva formijata u vodenoj fazi imao je pozitivan utjecaj na u€inkovitost ionizacije ciljanih
spojeva, §to je rezultiralo povecanjem signala. Na temelju najboljeg odziva, za konacnu
pokretnu faza A odabrana je voda s dodatkom 5 mmol L' amonijeva formijata i 0,1 % mravlje

kiseline, dok je kao pokretna faza B korisSten acetonitril s dodatkom 0,1 % mravlje kiseline.
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Slika 11. Utjecaj sastava pokretne faze. Testirane kombinacije pokretnih faza (a, b, ¢)

navedene u Tablici 13.

Optimizirani su i ostali kromatografski parametri, ukljuuju¢i protok pokretne faze,
temperaturu kolone i volumen injektiranja. Protok je ispitan u rasponu od 0,1 mL min™ do 0,3
mL min™. Pove€anjem protoka pokretne faze smanjivalo se vrijeme zadrzavanja ciljanih analita
na koloni, ali je istovremeno rasla potro$nja otapala. Kao optimalni protok za analizu PDE—5I
izabran je 0,2 mL min™. Temperatura kolone testirana je u rasponu od 30 °C do 50 °C.
Povecanje temperature rezultiralo je vi$im i ponovljivijim odzivom te smanjenjem tlaka u
koloni, dok znacajne promjene u vremenu zadrZavanja nisu zabiljeZene. Na temelju rezultata,
za optimalnu temperaturu odabrano je 40 °C. Volumen injektiranja ispitivan je u rasponu od 1
pL do 5 pL kako bi se postigla zadovoljavajuce niska granica kvantifikacije, uz minimalno
unoSenje necistoc¢a. Kao optimalni volumen odabran je 1 uL jer se time smanjuje koliina
matrice koja se unosi u sustav i posljedi¢no utjecaj matrice uzorka. Kromatogram standarda pri

optimalnim uvjetima prikazan je na Slici 12.
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Slika 12. a) Kromatogram ukupne ionske struje (TIC) smjese ciljanih PDE-511 IS (300 ng
mL! sildenafila i vardenafila, 400 ng mL-' tadalafila, 60 ng mL~! avanafilai 100 ng mL-!
IS); b) kromatogrami iona odabranih vrijednosti m/z (EIC) ciljanih PDE-511 IS.

4.2.2. Optimizacija masenospektrometrijskih uvjeta na uredaju UHPLC-QTOF

Za odredivanje polarnih organskih spojeva, ukljuéuju¢i PDE-5I, uobicajeno se koristi
ionizacija elektrorasprSenjem. Izbor polariteta ionizacije ovisi o svojstvima analita, no u svim
dosadasnjim istrazivanjima za ciljane PDE-5I primjenjivana je pozitivna ionizacija. Kako bi se
postigla maksimalna osjetljivost i selektivnost instrumenta, provedena je optimizacija
parametara ionskog izvora za Cetiri ciljana PDE—-5I injektiranjem standardnih otopina izravno
u protok mobilne faze (engl. Flow—Injection Analysis, FIA), bez upotrebe kromatografske
kolone. Koristila se ionizacija elektrorasprSenjem u pozitivnom modu, uz primjenu
individualnih standardnih otopina koncentracije 500 ng mL-! i protoka 0,2 mL min-!. Testirani
su sljedeéi parametri ionskog izvora: potencijal fragmentora (100 V — 400 V), napon kapilare
(3000 V — 3500 V), temperatura plina omotaca (225 °C — 350 °C), protok plina omotaca (10 L
min~! — 12 L min!), tlak raspriivada (25 psi — 40 psi), napon mlaznice (0 V — 2000 V), protok
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Plina za sudenje (15 L min-! — 20 L min™!), temperatura plina za suSenje (200 °C — 225 °C). Za
sve ciljane analite bilo je kljuéno postiéi §to veci i stabilniji intenzitet odziva. Protonirani ion
(IM+H]") pokazao se kao najintenzivniji ion te je odabran kao prekursor ion. Utjecaj ispitivanih
operativnih parametara na intenzitet MS signala prikazan je u Tablici 14., gdje je maksimalni
intenzitet signala definiran kao 100%, a svi ostali izraZeni su relativno prema toj vrijednosti.
Testirani rasponi i preporuéene vrijednosti preuzeti su iz uputa proizvodada instrumenta. Za
veéinu parametara ukljucujudi tlak rasprsivaca, potencijal kapilare, potencijal mlaznice, protok
1temperatura plina za suenje preporucene vrijednosti su odabrane kao optimalne, jer znadajno
poboljSanje intenziteta signala nije uoCeno pri promjenama tih parametara. NiZi protok plina
omotaca i viSa temperatura rezultirali su viS§im intenzitetom signala. Nadalje, za sve ciljane
PDE-5I bolji intenzitet signala postignut je pri viSem potencijalu fragmentora i srednjem

potencijalu mlaznice.

Tablica 14. Utjecaj razli¢itih parametara izvora na MS intenzitet signala. Optimalne

vrijednosti su podebljane.

Parametar Testirana % % % %
vrijednost ~ Sildenafil Tadalafil Vardenafil Avanafil

Potencijal fragmentora, V 100 59 85 69 49
200 83 86 80 68

300 94 100 97 89

350 100 98 97 94

380 96 86 100 82

400 92 27 99 100

Temperatura plina omotaca, °C 225 91 67 74 71
250%* 93 75 77 87

300 93 80 92 87
350 100 100 100 100
Protok plina omotada, L min~! 10 100 92 98 100
11* 97 100 98 94

12 97 97 100 86
Tlak rasprsivaca, psi 25% 100 100 98 100
30 88 90 100 91
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Parametar Testirana % % % %
vrijednost ~ Sildenafil Tadalafil Vardenafil Awvanafil

35 79 80 82 64

40 71 72 80 68

Potencijal kapilare, V 3000 77 88 93 53
3500* 100 100 100 100

Potencijal mlaznice, V 0 39 70 62 15
500 83 100 92 56

1000 95 90 100 89

1500 100 79 98 100

2000 91 69 87 99

Temperatura plina za sudenje, °C 200% 100 100 100 100
225 04 96 94 91

Protok plina za susenje, L min~! 15 99 93 96 96
17* 100 100 100 100

20 97 96 97 92

*zadane vrijednosti preporucene u uputama proizvodaca instrumenta

Nakon optimizacije parametara ionskog izvora, za sve ciljane PDE-5I slijedilo je odredivanje
optimalnih parametara spektrometrije masa. Snimljeni su spektri masa pozitivnih iona u
rasponu m/z 100 — 1000. Kao §to je ve¢ navedeno u eksperimentalnom dijelu, za sve ciljane
analite kao prekursor ion odabran je protonirani molekulski ion, [M+H]". Tandemna
spektrometrija masa provodila se nad odabranim prekursor ionima, pri razli¢itim kolizijskim
potencijalima u rasponu od 10 V do 50 V, uz povecanje od 5 V. Za svaki primijenjeni potencijal
pracen je intenzitet fragmentnih iona, a na temelju intenziteta signala u MS/MS spektrima
odabrani su optimalni kolizijski potencijali za svaku ciljanu tvar koji su navedeni u Tablici 15.
Osim toga, odabrana su dva najzastupljenija i najstabilnija produkt iona, pri ¢emu je
najintenzivniji izabran kao kvantifikacijski, a drugi manjeg odziva kao potvrdni
(kvalifikacijski) ion. Kao kolizijski plin koristen je dusik, a MS/MS spektri ciljanih PDE-5I
pohranjeni su u bazu podataka. Tako kreirana baza s molekularnim i fragmentnim ionima, koji
potvrduju svaki od odabranih PDE-5I, koristi se u daljnjim analizama. MS/MS spektri
prikazani su na Slikama 15, 17, 19, 21 i 23, dok su predloZeni fragmentacijski putevi prikazani

na Slikama 16, 18, 20, 22 i 24. Fragmentacijski putevi i strukture fragmentnih iona predloZeni
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su na temelju dobivenih iona iz MS/MS spektara pri optimalnim CE vrijednostima. Tablica 15.
prikazuje &etiri ciljana PDE-5I, njihova vremena zadrZavanja, Kolizijske potencijale te
molekularne i fragmentne ione kao i pogreSke odredivanja masa. Pogreske mase vrlo su male
(<5,2 ppm) i ukazuju na dobru preciznost i pouzdanost rezultata. Pretpostavljene sheme
fragmentacija temeljene na dobivenim MS/MS spektrima, izradene su koristenjem programa

ChemDraw.
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Ionizacijom sildenafila u pozitivnom naginu snimanja nastaje protonirani molekulski ion
[M+H]" sa signalom pri m/z 475,2111. Primjenom kolizijskog potencijala uogeni su signali
fragmentnih iona pri m/z 283,1190, koji je rezultat cijepanja sulfonil-metilpiperazinskog
prstena i odgovara jednostruko nabijenom fragmentnom ionu [CisHisN4O2]". Nadalje,
fragmentacijom nastalog metilpiperazina (m/z 100,0997) nastaje fragmentni ion m/z 58,0660,
koji odgovara fragmentnom ionu [C3HsN]". Gotovo jednake rezultate dobili su i drugi
autori 3213513615112 N temelju fragmentnih iona prikazanih na Slici 13. predloZeni su moguéi

mehanizmi fragmentacije sildenafila, a prikazani su na Slici 14.

x105 |CID@40.0 (475.2118[z=1] -> ™) SIL_MSMS

375]  58.0860

35
3.25-

2,754
2,54
2.25-
24
1,75+
1.54
1.25-
1- 100.0897

0,754 2831190

0.5-
0,254 475.2111
L 2
0- ) - - 1 -
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/2)

Slika 13. MS/MS spektar sildenafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom potencijalu od
40V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 14. PredloZeni fragmentacijski put [M+H]" sildenafila (m/z 475,2122) primjenom

ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada.

Najintenzivniji fragmentni ioni vardenafila dobiveni snimanjem MS/MS spektra bili su oni
s omjerom m/z 312,1582 1 151,0870 (Slika 15). Osim ovih intenzivnih signala, u spektru masa
vidljivi su i manje intenzivni signali poput 376,1072 i1 72,0811. Fragmentni ioni m/z 376,1074 i
113,1073, nastaju odvajanjem etilpiperazina, dok ion m/z 312,1581 nastaje odvajanjem
etilpiperazina i sulfonilne skupine. Cijepanjem N—N veze i amidne veze tetraazobiciklinonskog
prstena nastaje fragmentni ion m/z 151,0866. PredloZeni fragmentacijski put prikazan je na Slici
16. Isti fragmentacijski put dobili su i drugi autori!*>!>"15% Medutim, u nekim metodama'3?

zapaZeni su i drugi fragmenti, poput iona m/z 344,1479 (C17H20N404), 299,1139 (Ci15H15N403)
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te 169,0972 (CsHi3N202). Ovi fragmentni ioni takoder su dobiveni u nafem istraZivanju

primjenom HPLC—-TOF tehnike (poglavlje 4.3.1).
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Slika 15. MS/MS spektar vardenafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom potencijalu od

50 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 16. Fragmentacijski put [M+H]" vardenafila (m/z 489,2279) primjenom ionizacije

elektrorasprienjem u pozitivnom nacinu rada.

Najintenzivniji fragmentni ioni avanafila, dobiveni MS/MS analizom su ioni s omjerom m/z
375,1230 (CisH20CIN4O3™) i 155,0265 (CsHsClO"), a prikazani su na Slici 17. Osim ovih
intenzivnih signala, u spektru masa vidljivi su i manje intenzivni signali poput fragmentnih iona

m/z 357,1118, 233,1035 te 77,0388. Prema literaturnim podacima, osim navedenih, moguc¢ je
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hastanak i drugih fragmentnih iona, ukljudujuéi m/z 342,14, 329,14 1 175,11'%, Na temelju

MS/MS spektra, pretpostavljen je fragmentacijski put, prikazano na Slici 18.
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Slika 17. MS/MS spektar avanafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom potencijalu od 35

V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 18. Fragmentacijski put [M+H]" avanafila (m/z 484,1858) primjenom ionizacije

elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada.

Najintenzivniji fragmentni ioni tadalafila bili su oni s omjerom m/z 268,1092 (CisH14N302"),
169,0760 (C1iHoN2") i 135,0444 (CsH702") (Slika 19.). Nas$a istraZivanja potvrdila su navode

BLIS2,153156 pri ¢emu je najdominatniji fragmentni ioni omjera m/z 268,1086

iz literature
(CisH14N302Y), koji nastaje gubitkom benzodioksolnog dijela (m/z 135,0446 (CsH702Y)).
Daljnjom fragmentacijom, gubitkom piperazina, nastaje ion omjera m/z 169,0766 (C11HsN2").

Fragmentacijski put tadalafila prikazan je na Slici 20.
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Slika 19. MS/MS spektar tadalafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom potencijalu od 10

V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 20. Fragmentacijski put [M+H]" tadalafila (m/z 390,1454) primjenom ionizacije

elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada.

IS, deuterirani sildenafil, pokazuje sli¢an put fragmentacije kao i sildenafil. Ionizacijom u

pozitivnom nadinu snimanja nastaje protonirani molekulski ion [M+H]" pri m/z 483,2620.

Primjenom kolizijskog potencijala uoceni su signali fragmentnih iona pri m/z 283,1189 koji je

rezultat cijepanja sulfonil-metilpiperazinskog prstena i odgovara jednostruko nabijenom

fragmentnom ionu [C1sH15N4O2]". Nadalje, fragmentacijom nastaju ioni m/z 108,1496 i m/z

62,0905. Opisani spektar masa prikazan je na Slici 21. Er 1 suradnici u svom su istraZivanju

dobili jednak put fragmentacije za deuterirani sildenafil'>’. Na temelju dobivenih fragmentnih

iona u MS/MS spektru predloZeni su putevi fragmentacije, a prikazani su na Slici 22.
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Slika 21. MS/MS spektar sildenafila — d8 dobiven UHPLC~QTOF pri kolizijskom potencijalu
od 40 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 22. Fragmentacijski put [M+H]" sildenafila — d8 (m/z 483,2624) primjenom ionizacije

elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada.

Probirna analiza bez referentnih standarda (kvalitativna analiza)

Kada referentni standardi nisu dostupni, nakon snimanja kromatograma ukupne struje nastalih
iona, pretraga sumnjivih analita provodi se u nekoliko koraka:
(1) Probir baze podataka prema listi spojeva (Tablica D1, dodatak 8) primjenom softvera koji

filtrira spojeve na temelju kriterija definiranih u poglavlju 3.3.2. Za svaki detektirani spoj

Josipa Kosi¢—Vuksi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 73

1zradunava se rezultat podudamosti mase na temelju tone mase, izotopne zastupljenosti i
razmaka izmedu izotopnih signala.

(2) Nad odabranim sumnjivim spojevima provodi se MS/MS analiza u pozitivnom naéinu rada
primjenom razli¢itih kolizijskih potencijala kako bi se dobila $iroka paleta fragmenata (3)
Usporedba spektara masa — MS/MS spektri usporeduju se s dostupnim podacima iz znanstvene
literature i/ili online bazama podataka (MassBank, mzCloud). Cilj je pronaéi podudarnosti
izmedu prekursor iona i nastalih fragmentnih iona s poznatim podacima za sli¢ne spojeve.
Kriteriji za potvrdu su to¢nost odredivanja mase m/z prekursor iona < 5 ppm i prisutnost
najmanje dva karakteristi¢na fragmentna iona s odstupanjem od < 20 ppm.

Primjer identifikacije tiosildenafila u realnom uzorku primjenom UHPLC-QTOF-MS analize
prikazan je na Slici 23. Na temelju zadanih parametara softver je predloZio spoj tiosildenafil s
rezultatom podudaranja od 97,26 i pogreskom odredivanja mase prekursor iona od —0,16 ppm
(Slika 23.a). Slika 23.b prikazuje uveéani prikaz pika tiosildenafila i odgovarajuée vrijeme
zadrZavanja. Prikaz izotopne raspodjele (Slika 23.c) pokazuje da su signali u spektru unutar
zadanih granica, dok se MS/MS spektar (Slika 23.d) podudara s MS/MS spektrom (Slika 23.¢)
dostupnim u online bazi podataka mzCloud ~ MS/MS spektar snimljen tehnikom
viSeenergetske kolizijske disocijacije (engl. Higher—Energy Collisional Dissociation, HCD) pri
normaliziranoj energiji sudara (engl. Normalized Collision Energy, NCE) od 40 %.

Ilegalni spojevi identificirani UHPLC—QTOF metodom navedeni su u Tablici D2 (poglavlje 8.
Dodatak). U Tablici su prikazana vremena zadrzavanja, molekulske formule prekursor i
fragmentnih iona, eksperimentalne i teoretske vrijednosti m/z te pogreske mase. Za sve
detektirane ilegalne spojeve pogreska mase je mala (< 5 ppm) $to potvrduje preciznu i pouzdanu
identifikaciju.

Identificirano je osam razli¢itih spojeva, od toga jedan analog sildenafila (propoksifenil
aildenafil), Cetiri analoga tiosildenafila (tiosildenafil, depiperazino—tiosildenafil,
hidroksitiohomosildenafil i dimetil-tiosildenafil), dva analoga tadalafila

(2-hidroksipropilnortadalafil i kloropretadalafil) i johimbin.
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Tiosildenafil i njegovi analozi (depiperazino—tiosildenafil, hidroksitiohomosildenafil i
dimetil-tiosildenafil) pokazuju sli¢an fragmentacijski put, prikazan na primjeru tiosildenafila
(Slika 24.). Ovi spojevi generiraju specifiéne zajedni¢ke fragmentne ione m/z 327,1274 i
299,0961 tijekom analize i sluze kao kljuéni indikatori u potvrdivanju strukturne
srodnosti*®'31158 Ostali fragmentni ioni (Tablica D2, poglavlje 8. Dodatak) omoguéavaju
diferencijaciju medu analozima te pomazu u njihovoj jednoznaénoj identifikaciji. MS/MS
spekiri tiosildenafila i analoga prikazani su na Slikama 25.-28. Tiosildenafil je karakteriziran
molekularnim ionom m/z 491,1890 i fragmentnim ionima poput m/z 407,1184, 341,1425 te
99,0916 i 58,0653 §to je potvrdeno i u drugim istraZivanjima!>'%, U spektru masa
dimetil-tiosildenafila (sulfoaildenafila) vidljivi su ioni m/z 448,1470, 393,1046, 327,1268,
299,0960 te 113,1069. Iste rezultate za dimetil-tiosildenafil dobili su i drugi autori'4*15!.
Fragmentacijom protonirane molekule hidroksitiohomosildenafila (Ca3H33NeO4S2", m/z
521,1999) osim spomenutih specifiénih fragmenata detektirani su jo§ fragmentni ioni m/z
503,1894, 477,1749, 129,1020 te 99,0914. Rezultati fragmentacije hidroksitiohomosildenafila
usporedivi su s rezultatima drugih autora'®“'®?, Najintenzivniji fragmentni ioni
depiperazino—tiosildenafila bio je ion m/z 381,0682, koji nastaje gubitkom etilne (—C2Ha)
skupine. Ostali detektirani ioni ukljuéuju m/z 351,0291, 299,0957 i 272,0722. Vaysse i

suradnici u svom su istraZivanju dobili jednake fragmentne ione karakteristine za

depiperazino—tiosildenafil 4.
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Slika 24. Fragmentacijski put [M+H]" tiosildenafila (m/z) primjenom ionizacije

elektrorasprienjem u pozitivnom nacinu rada.
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Slika 25. MS/MS spektar tiosildenafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom potencijalu
od 30 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 26. MS/MS spektar dimetiltiosildenafila (sulfoaildenafil) dobiven UHPLC~QTOF pri

kolizijskom potencijalu od 30 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 27. MS/MS spektar hidroksitiohomosildenafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom
potencijalu od 30 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 28. MS/MS spektar depiperazino—tiosildenafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom
potencijalu od 30 V. Ionizacijska tehnika EST+.
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Propoksifenil aildenafil je analog sildenafila koji ionizacijom u pozitivnom na¢inu snimanja
generira protonirani molekulski ion [M+H]", m/z 503,2434. MS/MS analizom dobiveni su
produkt ioni m/z 391,1428, 325,1656, i 283,1193 (Slika 29.) Fragmentacijski put ovih iona
prikazan je na Slici 30. Cijepanjem sulfonamidne veze dolazi do gubitka
2,6—dimetilpiperazinske jedinice 3to rezultira nastankom pirolopirimidin—fenil-SO.H,*
fragmentnog iona m/z 391,1428. Naime, svi analozi sildenafila koji sadrZe propoksi i sulfonil
skupine daju karakteristi¢ne ione m/z 325,1659 i 283,1190. Osim spomenutih iona, u spektru
masa vidljivi su jo§ i fragmentni ioni m/z 113,1072 i 99,0916. Kee i suradnici u svom su

istraZivanju dobili jednake fragmentne ione karakteristi¢ne za propoksifenil aildenafil'%.
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Slika 29. MS/MS spektar propoksifenil aildenafila dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom
potencijalu od 40 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 30. Fragmentacijski put [M+H]" propoksifenil aildenafil (m/z 503,2435) primjenom

ionizacije elektroraspr§enjem u pozitivnom nacinu rada.

Od dva identificirana analoga tadalafila (2-hidroksipropilnortadalafil i kloropretadalafil),
kloropretadalafil pokazuje najmanju strukturnu sli¢nost s tadalafilom jer mu nedostaje
piperazin—2,5—dion prsten. Protoniranjem kisika amidne skupine nastaje molekulski ion
[M+H]" m/z 427,1059. Daljnjom fragmentacijom nastaje ion omjera m/z 334,1069.
Eliminacijom metanola nastaje drugi identifikacijski ion m/z 302,0807, dok se naknadnim
gubitkom ugljikova monoksida formira treéi identifikacijski ion m/z 274,0858 (Slika 31). Iste

rezultate dobili su i drugi autori'**!*11%, Oba spoja generiraju zajedni¢ki fragmentni ion
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karakeristi¢an za analoge tadalafila, m/z 135,0441. MS/MS spektar kloropretadalafila prikazan

Jjena Slici 32.

CyoHpCIN;O5*
m/z 427,1055

CoH|pNO;* CyoH gNO,*
m/z 302,0812 m/z 334,1074

O
ol T
— HC O

CgH;0,"
m/z 135,0441

C,7H,NO,*
m/z 262,0868

CygHpNOL*
m/z 274,0863

Slika 31. Fragmentacijski put [M+H]" kloropretadalafila (m/z 427,1055) primjenom ionizacije

elektrorasprienjem u pozitivnom na¢inu rada.

Doktorska disertacija

Josipa Kosié¢—Vuksi¢



§ 4. Rezultati i rasprava 82

x102
1,154
1.1
1,051 135.0436
1 y
0,954
0.94
0.851
0.8
0,751
0,74
0,651
0.6
0,554 334.1069
0,5+
0,451
0,41
0,351
0,34
0022 ] 302.0807

0,151
0.1 233.0823 395.0805

0.03: . PR L [ f O e I | bl |

80 50 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420
Counts (%) vs. Massto-Charge [m/z]
Slika 32. MS/MS spektar kloropretadalafila dobiven UHPLC—-QTOF pri kolizijskom

potencijalu od 20 V. Ionizacijska tehnika ESI+.

274.0858

*
I

2-hidroksipropilnortadalafil je karakteriziran protoniranim molekularnim ionom m/z
434,1723 te fragmentnim ionima m/z 312,1359 i 135,0447 koji nastaju gubitkom
benzodioksolnog dijela (Slika 33). Detektiraju se i drugi fragmenti, poput iona omjera m/z
262,0870 (C17H12NO2") i 197,0705 (Ci2HoN2O"). Slika 34. pokazuje fragmentacijski put

2-hidroksipropilnortadalafila koji su potvrdili i drugi autori'#>1%4,
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Slika 33. MS/MS spektar 2—hidroksipropilnortadalafila dobiven UHPLC—QTOF pri

kolizijskom potencijalu od 20 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 34. Fragmentacijski put [M+H]" 2-hidroksipropilnortadalafila (m/z 434,1710)

primjenom ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada.
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Spoj koji je, medu ostalima, identificiran u analiziranim dodacima prehrani, a ne spada u
skupinu PDE-51 ili njihovih analoga, je johimbin. Johimbin je prirodni alkaloid dobiven iz kore
stabla Pausinystalia johimbe i tradicionalno se koristi kao afrodizijak u narodnoj medicini.
Djeluje kao selektivni antagonist a2—adrenergickih receptora, §to doprinosi njegovom uéinku
na libido 1 erektilnu funkciju. Preporutena doza za johimbin u farmaceutskim pripravcima
iznosi od 5 mg do 20 mg dnevno. Johimbin je identificiran prema njegovom putu fragmentacije
s prekursor ionom m/z 355,2029 i fragmentnim ionima m/z 212,1292 (C1HisNOs") i 144,0827
(CioHioN") (Slika 35). Nasa istrazivanja potvrdila su navode iz literature'®®. Daljnjom
fragmentacijom, gubitkom vode, nastaje ion omjera m/z 194,1176 (C1:H1sNO2"), dok gubitkom
metoksi grupe nastaje ion m/z 180,1019 (Ci1oH14NO2") iz kojeg naknadnim gubitkom vode
nastaje ion m/z 162,0917 (C10Hi12NO™) (Slika 36).
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Slika 35. MS/MS spektar johimbina dobiven UHPLC—QTOF pri kolizijskom potencijalu od
30 V. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 36. Fragmentacijski put [M+H]" johimbina (m/z 355,2016) primjenom ionizacije

elektrorasprienjem u pozitivnom nacinu rada.

U sklopu istrazivanja nisu identificirani novi nepoznati analozi.

Dobiveni rezultati potvrduju da je UHPLC—QTOF-MS prigodan za komercijalnu uporabu

zbog kombinacije visoke osjetljivosti, visoke razlu€ivosti i visoke toénosti mase 1 za prekursor

i za fragmente ione te se moZe ucinkovito koristiti za otkrivanje ilegalnih spojeva u dodacima

prehrani, bez potrebe za izravnom usporedbom s referentnim standardima.
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4.2.3. Validacija UHPLC—-QTOF metode i procjena mjerne nesigurnosti

Validacija UHPLC—QTOF metode za odredivanje PDE—5I u dodacima prehrani obuhvatila
Je sljedece parametre: selektivnost, lineamnost, tonost, preciznost, granicu detekcije, granicu
kvantifikacije, utjecaj matrice i stabilnost. Pokusi validacije provedeni su u skladu s postupkom
detaljno opisanim u poglavlju 3.4., a rezultati su prikazani u Tablicama 16. — 20. Za potrebe
validacije koristene su slijepe matrice uzoraka (kapsula, tableta i med), u koje su dodani ciljani
analiti u odgovarajué¢im masenim koncentracijama.

Selektivnost metode potvrdena je usporedbom kromatograma slijepih matrica kapsula
(Slika 37.), tableta (Slika 38.) i meda (Slika 39.) s kromatogramima obogaéenih uzoraka
odgovarajuéih matrica. Buduéi da u o&ekivanom vremenu zadrZavanja analiziranih PDE—5]
nije bilo kromatografskih signala ili su oni bili prisutni samo kao manji, bezna¢ajni signali
intenziteta odziva na razini $uma, potvrdena je selektivnost razvijene metode. Dodatno,
selektivnost UHPLC—-QTOF metode poboljana je kombinacijom visokog razluéivanja i
to¢nosti mase (Cesto unutar + 1-5 ppm) QTOF analizatora. Navedeno omogucéava razdvajanje
iona vrlo sliénih masa, ¢ime se izbjegavaju interferencije spojeva sa sli¢nim molekulskim
masama prisutnih u matrici. Osim toga, QTOF generira fragmentne ione jedinstvene za ciljani

spoj Sto dodatno povecava sigurnost identifikacije.
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Slika 37. Kromatogrami iona odabranih m/z vrijednosti PDE-51 u a) ekstraktu ¢istog uzorka

kapsule 1 b) obogacéenom ekstraktu kapsule na razini GK. Popis kratica imena analita nalazi se

u Tablici 5.
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Slika 38. Kromatogrami iona odabranih m/z vrijednosti PDE-5I u a) ekstraktu &istog uzorka
tablete i b) obogacenom ekstraktu tablete na razini GK. Popis kratica imena analita nalazi se u

Tablici 5.
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Slika 39. Kromatogrami iona odabranih m/z vrijednosti PDE—51 u a) ekstraktu ¢istog uzorka
meda i b) obogacenom ekstraktu meda na razini GK. Popis kratica imena analita nalazi se u

Tablici 5.
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Linearnost metode za ciljane analite ispitana je u rasponu koncentracija od 10 ng mL~' do
300 ng mL-" za sildenafil i vardenafil, od 20 ng mL-' do 600 ng mL-' za tadalafil te od 2 ng
mL~! do 60 ng mL-' za avanafil. Svaka otopina sadrzavala je jednaku masenu koncentraciju IS
od 100 ng mL-'1 injektirana je uzastopno tri puta. Kalibracijske krivulje za sve analite dobivene
Su linearnom regresijom, pri demu su na y—os prikazani omjeri povrsina pikova pojedinog
PDE-5Ii IS, a na x—osi omjeri inicijalne masene koncentracije injektiranog PDE-51 i IS.
Krivulje su prikazane na Slikama 40. — 43. Za svaki analit odreden je koeficijent determinacije
(R?), a rezultati su prikazani u Tablici 16. U ispitivanom rasponu koncentracija koeficijenti
determinacije za sve ciljane analite bili su > 0,98 &ime je zadovoljen kriterij prihvatljivosti
linearnosti i potvrdena linearnost metode.

Granice kvantifikacije ciljano su postavljene kao najniZa to¢ka kalibracijskog pravea pri
kojima su zadovoljeni kriteriji ponovljivosti (RSD < 20 %) i to¢nosti (80-120 %). Granica
detekcije odredena je regresijskom analizom temeljenoj na standardnoj devijaciji reziduala i
nagiba kalibracijske krivulje dobivene analizom uzoraka koji sadr¥e analit u rasponu granice

detekcije.

Tablica 16. Linearnost UHPLC-QTOF metode za odredivanje PDE~5I u dodacima prehrani.

Raspon linearnosti GD GK
Analit Jednadzba R?
(ng mL-) (ngmL-) (ngmL-)
Avanafil 2-60 y=3,2188x—0,0188 0,997 0,2 2
Tadalafil 20 - 600 y=0,2002x-0,0194 0,992 2,2 20
Sildenafil 10-300 y=0,9259x+0,002 0,999 1,2 10
Vardenafil 10-300 y=1,1154x+0,0228 0,998 0,8 10

R?—koeficijent determinacije; GD — granica detekcije; GK— granica kvantifikacije
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Slika 40. Kalibracijska krivulja avanafila — linearnost u koncentracijskom rasponu od 2 ng

mL-! — 60 ng mL-1.
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Slika 41. Kalibracijska krivulja tadalafila — linearnost u koncentracijskom rasponu 20 ng mL-!

— 600 ng mL-".
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Slika 42. Kalibracijska krivulja sildenafila — linearnost u koncentracijskom rasponu 10 ng

mL- — 300 ng mL-".
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Slika 43. Kalibracijska krivulja vardenafila — linearnost u koncentracijskom rasponu 10 ng

mL-! — 300 ng mL~".

Utjecaj matrice uzorka procijenjen je na Cetiri razine koncentracije usporedbom nagiba
kalibracijskih krivulja dobivenih iz standardnih otopina smjese analita pripravljenih u ¢istom
otapalu i standardnih otopina pripravljenih u matrici uzorka, pritom je koristen IS, kako je
opisano u poglavlju 3.4. Budu¢i da se svaki realan uzorak razrijeduje najmanje 10 puta, matrica
uzorka takoder je razrijedena u istom omjeru. Utjecaj matrice izraCunat je prema izrazu (4) 1
izraen u postocima. Na taj na¢in procijenjen je utjecaj matrice uzorka unutar cijelokupnog
lineamog podru¢ja analititke metode, a rezultati su izraZeni kao supresija (smanjenje) i/ili

poja¢anje odziva signala. Rezultati utjecaja razli¢itih matrica prikazani su u Tablici 17.
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Tablica 17. Rezultati odredivanja utjecaja matrice za analizu PDE-5I.

Utjecaj matrice (%)

Analit

Kapsule Tablete Med
Avanafil 0,47 -0,99 -3,07
Tadalafil 0,42 0,01 -2,65
Sildenafil -0,32 -1,52 -1,56
Vardenafil 4,95 -1,05 -1,33

Pozitivne vrijednosti ukazuju na poveéanje, a negativne na suzbijanje signala analita u
prisutnosti matrice. Za sve analite, smanjenje ili poveéanje signala bilo jeispod 5 % Sto ukazuje
na vrlo nizak utjecaj matrice, kategoriziran kao beznagajan. Zbog minimalnog utjecaja matrice,
za kvantifikaciju su koristeni standardi pripremljeni u otapalu.

Eksperimenti odredivanja to¢nosti i preciznosti, ukljutujuéi ispitivanja unutar istog dana i
kroz sedam dana, provedeni su koristenjem obogaéenih slijepih matrica (kapsule, tablete i med)
na Cetiri razine koncentracije i u Sest replika uz primjenu IS. Dobiveni rezultati prikazani su u
Tablicama 18. — 19. Preciznost metode izraZena je RSD—om dok je tocnost prikazana kao
analiti¢ki povrat (%). Za sve ciljane analite, toénosti su se kretale izmedu 88,5 % i 115,9 % za
eksperimente provedene isti dan te izmedu 86,9 % i 111,2 % za eksperimente provedene kroz
sedam dana. Razvijena metoda pokazala se preciznom, pri ¢emu je RSD ponovljivosti mjerenja
unutar istog dana bio izmedu 0,4 % i 4,5 %, dok je visednevni RSD iznosio izmedu 0,9%15,2
%. RSD vrijednosti dobivene za vrlo niske koncentracije (GK) bile su uglavnom vise u
usporedbi s onima izmjerenima pri vi$im koncentracijama, $to je vjerojatno posljedica veéih
fluktuacija u odzivu pri vrlo niskim koncentracijama. Osim na obogadenim slijepim matricama,
toCnost i preciznost dodatno je ispitana i na komercijalnim uzorcima lijekova namijenjenih za
lijeCenje erektilne disfunkcije. Dobiveni rezultati prikazani su Tablici 20. Rezultati ukazuju na

vrlo dobru to¢nost i preciznost UHPLC~QTOF metode u ponovljivim uvjetima.
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Tablica 18. Toénost UHPLC—QTOF metode odredivanja PDE-51 u razli¢itim matricama

(eksperimenti provedni isti dan i kroz 7 dana).

Tocnost = SD (%)

Obogaceno —
Analit Isti dan (n = 6) Tijekom 7 dana (n = 6)
(ng mL~)
Kapsule  Tablete @ Med Kapsule Tablete Med
Avanafil 2 101,1+3,0 113,0+3,5 111,4+3,0 93,2+7,1 105,3 46,6 105,7+5,1

3 93,1£3,4  100,943,7 100,2+2,0 88,6+4,1 96,4443 94,0+52
30 111,9£2,5 110,4+2,7 101,6+2,0 110,4+2.3 107,4+3,1 101,4+1,8
50 103,7£0,7 104,4+1,2 101,2+1,3 104,0+1,9 104,4+1,9 102,0+£2,1
Tadalafil 20 103,8+4,4 1142444 111,6+4,6 101,743,7 111,2+£5,0 110,5+4,0
30 92,3+£28 97,843,0 95,1£3,3 91,3+2,8 97,1£2,4 94,1+3,1
300 98,6+2,7 96,9+3,0 88,5+0,8 99,8+1,9 96,6+1,8 90,0+1,8
500 97,6£0,7 97,71,2 95,1£1,3 100,5+2,6 100,9 £2,8 97,642 .4
Sildenafil 10 100,5+4,4 115,7+5,2 115,9+£2,1 03,6+7,3 107,4+7,2 106,8+7,1
15 96,7+2,1 108,0+£3,9 102,6+2,2 91,7+4,6 101,4+5,9 95,7+5,6
150 110,4+3,0 109,7+2,8 100,2+0,9 110,2+2,6 107,1£3,0 100,7+2,0
250 101,8+0,9 102,3+1,2 97,5+1,8 101,7+1,8 101,7+£2,8 99,2+3,1
Vardenafil 10 91,4+2,6 107,2+2,8 105,1£2,1 86,9+£5,9 104,2+4,4 101,5+4,9
15 94,6=0,9 104,1+3,7 99,5+2.9 91,5+4,3 101,9+3,8 97,1+3,6
150 108,0+2,4 106,4+2,7 98,4+0,8 110,2+2,5 108,3+2,5 101,8+2,9
250 97,8+0,4 98,0£1,5 95,5+1,0 101,8+3,2 102,3+£3,4 99,5+3,2
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Tablica 19. Preciznost UHPLC—QTOF metode odredivanja PDE-5I u razlifitim matricama

(eksperimenti provedni isti dan i kroz 7 dana).

Preciznost (RSD, %)

Analie | pogaceno Isti dan (n = 6) Tijekom 7 dana (n = 6)
(ng mL~')
Kapsule Tablete Med Kapsule Tablete Med
Avanafil 2 3,0 3,1 2,7 2,8 3,0 2,7
3 3,6 3,6 2,0 2,8 2.4 2,2
30 2,2 2,4 2,0 1,6 1,9 1,8
50 0,6 1,2 1,3 1,4 1,6 1,9
Tadalafil 20 4,2 3,9 4,1 2,7 3,6 3,1
30 3,1 3,0 3,5 3,0 2,0 2,7
300 2,7 3,1 0,9 1,8 1,9 1,7
500 0,7 1,3 1,4 1,2 1,6 1,7
Sildenafil 10 4.4 4,5 1,8 5,2 3,8 2,6
15 2,1 3,6 2,1 2,8 3,3 2,3
150 2,7 2,5 0,9 2,3 1,9 0,9
250 0,9 1,2 1,8 1,5 1,9 2,1
Vardenafil 10 2,8 2,6 2,0 3,3 2,7 2.4
15 1,0 3,6 2.9 2,1 2,7 2,4
150 2,3 2,5 0,9 1,8 2,1 1,4
250 0,4 1,5 1,0 1,2 1,4 1,3

Tablica 20. Tocnost i preciznost komercijalnih uzoraka lijekova za lijeCenje erektilne

disfunkcije (n = 6).

o Deklarirana Izmjerena Analiti¢ki
Naziv lijeka
vrijednost vrijednost + SD povrat+ SD  RSD (%)

(aktivna tvar)

(mg) (mg) (%)
Cialis (Tadalafil) 20 20+ 1 100 £ 3,6 3,6
Levitra (Vardenafil) 20 19+1 94,6 + 1,8 1,9
Kamagra (Sildenafil) 100 106 £2 106 +£2 1,9
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Stabilnost analita ispitana je u tri matrice (tableta, kapsula i med) na na&in da su uzorci
obogaceni poznatim koncentracijama odabranih PDE-5I na &etiri razine koncentracije (GK,
1,5%GK, 15xGK i 25xGK). Nakon pripreme, uzorci su pohranjeni u hladnjaku pri 4 °C tijekom
7 dana, nakon ¢ega su analizirani kao i uzorci neposredno nakon pripreme (0. dan). Vremenski
interval od 7 dana odabran je u skladu s o&ekivanim trajanjem obrade uzorka u svakodnevnoj
analititkoj praksi. Stabilnost je izraZena kao postotak, odnosno omjer konaéno izmjerene
koncentracije nakon 7 dana skladi$tenja u odnosu na po&etnu koncentraciju odredenu na dan

pripreme (0. dan). Rezultati su prikazani u Tablici 21.

Tablica 21. Stabilnost PDE-5I u razli¢itim matricama obogadenim na detiri razine

koncentracije tijekom skladistenja na 4 °C tijekom 7 dana.

Stabilnost (%)
Analit Obogateno nakon 7 dana
(ng mL~")
Tableta Kapsula Med
Avanafil 2 87,8 84,4 91
3 91,3 91,8 88,6
30 96,9 99,2 100,3
50 101,2 101,9 102,5
Tadalafil 20 93,3 94,4 96,2
30 97,2 97,5 96
300 100 102,2 102
500 105,4 105,5 104,4
Sildenafil 10 89,9 93,5 88,5
15 97,2 94,4 91,7
150 95 98,5 98,7
250 96,7 08,6 99,9
Vardenafil 10 92,7 87,3 91
15 94,4 91 93,8
150 102,5 103,1 104,5
250 106,7 106,4 106,2
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Svi ispitani analiti pokazali su zadovoljavajuéu stabilnost nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C u
sve tri ispitivane matrice. Kod najniZih razina obogacenja (GK), u nekim sluCajevima
zabiljeZena je blaga degradacija (npr. avanafil u kapsuli, 84,4%), no to ostaje unutar granice
prihvatljivosti od & 20 % predvidene za koncentracije na GK. Na viim razinama obogaCenja,
stabilnost svih analita bila je unutar =15 %.

Slijedom provedene validacije moZe se potvrditi da je primijenjena UHPLC-QTOF
analiti¢ka metoda prikladna za odredivanje PDE-5I u dodacima prehrani u okviru rutinske

analize.

Procjena mjerne nesigurnosti UHPLC—QTOF metode

Analizom pojedinih faza mjernog procesa prepoznati su sljedeéi izvori mjerne nesigurnosti:
nesigurnosti tipa A odnose se na podatke dobivene statisti¢kom analizom rezultata validacijskih
ispitivanja, ukljudujuéi nesigurnost kalibracijskog pravca, nesigurnost preciznosti te
nesigurnost to¢nosti dok izvori nesigurnosti tipa B preuzeti su iz umjernica i certifikata, kao §to
su ¢istoca analitickih standarda, nesigurnost vage, nesigurnost volumena pipeta i odmjernog
posuda. Identificirani izvori nesigurnosti kvantificirani su prema formulama (9) — (14), dok su
izraunate relativne standardne nesigurnosti za pojedine spojeve i matrice prikazane u
Tablicama D3-D6 (poglavlje 8. Dodatak). U istim tablicama navedene su ukupna mjerna
nesigurnost (u), izraCunata prema formuli (15) iz svih relevantnih sastavnica, i proSirena mjerna
nesigurnost (U), izraCunata formulom (16). Postignute vrijednosti proSirenih mjernih
nesigurnosti za svaki analit i koritenu matricu navedene su u Tablici 22.

Analizom je utvrdeno da sastavnice nesigurnosti A vrste, dobivene validacijom metode,
doprinose u najznacajnijoj mjeri ukupnoj mjernoj nesigurnosti, pri ¢emu je najveéi utjecaj imala
nesigurnost kalibracijskog pravca. Prosirene mjerne nesigurnosti za PDE-5I analizirane u svim
ispitivanim matricama kretale su se izmedu 12 % i 26 %. U regulativi ne postoje propisane
vrijednosti proSirene mjerne nesigurmnosti za ocjenu prihvatljivosti dobivenih rezultata. U
literaturi su dostupni samo podaci o prosirenoj mjernoj nesigurnosti sildenafila u medu, koja
iznosi 22 %, pri koristenju tehnike LC—ESI-MS-MS!%, U skladu s tim, procijenjene mjerne
nesigurnosti za odredivanje PDE—5I u dodacima prehrani razvijenom metodom smatraju se
prihvatljivima. Najvise vrijednosti pro§irene mjerne nesigurnosti, u gotovo svim ispitivanim

matricama, dobivene su za analit tadalafil.
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Tablica 22. ProSirena mjerna nesigumost za ciljane PDE-5] po vrstama matrica

(UHPLC-QTOF metoda).

ProSirena mjerna nesigurnost, U (k = 2), %

Analit

Kapsule Tablete Med
Avanafil 14 14 14
Tadalafil 26 26 26
Sildenafil 14 14 13
Vardenafil 12 12 12

4.3. Razvoj HPLC-TOF metode za odredivanje PDE—5I u dodacima

prehrani

4.3.1. Optimizacija instrumentalnih uvjeta

Optimizacija kromatografskih uvjeta opisana je u poglavlju 4.1.1. Na Slici 44. prikazano je
kromatografsko razdvajanje ciljanih PDE-5I koriStenjem C18 kolone (Inertsil ODS—4) na

uredaju HPLC—TOF. HPLC-TOF metoda zahtijeva ve¢i volumen injektiranja u usporedbi s

UHPLC—-QTOF-om kako bi se osigurao dovoljan odziv detektora. Radi dodatnog poveéanja

osjetljivosti, volumen injektiranja povecan je s 1 pL na 5 pL.
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Slika 44. Kromatogramu ukupne ionske struje (TIC) — 700 ng mL~' PDE-51i 100 ng mL-"

IS.
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Avanafil, 6.804 min
Sildenafil, 6.668 min

Vardenafil, 6348 min

] Tadalafil, 8.942 min
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Slika 45. Kromatogram iona odabranih vrijednosti m/z (700 ng mL~! PDE-5I i 100 ng mL-!
IS).

Optimizacija MS parametara ionskog izvora provedena je protoéno—injekcijskom analizom
za Cetiri ciljana PDE-S5I (sildenafil, vardenafil, tadalafil, avanafil) u pozitivnom ESI modu,
koristeéi individualne standarde koncentracije 500 ng mL-'. Testirani parametri ukljucivali su
napon na izlazu iz kapilare (80 — 150 V), protok plina za suenje (8 L min~! — 12 L min?),
temperatura plina (150 °C — 350 °C) i tlak rasprSivaca (20 psi — 80 psi) s ciljem postizanja
maksimalnog intenziteta signala. Napon na izlazu iz kapilare (engl. Capillary Exit) pokazao se
kljuénim za osjetljivost i fragmentaciju, pri ¢emu povecanje iznad 150 V uzrokuje
fragmentaciju u izvoru, stvaraju¢i karakteristi¢ne fragmente. Ostali ispitani parametri nisu
znacajno utjecali na intenzitet signala. Protonirani molekulski ion ([M+H]") pokazao se kao
najintenzivniji ion i odabran je kao prekursor ion. Potom je slijedilo odredivanje optimalnih
vrijednosti fragmentacije u izvoru. Optimalni napon za fragmentaciju u izvoru odreden je
injektiranjem svakog pojedina¢nog PDE-5I pri vrijednostima od 100 V — 300 V (povecanje

po 50 V). Za vedinu analita, napon od 200 V se pokazao optimalnim jer osigurava ravnotezu
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izmedu prisutnosti [M+H]" i vidljivosti fragmentnih iona, dok tadalafil fragmentira ve¢ pri 150

V, anapon > 250 V uzrokuje opseZnu fragmentaciju, ukljucujudi referentne mase.

Ciljana analiza PDE-51

Prilikom ciljane MS analize, osim ukupne struje nastalih iona, praceni su kromatogrami ioni
odabranih vrijednosti m/z za ciljane PDE-5I: sildenafil (m/z 475,2122), vardenafil (m/z
489,2279), tadalafil (m/z 390,1448), avanafil (m/z 484,1858) i sildenafil—d8 (m/z 483,2624).
Pogreske mase prekursor iona bile su <5 ppm (Tablica 23). TOF—MS u ESI+ modu pruza to¢nu
masu [M+H]* i izotopne obrasce, ali ograni¢ene strukturne informacije. Fragmentacijom u
izvoru nadoknaduje nedostatak MS/MS selektivnosti, generirajuéi fragmentne ione uz
prekursor ion. Kljuéni fragmentni ioni ukljuéuju: sildenafil (m/z 311,1493; 283,1187; 99,0933;
58,0643), tadalafil (m/z 268,1058; 262,0851; 135,0442), avanafil (m/z 375,1209; 155,0250) i
vardenafil (m/z 377,1273; 344,1467; 299,1125; 169,0995). Dobiveni spektri masa prikazani su
na Slikama 46. — 49., a ekserimentalne i teoretske vrijednosti m/z prekursor i fragmentnih iona
dobivenih fragmentacijom u izvoru te pogreSke mase prikazane su u Tablici 24.
Fragmentacijski putevi sildenafila, tadalafila i avanafila podudaraju se s onima dobivenim
primjenom UHPLC-QTOF tehnike (poglavlje 4.1.2), dok vardenafil pokazuje razlidite
fragmente. Razlike u fragmentaciji vardenafila kod TOF i QTOF analizatora masa proizlaze iz
razliCitih tehnika fragmentacije, zbog preciznije selekcije iona u QTOF—u putem kvadrupola te
bolje kontrole energije sudara, §to omogucuje ciljano fragmentiranje specifiénih kemijskih
veza. Fragmentni ioni vardenafila dobiveni primjenom TOF uredaja, usporedivi su s rezultatima

prethodnih istrazivanja drugih autora'4>16®,

Tablica 23. To¢ne mase prekursor iona (napon na izlazu iz kapilare — 100 V).

Vrijeme Prekursor ion [M+H]" Pogreska
o . Molekulska .
Ciljani analit zadrzavanja  Teoretski  Eksperimentalno mase
formula ‘

(min) m/z m/z (ppm)
Vardenafil C23H32N6O4S 6,35 489,2279 489,2277 -0,4
Sildenafil C22H30N6O4S 6,67 475,2122 475,2122 0,0
Avanafil C23H26CIN7O3 6,80 484,1858 484,1869 2,3
Tadalafil C22H19N304 8,94 390,1448 390,1451 0,8
Sildenafil-d8 C22H22DgNegO4S 6,65 483,2624 483,2616 -1,7
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HPLC-TOF tehnika, uz moguénost koristenja fragmentacije u izvoru, predstavlja koristan alat
za identifikaciju analita, osobito kod spojeva s istom empirijskom formulom 1 toénom masom.
Medutim, koristenje fragmentacije u izvoru ima odredena ogranic¢enja, ukljucuju¢i nize
intenzitete fragmentnih iona kod analita prisutnih u vrlo niskim koncentracijam te ve¢i broj
nezeljenih fragmenata bududi da fragmentacijom nastaje velik broj iona, osobito onih s niZim
vrijednostima m/z'®7. Dodatno, kod LC-TOF tehnike, uofene su veée pogreske mase pri
manjim omjerima m/z. Razlog tome je niZa razlu¢ivost instrumenta u tom rasponu (< 200 m/z),
$to dovodi do vecih odstupanja u odredivanju m/z manjih fragmenata.

Prag to€nosti (5 ppm za prekursor ion te 20 ppm za fragmentne ione) uz kriterij o viemenu
zadrZavanja zadovoljava kriterije Odluke 2002/657/EC!** osiguravajuéi &etiri identifikacijske
tocke (1 bod za prekursor iona, 3 boda za dva fragmentna iona) za potvrdu i identifikaciju

ciljanog analita.

Tablica 24. Teoretske i eksperimentalne vrijednosti m/z prekursor i fragmentnih iona ciljanih

PDE-5I dobivenih fragmentacijom u izvoru HPLC-TOF tehnikom.

Napon za Kemijska Teoretska  Eksperimentalna  Pogreska
Ciljani analit fragmentaciju formula vrijednost vrijednost mase (ppm)
V) m/z m/z
Sildenafil 200 C22H31N6O4S* 475,2122 475,2120 -0,4
C17H19N4O2* 311,1503 311,1493 -3,2
C1sHisN4Oo* 283,1190 283,1187 -1,1
Ci15H1sN4O2* 100,0995 100,0992 -3,0
CsHiNz" 99,0917 99,0933 16,1
C3HgN* 58,0651 58,0643 -13,8
Vardenafil 200 C23H33NgOsS+  489,2279 489,2297 3,4
C17H21N4O4S* 377,1278 377,1273 -2,3
C17H20N404* 344,1479 344,1467 -3,5
CisHsN4Os* 299,1139 299,1125 —4,7
CsHi3N202" 169,0972 169,0995 13,6
Avanafil 200 C23H27CIN7O3 484,1858 484,1862 0,8
CisHCIN4Os"  375,1218 375,1209 -2,4
Ci0H13N4O2" 221,1033 221,1024 —4,1
CsHsClO* 155,0258 155,0250 -5,2
Tadalafil 150 C22H20N304+ 390,1448 390,1456 2,1
CisH1aN3Oy" 268,1081 268,1058 —8.,6
Ci7H2NO," 262,0863 262,0851 —4.6
CsH70," 135,0441 135,0442 0,7
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Slika 46. ESI-MS spektar sildenafila, a) bez fragmentacije (100 V), b) fragmentacija u izvoru

(200 V).
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Slika 47. Spektar masa tadalafila, a) bez fragmentacije (100 V), b) fragmentacija u izvoru

(150 V).
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Slika 48. ESI-MS spektar vardenafila, a) bez fragmentacije (100 V), b) fragmentacija u

izvoru (200 V).
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Slika 49. ESI-MS spektar avanafila, a) bez fragmentacije (100 V), b) fragmentacija u izvoru

(200 V).
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Slika 50. ESI-MS spektar sildenafila—d8, a) bez fragmentacije (100 V), b) fragmentacija u
izvoru (200 V).

Identifikacija sumnjivih analita bez referentnih standarda (kvalitativna analiza)

Kada referentni standardi nisu dostupni, identifikacija sumnjivih analita provodi se
koristenjem ra¢unalnog programa Axion EC ID pri éemu se detektirani spojevi pretrazuju i
usporeduju s vlastitom bazom podataka to¢nih masa (Tablica D1, poglavlje 8. Dodatak) ili
softver predlaze moguce spojeve na temelju dobivenih vrijednosti m/z 1 izotopnog profila. Za
potvrda sumnjivih analita potrebno je ponovno injektiranje ekstrakta uzorka, pri ¢emu je
koristena fragmentacija u izvoru kako bi se dobilo §to vise fragmentnih iona.

Potvrda identifikacije temelji se na sljedeéim kriterijima:
o prisutnost iona prekursora (baza podataka, Tablica D1, poglavlje 8. Dodatak)

o to¢nost odredivanje mase prekursor iona < 5 ppm (rezultat > 0,7)
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o prisutnost najmanje dva karakteristi¢na fragmentna iona koji odgovaraju
literaturnim podacima ili online dostupnim bazama podataka (MassBank,

mzCloud) s odstupanjem <20 ppm.
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Slika 51. Detekcija/identifikacija analoga tadalafila 2—hidroksipropilnortadalafil u uzorku 35,
a) EIC m/z 434,1701, izotopni profil; b) AXION EC ID — rezultat > 0,7; ¢) fragmentacija u
izvoru (150 V); d) spektar 2—hidroksipropilnortadalafil za usporedbu (preuzeto s

https://beta.mzcloud.org/dataviewer/library).

Primjer identifikacije analoga tadalafila (2—hidroksipropilnortadalafil) u realnom uzorku
primjenom HPLC-TOF-MS tehnike prikazan je na Slici 51. Na temelju zadanih parametara,

softver je predlozio spoj 2-hidroksipropilnortadalafil s rezultatom podudaranja 0,724 i
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pogreSkom odredivanja mase prekursor iona od 2,2 ppm. Fragmentacijom u izvoru pri naponu
od 150 V dobiveni su fragmentni ioni koji se podudaraju s MS/MS spektrom (Slika 51.d)
dostupnim u online bazi podataka mzCloud — MS/MS spektar snimljen koriste¢i HCD nacin
fragmentacije pri NCE 20 %.

Na prethodno opisan naéin, identificirano je Sest PDE-5I analoga, od toga jedan analog
sildenafila  (propoksifenil aildenafil), dva analoga tiosildenafila (tiosildenafil,
hidroksitiohomosildenafil), dva analoga tadalafila  (2-hidroksipropilnortadalafil i
kloropretadalafil) i johimbin. Tablica D7. (poglavlje 8. Dodatak) prikazuje PDE—-5I analoge
identificirane bez referentnih standarda primjenom HPLC—-TOF tehnike. U Tablici su prikazana
vremena zadrZavanja, molekulske formule prekursor i fragmentnih iona, eksperimentalne i
teoretske vrijednosti m/z iona i pogreSka mase. MS spektri prikazani su na Slikama 52.-57.
Putevi fragmentacije odgovaraju onima dobivenim UHPLC-QTOF tehnikom, prethodno
prikazanim na Slikama 24., 30., 31., 34.1 36.
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Slika 52. MS spektar tiosildenafila dobiven fragmentacijom u izvoru pri 200 V primjenom
HPLC-TOF. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 53. MS spektar hidroksitiohomosildenafila dobivenog fragmentacijom u izvoru pri

potencijalu od 200 V primjenom LC-TOF. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 54. MS spektar propoksifenil aildenafila dobivenog fragmentacijom u izvoru pri
potencijalu od 200 V primjenom LC-TOF. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 55. MS spektar 2—hidroksipropilnortadalafila dobivenog fragmentacijom u izvoru pri
potencijalu od 150 V primjenom LC—TOF. Ionizacijska tehnika ESI+.
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Slika 56. MS spektar kloropretadalafila dobivenog fragmentacijom u izvoru pri potencijalu od
150 V primjenom LC-TOF. Ionizacijska tehnika ESI+.

Josipa Kosi¢—Vuksi¢ Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati i rasprava 112

35000 1 144.0808

355.1998

.
2w |

4B 1419 '555.1523 L4
2 : S .TLL- —E . - - - T —
- E

300 350 san < skl
mfz

8§ 1030553 _T-lv'k':’.EJ e — L

o mi
— T T
200 L]

Slika 57. MS spektar johimbina dobiven fragmentacijom u izvoru pri potencijalu od 200 V
primjenom LC-TOF. Ionizacijska tehnika ESI+.

4.3.2. Validacija HPLC-TOF metode i procjena mjerne nesigurnosti

Validacija HPLC-TOF metode za odredivanje PDE—5I u dodacima prehrani obuhvatila je
sljedece parametre: selektivnost, linearnost, to¢nost, preciznost, granicu detekcije, granicu
kvantifikacije, utjecaj matrice te stabilnost analita u ekstraktu. Pokusi validacije provedeni su u
skladu s postupkom detaljno opisanim u poglavlju 3.4., a rezultati su prikazani u Tablicama 25.
— 30. Za potrebe validacije koriStene su slijepe matrice uzoraka (kapsula, tableta i med), koje
su obogacene ciljanim analitima u odgovaraju¢im masenim koncentracijama.

Selektivnost metode potvrdena je usporedbom kromatograma slijepih matrica kapsula
(Slika 58.), tableta (Slika 59.) i meda (Slika 60.) s kromatogramima obogacenih uzoraka
odgovarajuéith matrica. Odsutnost kromatografskog signala u ocekivanom vremenu
zadrZavanja analiziranih PDE-5I na kromatografskoj koloni potvrduje selektivnost razvijene
metode. Dodatno, analite je moguée razluéiti prema njihovoj specifi¢noj masi i fragmentaciji,

zahvaljujuéi kombinaciji visokog razluéivanja i to€nosti mjerenja mase TOF analizatora masa.
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§ 4. Rezultati i rasprava 116

Linearnost metode za ciljane PDE-5I ispitana je injektiranjem osam radnih standarda
masenih koncentracija u rasponu od 50 ng mL~! do 1500 ng mL-'. Svaka otopina sadrzavala je
jednaku masenu koncentraciju IS—a od 100 ng mL-' i injektirana je uzastopno tri puta.
Kalibracijske krivulje za sve analite dobivene su linearnom regresijom, pri ¢emu je omjer
povrSina pikova pojedinog PDE-5I i IS prikazan na y-osi, a omjer inicijalne masene
koncentracije PDE-51 i IS na x—osi. Krivulje su prikazane graficki na Slikama 61. — 64. Za
svaki analit odreden je koeficijent determinacije (R?), a rezultati su prikazani u Tablici 25. Za
sve ciljane analite u ispitivanom rasponu koncentracija koeficijenti determinacije (R?) bili su >

0,98, ¢ime je zadovoljen kriterij prihvatljivosti linearnosti i potvrdena linearnost metode.

30
Avanafil
25 y=1,515x+1,3522
R? =0,9989
w 20
=
s 15
c
S
<
= 10
5
0
0 2 4 6 8 10 12 14

v (Avanafila) /y(1S)

Slika 61. Kalibracijska krivulja avanafila — linearnost u koncentracijskom rasponu od 50 ng

mL-'— 1500 ng mL-".
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Slika 62. Kalibracijska krivulja tadalafila — linearnost u koncentracijskom rasponu od (50 —
1500) ng mL-.
25
Sildenafil
y=1,3587x-0,1221
20 R?=0,9991
[
<15
=
[\
=
%4
=10
25
<
5
0
0 2 6 8 10 12 14
y(Sildenafila) /y(IS)

Slika 63. Kalibracijska krivulja sildenafila — linearnost u koncentracijskom rasponu od (50 —

1500) ng mL-'.

Josipa Kosi¢—Vuksié

Doktorska disertacija

16

16



§ 4. Rezultati i rasprava 118
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Slika 64. Kalibracijska krivulja vardenafila — linearnost u koncentracijskom rasponu od (50 —

1500) ng mL-1.

Granice kvantifikacije ciljano su postavljene kao najniza tocka kalibracijske krivulje pri
kojima su zadovoljeni kriteriji ponovljivosti (RSD < 20 %) i to€nosti (80 % — 120 %). Uz
navedene uvjete, granica kvantifikacije za sve ciljane PDE-5I iznosila je 50 ng mL-!. Granice
detekcije kretale su se od 4 ng mL-! do 9 ng mL-', odredene regresijskom analizom na temelju
standardne devijacije residuala i nagiba krivulje u podrugju niskih koncentracija (Tablica 25.).
GD 1 GK vrijednosti dobivene ovom metodom vise su u usporedbi s UHPLC—QTOF metodom
zbog nize osjetljivosti HPLC—TOF uredaja. Razvijena metoda namijenjena je rutinskoj kontroli
dodataka prehrani, a koli¢ine PDE-5I se ne ofekuju na razini tragova, pa stoga postizanje

ekstremno niskih granica odredivanja nije potrebno.
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Tablica 25. Linearnost HPLC-TOF metode za odredivanje ciljanih PDE—-5I u dodacima

prehrani.
Raspon
GD GK
Analit linearnosti Jednadzba R?
(ngmL-))  (ngmL-1)
(ng mL-")

Avanafil 50-1500 y=1,515x+1,3522 0,998 9 50
Tadalafil 50-1500 y=0,9064x—-0,275 0,987 5 50
Sildenafil 50 - 1500 y=1,358x-0,1221 0,999 4 50
Vardenafil 50 —-1500 y=1,556x+0,7913 0,988 5 50

R2- koeficijent determinacije; GD — granica detekcije; GK— granica kvantifikacije

Eksperimenti odredivanja to¢nosti i preciznosti, uklju¢ujuéi ispitivanja unutar istog dana i
tijekom sedam dana, provedeni su kori§tenjem obogacenih slijepih matrica (kapsule, tablete i
med) na Cetiri razine koncentracije i u Sest replika. Svim uzorcima dodan je IS u koncentraciji
od 100 ng mL-. Preciznost metode izraZena je RSD—om, dok je toénost prikazana kao analiti¢ki
povrat uz standardno odstupanje (+SD). Rezultati su prikazani u Tablicama 26. — 27. To¢nost
metode bila je vrlo dobra za sve ispitane matrice i koncentracijske razine. Za kapsule, to€nost
se kretala od 89,7 % do 110,1 % (unutar istog dana) i izmedu 94,0% i 105,9% (tijekom sedam
dana). Za tablete, to¢nost je bila u rasponu od 86,0 % do 107,0 % (unutar istog dana) te od 87,1
% 1 106,9 % (tijekom sedam dana). U matrici meda, to¢nost je bila izmedu 90,2 % do 115,5 %
(unutar istog dana) te izmedu 91,5 % 1 106,5 % (tijekom sedam dana). Preciznost metode bila
je zadovoljavajuca. RSD ponovljivosti mjerenja unutar istog dana bio je izmedu 1,2 %1 10,8
% za kapsule, 0,4 % do 8,7 % za tablete i 0,3 % do 11,8 % za med. ViSednevni RSD iznosio je
od 1,7 % do 10,4 % za kapsule, 2,0 % do 11,0 % za tablete i 2,1 % do 13,5 % za med. Osim na
obogadenim slijepim matricama, to¢nost i preciznost dodatno je ispitana i na komercijalnim
uzorcima lijekova za pomo¢ kod erektilne disfunkcije. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici
28. Rezultati ukazuju na vrlo dobru to¢nost 1 preciznost HPLC-TOF metode u ponovljivim

uvjetima.
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Tablica 26. Toénost HPLC-TOF metode odredivanja 4 ciljana PDE—S5] u razli¢itim

matricama i na Cetiri koncentracijska nivoa.

120

Med

100,3£10,1 102,8+12,2

102,7+10,2
104,7+7,0
100,3+4, 1
93,8410,5
102,8+7,9
95,2+6,2
92,9+7,8
96,44,0
96,4+6,4
91,5+4,8
94,5+8,4
103,0+8,7
106,5+3,3
101,7+8,1

To¢nost + SD (%)
Analit Obogaceno Isti dan (n = 6) Tijekom 7 dana (n = 6)
(ng mL™)
Kapsule  Tablete Med Kapsule  Tablete
Avanafil 50 107,5£1,9  99,0+6,7 110,3+9,9 100,6+8,0
75 109,5+£5,2 98,7+8,4 111,0+5,2 105,9+£5,9 106,9+4,9
750 110,1+£5,3 103,1+5,8  109,8+5,7 104,8+6,8 101,4+4,6
1250 104,1£11,2 93,245,6 102,5+4.8 104,748,0 97,179
Tadalafil 50 95,5£2,0  86,0+4,0 93,3£11,0 97,7+48,8  87,143,2
75 102,2+6,8 93,5+6,4 107,149 105,2+7,9 94,1+7,8
750 91,0+£3,4 99,2440 95,4+3.9 96,1+8,7  100,4+4,6
1250 94,143,5  98,2+6,6 02,6+5,3 95,2439  100,4+4,9
Sildenafil 50 100,3+1,3 97,4+1.,9 94,0+2,7 101,44£5,1 98,5+6,2
75 100,9+£3,8 100,753  99,3+0,3 101,8+7,0 101,5+5,4
750 97,6+£3,6 93,4+2.4 94,4+2 .5 94,0+£5,7  90,243,9
1250 93,1+2,1  93,0+2,6 90,2+4,5 94,7+£3,2  95,3%£3,2
Vardenafil 50 99,0+£8,0 102,3+34 115,5£2,5 103,0+£8,8 101,2+5,2
75 94,2+45 107,0£0,4 108,9+1,6 96,3+4,7  102,9+4,8
750 89,743,1 89,8+2,6 95,5+8,3 94,3+6,8  90,9+3,0
1250 91,0+1,1  92,6+8,0 97,4+8,5 93,9+3,5 96,1£8,6

98,9+5,7
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Tablica 27. Preciznost HPLC—TOF metode odredivanja 4 ciljana PDE—-5I u razligitim

matricama i na Cetiri koncentracijska nivoa.

Preciznost (RSD, %)

Analit | Ooogaceno Isti dan (1 = 6) Tijekom 7 dana ( = 6)
(ng mL~")
Kapsule Tablete Med Kapsule Tablete Med
Avanafil 50 1,8 6,7 9,0 3,0 11,0 9,8
75 4,7 8,5 4,7 4,7 4,7 52
750 4,8 5,6 52 3,7 4,6 4,6
1250 10,8 6,0 4,6 8,6 7,7 3,6
Tadalafil 50 2,1 4,6 11,8 10,4 3,5 13,5
75 6,7 6,8 4,5 7,6 9,2 7,1
750 3,7 4,1 4,1 7,4 4,9 7,2
1250 3,7 6,4 5,7 4,4 4,9 9,4
Sildenafil 50 1,3 2,0 2,8 4.9 6,9 2,7
75 3,8 53 0,3 7,6 5,9 6,3
750 3,7 2,6 2,7 5,1 2,0 4,5
1250 2,3 2,8 6,0 3,2 23 9,5
Vardenafil 50 8,1 6,7 3,5 8,3 4,9 8,9
75 4,8 0,4 1,5 4,7 3,8 2,1
750 3,5 3,8 8,7 6,1 3,3 9,5
1250 1,2 8,7 8,7 1,7 8,9 6,2
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Tablica 28. Toénost i preciznost komercijalnih uzoraka lijekova za lijeenje ED (7 = 6).

Izmjerena o
Naziv lijeka Deklarirana Analiti¢ki povrat RSD
) vrijednost + SD
(aktivna tvar) vrijednost (mg) + SD (%) (%)
(mg)
Cialis (Tadalafil) 20 22+1 111,7 £6,1 6,1
Levitra (Vardenafil) 20 20+ 1 101,8 £3,3 3,3
Kamagra (Sildenafil) 100 97+3 96,5+ 2,8 2,9

Utjecaj matrice uzorka procijenjen je pomocu postekstrakcijski obogacenih slijepih matrica
na Getiri razine koncentracije. Procjena se temelji na usporedbi nagiba kalibracijskih krivulja
dobivenih iz standardnih otopina smjese analita pripravljenih u ¢istom otapalu i standardnih
otopina pripravljenih u matrici uzorka. U analizi je kori$ten IS, kako je opisano u poglavlju 3.4.
Matrica uzorka razrijedena je deset puta, s obzirom da se svaki realni uzorak razreduje
minimalno deset puta. Utjecaj matrice uzorka izraunat je prema izrazu (4) i izraZen u

postotcima. Rezultati utjecaja razli¢itih matrica za ciljane analite prikazani su u Tablici 29.

Tablica 29. Rezultati utjecaja matrice za analizu PDE—51 dobivene HPLC-TOF metodom.

Utjecaj matrice (%)

Analit

Kapsule Tablete Med
Avanafil 1,3 4.6 0,7
Tadalafil -8,9 -8,4 -9,1
Sildenafil 23 2,5 -1,9
Vardenafil -8,3 -83 6,3

Iz rezultata je vidljivo da je utjecaj matrice za sve analite i matrice bio manji od 10 %, §to
ukazuje na neznatan utjecaj matrice te potvrduje da uporaba IS i razrijedivanje matrice
uéinkovito smanjuje njezin uéinak na kvantitativno odredivanje ciljanih PDE-51. Na temelju
dobivenih rezultata odluéeno je da se za kvantifikaciju koriste radni standardi pipremljeni u

otapalu (acetonitril:voda = 50:50, v/v).

Stabilnost analita ispitana je za tri matrice (tableta, kapsula i med) na nain da su uzorci

obogacéeni poznatim koncentracijama odabranih PDE—5I na Cetiri razine koncentracije (GK,
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1,5xGK, 15xGK 1 25xGK). Nakon pripreme, uzorci su pohranjeni u hladnjaku pri 4 °C tijekom
7 dana, nakon &ega su analizirani kao i uzorci neposredno nakon pripreme (0. dan). Vremenski
interval od 7 dana odabran je u skladu s ogekivanim trajanjem skladiStenja uzoraka izmedu
pripreme i analize u rutinskoj praksi. Stabilnost je izraZena kao postotak, odnosno omjer
konacno izmjerene koncentracije nakon 7 dana skladiStenja u odnosu na pocetnu koncentraciju

odredenu na dan pripreme (0. dan). Rezultati su prikazani u Tablici 30.

Tablica 30. Stabilnost PDE-51 u razli¢itim matricama obogaenim na cCetiri razine

koncentracije tijekom skladi$tenja na 4 °C tijekom 7 dana.

Obogaceno . o
Analit Stabilnost (%) nakon 7 dana
(ng mL-) Tableta Kapsula Med
Avanafil 50 102,6 87,1 86,4
75 99,8 93,5 85,1
750 96,6 90,5 90,9
1250 106,9 101,2 95,5
Tadalafil 50 103,1 104,6 101,3
75 101,4 105,8 92,1
750 102,4 111,2 99,6
1250 104,4 102,2 100,6
Sildenafil 50 102,4 103,9 106,4
75 101,5 101,8 99,6
750 93,1 92,7 93,9
1250 104,8 103,3 91,9
Vardenafil 50 97,2 108,0 104,8
75 95,2 104,5 95,6
750 102,5 105,1 101,8
1250 107,6 106,4 103,2

Svi ispitani analiti pokazali su zadovoljavajuéu stabilnost nakon 7 dana skladistenja pri 4 °C u
sve tri ispitivane matrice. Na svim razinama obogacenja, stabilnost svih analita bila je unutar

+15%. Slijedom provedene validacije moZe se potvrditi da je primijenjena HPLC-TOF
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analitiCka metoda prikladna za odredivanje PDE-5I u dodacima prehrani u okviru rutinske

analize.

Procjena mjerne nesigurnosti HPLC—TOF metode

Analizom pojedinih faza mjernog procesa prepoznati su sljede¢i izvori mjerne nesigurnosti:
nesigurnosti tipa A odnose se na podatke dobivene statisti¢kom analizom rezultata validacijskih
ispitivanja, uklju¢ujuéi nesigurnost kalibracijskog pravca, nesigurnost preciznosti te
nesigurnost to¢nosti dok izvori nesigumnosti tipa B preuzeti su iz umjernica i certifikata, kao $to
su Cistoca analitiCkih standarda, nesigumost vage, nesigurnost volumena pipeta i odmjernog
posuda. Identificirani izvori nesigurnosti kvantificirani su prema formulama (9)—(14), dok su
izraCunate relativne standardne nesigurnosti za pojedine spojeve i matrice prikazane u
Tablicama D8-D11 (poglavlje 8. Dodatak). U istim tablicama navedene su ukupna mjerna
nesigurnost (u), izraCunata prema formuli (15) iz svih relevantnih sastavnica, i pro$irena mjerna
nesigurnost (U), izraunata formulom (16). Postignute vrijednosti proSirenih mjernih
nesigurnosti za svaki analit i matricu navedene su u Tablici 31.

Analizom je utvrdeno da sastavnice nesigurnosti A vrste, dobivene validacijom metode,
doprinose u najznaéajnijoj mjeri ukupnoj mjernoj nesigurnosti, pri é¢emu je najveci utjecaj imala
nesigurnost kalibracijskog pravca. Prosirene mjerne nesigurnosti za PDE-5I analizirane u svim
matricama iznosile su izmedu 17 % i 44 %. NajviSe vrijednosti pro§irene mjerne nesigurnosti,

u svim ispitivanim matricama, dobivene su za tadalafil.

Tablica 31. ProSirena mjerna nesigurnost U (%) za ciljane PDE-5I po vrstama matrica

(HPLC-TOF metoda).

Uk=2),%
Analit
Kapsula Tablete Med
Avanafil 32 34 32
Tadalafil 41 41 44
Sildenafil 18 17 18
Vardenafil 29 30 31
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44. Analiza uzoraka

Razvijene i validirane metode HPLC-TOF i UHPLC-QTOF, opisane u ovom radu,
primijenjene su za analizu 49 realnih uzoraka dodataka prehrani prikupljenih na hrvatskom
trZiStu (grad Zagreb). Uzorci su dostavljeni Nastavnom zavodu za javno zdravstvo dr. Andrija
§tampar od strane sanitarne inspekcije i privatnih distributera (Tablica 6.). Najtes¢e zemlje
podrijetla uzoraka bile su Kina, Indonezija i Velika Britanija. Rezultati analize prikazani su u
Tablici 32., pri ¢emu su navedeni samo pozitivni rezultati dobiveni UHPLC-QTOF i

HPLC-TOF metodom.

Tablica 32. Identifikacija ciljanih PDE-31 i detekcija sumnjivih analoga PDE—51 u patvorenim

dodacima prehrani.
UHPLC-QTOF HPLC-TOF
Ciljani Ciljani
Uzorak PDE-5I (mg PDE-5I (mg
Sumnjivi analog PDE-5I Sumnjivi analog PDE—51
po dozi po dozi
+PMN) +PMN)
= Sildenafil Tiosildenafil Sildenafil Tiosildenafil
(0,007+0,001)  Hidroksitiohomosildenafil (0,009+0,002)  Hidroksitiohomosildenafil
2. Tadalafil Tadalafil
(49,4+12,8) (44,5+18,7)
3. <GK Hidroksitiohomosildenafil <GK -
4. Tadalafil Tadalafil
(63,5+16,5) (62,5+26,3)
7. Sildenafil Sildenafil
(7,1£0,1) (6,6+1,1)
8. Sildenafil Sildenafil
(0,04+0,01) (0,06+0,01)
9. Tadalafil Kloropretadalafil Tadalafil Kloropretadalafil
(14,1£3,7) (12,3+£5,0)
10. Sildenafil Sildenafil
(0,009+0,001) (0,009+0,002)
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UHPLC-QTOF HPLC-TOF
Ciljani Ciljani
Uzorak PDE-5I (mg PDE-5I (g o
Sumnjivi analog PDE-51 Sumnyjivi analog PDE-5I
po dozi po dozi
+PMN) +PMN)
14. Tadalafil Tadalafil
(0,12+0,03) (0,13+0,05)
15. Tadalafil Tadalafil
(0,02+0,01) (0,02+0,01)
18. <GK Depiperazino—tiosildenafil ~ <GK -
Hidroksitiohomosildenafil Hidroksitiohomosildenafil
19. Sildenafil Hidroksitiohomosildenafil Sildenafil Hidroksitiohomosildenafil
(0,001+0,0001) (0,001)
23. Sildenafil Sildenafil
(0,001+0,0001) (0,001+0,0002)
24. Tadalafil Kloropretadalafil Tadalafil Kloropretadalafil
(11,6+3,0) (9,5+4,0)
25. Tadalafil Kloropretadalafil Tadalafil Kloropretadalafil
(13,143,4) (10,8+4,5)
28. Sildenafil Sildenafil
(0,004+0,0006) (0,004+0,0007)
Tadalafil Tadalafil
(0,004+0,0001) (0,004+0,002)
29. Sildenafil Tiosildenafil Sildenafil =
(4,3£0,6) Hidroksitiohomosildenafil (3,5+0,6) -
Tadalafil Sulfoaildenafil Tadalafil -
(9,3£2,4) Propoksifenil aildenafil (8,2+3,4) Propoksifenil aildenafil
30. Sildenafil Sildenafil
(3,1+0,4) (2,6+0,4)
Tadalafil Tadalafil
(9,3£2,4) (10,4+4,4)
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UHPLC-QTOF HPLC-TOF
Ciljani Ciljani
Uzorak PDE-5I (mg PDE-51I (mg o
Sumnjivi analog PDE-51 Sumnjivi analog PDE-5I
po dozi po dozi
+PMN) +PMN)
31. Sildenafil Sildenafil
(0,001+0,0001) (0,002+0,0003)
32. Sildenafil Sildenafil
(0,00140,0001) (0,001+0,0002)
33. Sildenafil Sildenafil
(0,002+0,0003) (0,002+0,0003)
34. Sildenafil Sildenafil
(3,5+0,5) (4,1+0,7)
Tadalafil Tadalafil
(14,4+3,7) (15,4+6,5)
35. <GK 2-Hidroksipropilnortadalafil <GK 2-Hidroksipropilnortadalafi.
37. Sildenafil Sildenafil
(3,8+0,5) (3,2+0,5)
Tadalafil Tadalafil
(26,7+6,9) (25,3+4,3)
38. Sildenafil Sildenafil
(11,0£1,5) (10,6+1,8)
39. <GK Johimbin <GK Johimbin
41. Sildenafil Sildenafil
(0,001+0,0001) (0,002+0,0003)
Tadalafil Tadalafil
(0,003+0,0008) (0,003+0,001)
43, Sildenafil Sildenafil
(1,7+0,2) (1,7+0,3)
Tadalafil Tadalafil
(0,06+0,02) (0,06+0,03)
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UHPLC-QTOF HPLC-TOF
Ciljani Ciljani
Uzorak PDE-5I (mg PDE-5I (mg .
Sumnjivi analog PDE-5I Sumnjivi analog PDE-51
po dozi po dozi
+PMN) +PMN)
45. Sildenafil Sildenafil
(1,8+0,3) (2,240,4)
46. Sildenafil Sildenafil
(4,5+0,6) (4,9+0,8)
47. Sildenafil Sildenafil
(23,943,3) (24,3%4,1)
49. Sildenafil Sildenafil
(0,01+0,001) (0,02+0,003)

GK — granica kvantifikacije

Prisutnost ilegalnih PDE-5I potvrdena je u 65 % testiranih uzoraka primjenom
UHPLC-QTOF metode (Tablica 33). Nadalje, sildenafil i tadalafil identificirani su kao glavni
ilegalni spojevi, dok vardenafil i avanafil nisu pronadeni ni u jednom uzorku. Sildenafil je
potvrden u 21 uzorku (43%), od ¢ega 12 puta samostalno i 9 puta u kombinaciji s drugim
PDE-5I, u koncentracijama od 0,001 mg do 23,9 mg po dozi. Tadalafil je potvrden u 14 uzoraka
(29 %), od Cega je u 4 uzorka identificiran kao jedini ilegalni spoj, dok je u 10 uzoraka pronaden
u kombinaciji s drugim PDE-5I. Koncentracije tadalafila kretale su se od 0,003 mg do 63,5 mg
po dozi pri éemu je u 9 uzoraka utvrdena koli¢ina veca od 5 mg, $to premasuje terapijsku dozu,
au 3 uzorka koncentracija je prelazila 20 mg, §to znaajno nadmasuje maksimalno preporu¢enu
dozu. Osim sildenafila i tadalafila, identificirano je dodatnih 7 analoga PDE—5I u 10 uzoraka:
hidroksitiohomosildenafil (5 uzoraka), kloropretadalafil (3 uzorka), tiosildenafil (2 uzorka), a
depiperazino—tiosildenafil (1 uzorak), propoksifenil aildenafil (1 uzorak), sulfoaildenafil (1
uzorak), 2-hidroksipropilnortadalafil (1 uzorak). Takoder, u jednom uzorku identificiran je
alkaloid johimbin. Ovi dodatni ilegalni spojevi bili su prisutni samostalno ili u kombinaciji s
do d&etiri ilegalna spoja u jednom uzorku (Slika 67). Iako analozi PDE-5I nisu kvantificirani
zbog nedostatka referentnih standarda, odredeni analozi kao §to su hidroksitiohomosildenafil

(uzorak 18), 2-hidroksipropilnortadalafil (uzorak 35) i alkaloid johimbin (uzorak 39)
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detektirani su u vi$im koncentracijama bez prisutnosti PDE-51. S druge strane, ve¢ina ostalih
analoga pronadena je u vrlo niskim koncentracijama, $to bi moglo biti posljedica razgradnje ilj
transformacije nekih od PDE-51'17122 prisutnih u ve¢im koli¢inama.

Prisutnost ilegalnih PDE-5I potvrdena je u 63 % testiranih uzoraka primjenom HPLC-TOF
metode (Tablica 33). Rezultati dobiveni ovom metodom u velikoj mjeri su u skladu s
rezultatima UHPLC—QTOF metode, uz odredena odstupanja u detekciji pojedinih analoga
(uzorci 3, 18 i 29). Konkretno, u tim uzorcima nisu detektirani sljedeéi analozi: tiosildenafil
(uzorak 29), hidroksitiohomosildenafil (uzorci 3 1 29), depiperazino—tiosildenafil (uzorak 18) i
sulfoaildenafil (uzorak 29). Ovo odstupanje moZe se pripisati nizoj osjetljivosti HPLC-TOF
metode u usporedbi s UHPLC—QTOF metodom. Nadalje, sildenafil i tadalafil identificirani su
kao glavni ilegalni spojevi, dok vardenafil i avanafil nisu pronadeni ni u jednom uzorku.
Sildenafil je potvrden u 21 uzorku (43 %), u koncentracijama od 0,001 mg do 24,3 mg po dozi.
Tadalafil je potvrden u 14 uzoraka (29 %), u koncentraciji od 0,003 mg do 62,5 mg po dozi.
Osim sildenafila i tadalafila, identificirano je dodatnih 5 analoga PDE-5I u 8 uzoraka:
tiosildenafl (uzorak 1), hidroksitiohomosildenafil (uzorak 1, 18 i 19), kloropretadalafil (uzorak
9, 24, 25), propoksifenil aildenafil (uzorak 29), 2-hidroksipropilnortadalafil (uzorak 35).
Takoder, u jednom uzorku identificiran je alkaloid johimbin (uzorak 39).

Na Slici 65. prikazani su PDE-5I i analozi detektirani u pozitivnim uzorcima dobivenim
UHPLC-QTOF i HPLC-TOF metodom. Rezultati pokazuju da je sildenafil najéesce detektiran
ilegalan spoj u uzorcima, a potom slijedi tadalafil. Isto tako, analozi sildenafila su ¢e$ce prisutni
u usporedbi s ostalim analozima PDE-5I. Ovi trendovi mogu se pripisati lako dostupnim 1

jeftinim sirovinama za sintezu analoga sildenafila'®®.
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Tablica 33. Rezultati ispitivanja PDE—51 i analoga u dodacima prehrani namjenjenih za

Kloropretatadalafi] e 3

Hidroksitiohomosildenafil "3 _ .
Tadalafi] ' 1 4

poboljsanje ED.
Uredaj: UHPLC-QTOF HPLC-TOF
Broj Broj % Broj %
Dozirni oblik  analiziranih pozitivnih pozitivnih  pozitivnih pozitivnih
uzoraka uzoraka uzoraka uzoraka uzoraka
Kapsule 33 20 61 19 58
Tablete 7 4 57 4 57
Med 5 5 100 5 100
Prahovi 3 3 100 3 100
Tekucine 1 0 0 0 0
UKUPNO 49 32 65 31 63
Johimbin ™ i B HPLC-1OF
2-Hidroksipropilnortadalafil ™ } ® UHPLC-QTOF
Propoksifenil aildenafil ™
8 Sulfoaildenafil 2
g Dipiperazino-tiosildenafil 2 ;
7 Tiosildenafil ™1 ,
=
>

14
Sildenafi] T — 2 |
21
0 5 10 15 20 25

Broj pozitivnih uzoraka

Slika 65. PDE-511 analozi detektirani u pozitivnim uzrocima UHPLC—QTOF i HPLC-TOF

metodom.
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U 49 analizirana uzorka, kapsule, tablete i med su najées$ce ispitivane matrice u sklopu ovog
istraZivanja dok su prahovi i tekucine bile prisutne u manjem broju. Distribucija PDE-5T {

analoga u pozitivnim uzorcima i razli¢itim matricama prikazana je na Slici 66.

100%

S 80%
[
S
3 60%
S
s
= 40%
N
-4
R 20%

0%

kapsule tablete med prah
PDE-5I i analozi u razli¢itim matricama
m Sildenafil mTadalafil = Sildenafil analozi | Tadalafil analozi m Ostalo

Slika 66. Distribucija PDE—51 i analoga u pozitivnim uzorcima i razli¢itim matricama.

Rezultati patvorenja dodataka prehrani PDE-51 i njihovim analozima iz ovog istraZivanja

usporedeni su s onima iz objavljene literature te se uglavnom dobro slazu s rezultatima sli¢nih

7 pokazala je

istraZivanja u drugim zemljama®!:8385106169-172 Sy dija nizozemskih istrazivata
da je 32 % uzoraka sadrzavalo PDE-5I, poput sildenafila (62,6 mg po dozi) te osam razli¢itih
analoga (hidroksihomosildenafil, tiosildenafil, aildenafil, tioaildenafil, acetildenafil,
noracetildenafil, aminotadalafil i piperidino—vardenafil) u koncentracijama od 0,2 mg do 87 mg
po dozi. S druge strane, u Francuskoj'% su PDE—5I pronadeni u 61 % od 150 testiranih uzoraka
(27 % PDE-S5I poput sildenafila, tadalafila i vardenafila, dok su 34 % ¢inili njihovi analozi),
pri ¢emu su koncentracije PDE—5Iu 25 % uzoraka bile vise od maksimalnih preporucenih doza.
U Maleziji su rezultati pokazali da je 36 % uzoraka bilo patvoreno sildenafilom, tadalafilom i
s &etrnaest njihovih analoga'’?. Studija ¢eskih znanstvenika®® otkrila je da je 16 % uzoraka
sadrzavalo registrirane i neregistrirane PDE-51, pri ¢emu su glavni ilegalni spojevi bili
sildenafil i tadalafil, a izmjerene koncentracije kretale su se do 64,4 mg po dozi za zbroj
sildenafila i njegovih analoga te do 106 mg po dozi za zbroj tadalafila i njegovih analoga.
Nedavna studija iz Vijetnama®® pokazala je da je 22 % dodataka prehrani namijenjenih za

poboljanje seksualne uéinkovitosti bilo patvoreno sildenafilom i tadalafilom kao glavnim
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aktivnim spojevima. Osim toga, otkriveno jei 12 razli¢itih analoga sildenafila (71 %), tadalafila
(21 %) i vardenafila (7 %). Lee i suradnici'’® utvrdili su da je 47,5 % dodataka prehrani (0,01
mg g~' do 370 mg g!) i 27,5 % prehrambenih proizvoda (0,007 mg g~ do 239,0 mg g!)

ilegalno patvoreno PDE—-5I i njihovim analozima.

4.5. Usporedba rezultata analize PDE—-5I metodom UHPLC-QTOF i
HPLC-TOF

U svrhu procjene usporedivosti dvaju koristenih instrumenata, provedena je statisti¢ka

analiza kvantitativnih rezultata sadrZaja sildenafila i tadalafila pomo¢u dvostranog Studentovog
t—testa za zavisne uzorke (engl. Paired Two—-Sample t—Test for Means) na razini znacajnosti P
= 0,05. IzraCunate r—vrijednosti za sildenafil (0,6458) i tadalafil (2,0107) bile su niZze od
kriti¢nih #~vrijednosti (2,1009 za sildenafil i 2,1448 za tadalafil), §to dokazuje da ne postoji
statistiCki znacajna razlika izmedu aritmetiCkih sredina rezultata dobivenih na HPLC-TOF i
UHPLC-QTOF instrumentima.
Kvantitativni podaci za ciljane PDE-5I bile su unutar granica metode (= PMN), bez znacajnih
odstupanja izmedu kori$tenih instrumenata. Kvalitativna analiza potvrdila je da su obje metode
uspjeSno identificirale prisutnost istih sumnjivih analoga u vecini ispitanih uzoraka. Medutim,
UHPLC—QTOF se pokazao osjetljivijim, osobito u detekciji PDE-5I analoga prisutnih u vrlo
niskim koncentracijama gdje primjenom HPLC—TOF pojedini analozi nisu bili dektirani.

Vezani sustavi tekuéinske kromatografije i spektrometrije mase visokog razluéivanja,
predstavljaju metode izbora u analizi ciljanih i sumnjivih spojeva zbog svojih brojnih prednosti
poput osjetljivosti, selektivnosti i toénosti mjerenja mase. Hibridni QTOF sustav nadma$uje
klasi¢cni TOF zahvaljuju¢i kvadrupolnom filteru i moguénosti provodenja MS/MS
fragmentacije unaprijed odabranih iona, kao i ve€oj to¢nosti mjerenja mase i snage razluéivanja.
Iako TOF moZe povecati selektivnost pracenjem kromatograma iona odabranih vrijednosti m/z
prekursor 1 fragmentnih iona, njegova u¢inkovitost ograniena je nedostatkom filtracije iona i
¢injenice da do fragmentacije dolazi u izvoru, $to rezultira neselektivnom fragmentacijom svih
iona, viSim pozadinskim Sumom 1 potencijalnim interferencijama uzrokovanima
komponentama matrice. Preciznost odredivanja mase, kljuéna za identifikaciju i strukturnu
karakterizaciju nepoznatih spojeva, kod TOF-a je iznosila < 5 ppm za prekursor ione dok je za

fragmentne ione varirala i do 20 ppm. Suprotno tome, QTOF omoguéava vecu preciznost, esto
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Unutar + 5 ppm i za prekursor i za fragmentne ione, zahvaljuju¢i MS/MS moguénostima. Ova
Tazina preciznosti omoguéuje razluéivanje izobarnih spojeva te osigurava veéu pouzdanost u
identifikaciju nepoznatih analita. Nadalje, QTOF postiZe ve¢i omjer signal—$um i niZe granice
kvantifikacije, ¢ine¢i ga prikladnijim za detekciju tragova ciljanih i sumnjivih analita u
slozenim matricama.

Performanse UHPLC—QTOF i HPLC-TOF metoda razvijenih u ovom istraZivanju
usporedene su s literaturnim podacima (Tablica 34.), s naglaskom na trajanje analize, protok,
granice detekcije 1 kvantifikacije, to¢nost i preciznost. Obje metode traju 15 minuta, $to je
prihvatljivo za rutinske analize, uz protok od 0,2 mL min~!, niZi od veéine metoda iz literature,
¢ime se smanjuje potro$nja otapala i povecava ekoloska i ekonomska udinkovitost. Kada se
usporeduju GD i GK, UHPLC-QTOF postize rezultate unutar raspona literature, dok
HPLC-TOF pokazuje nizu osjetljivost. Unato¢ tome, obje metode su primjenjive za rutinsku
kontrolu dodataka prehrani s o&ekivanim vi$im koncentracijama PDE-5I (terapijske doze).
Medutim, HPLC-TOF moZe biti ogranien u detekciji tragova ili analita prisutnih u vrlo niskim
koncentracijama. Sto se tite to&nosti, obje metode pokazuju usporedive rezultate s literaturom,
dok je preciznost UHPLC—QTOF medu boljima, za razliku od HPLC-TOF, koji pokazuje veéu
varijabilnost u rezultatima.

Konatno, HPLC-TOF, unato¢ slabijoj selektivnosti, osjetljivosti i ponovljivosti, smatra se
brzom, ekonomiénom i prikladnom metodom za kvantifikaciju ciljanih PDE-51 i probir analoga
PDE-5I u dodacima prehrani. S druge strane, UHPLC—QTOF pruZa veéu analiti¢ku
fleksibilnost i pouzdanost zahvaljujuéi MS/MS sposobnosti, visokoj selektivnosti i osjetljivosti,
omogucujuéi detekciju niskih koncentracija ilegalnih spojeva u sloZenim matricama te dublju

kvalitativnu analizu i identifikaciju bez referentnih standarda no uz veéu cijenu i tehni¢ku

sloZenost.
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Tablica 34. Usporedba razvijenih metoda sa sli¢nim metodama opisanim u literaturi.

Trajanje  Protok

Metoda™f analize (mL ob oK Analiticki RSD (%)
(ngmL-)  (ngmL-!) povrat (%)

(min) min)
UHPLC-QTOF — 15 0,2 0,2-2,2 2-20  88,5-115,9 0,4-5,2
metoda iz ovog rada
HPLC-TOF — 15 0,2 4-9 50 86,0-115,5 0,4-13,5
metoda iz ovog rada
UHPLC-QTOF’! 15 - 0,07-14,63 - 86,2-116,6 0,27-12.6
HPLC-QTOF!" 8 0,55  0,016-0,09 0,05-0,32 91,7-1054 <7,72
UHPLC-Q-TOF!®¥® 30 0,3 0,18-0,75 6,67 80,9-108,1 <I11,0
UHPLC-QTOF# 18 0,4 0,042 1-5 82,3-113,8 0,4-13,6
UHPLC-QTOF?®? 15 0,3 - 1-30 77-101,0  2,1-52
UHPLC-QTOF'* 45 0,4 10-70 80 77,4-122,0 <16,7
LC-QTOF!"® 25 0,3 30-500 80-1600 80,4-119,5 0,1-13,9
UHPLC—QTOF?*? 26 0,3 5-500 20-1200 86,6-113,7 0,9-114

GD — granica detekcije; GK— granica kvantifikacije

Josipa Kosi¢—Vuksié¢ Doktorska disertacija



§ 5. Zakljugak 135
J

§5. ZAKLJUCAK

» U ovom radu razvijene su dvije metode za detekciju i kvantitativnu analizu Cetiri ciljana
PDE-5I (sildenafil, tadalafil, vardenafil, avanafil) te kvalitativau analizu njihovih
strukturnih analoga u dodacima prehrani namijenjenim kao pomo¢ kod ED, primjenom
vezanih sustava tekucinske kromatografije i spektrometrije masa (UHPLC-QTOF 1
HPLC-TOF).

» Optimalno razdvajanje postignuto je koristenjem Inertsil ODS—4 kolone (150 mm x 2,1
mm, 3 pm) uz gradijentno eluiranje s protokom od 0,2 mL min~!. Pokretna faza sastojala
se od otopine A (5 mmol L' amonijev formijat i 0,1 % mravlja kiselinu u vodi (v/)) i
otopine B (0,1 % mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v)).

» Identifikacija ciljanih PDE-5I primjenom UHPLC—QTOF temelji se na MS visokog
razluéivanja s kromatografskim razdvajanjem i usporedbi s referentnim standardima,
pra¢enjem prekursor iona i dva potvrdna fragmentna iona, uz optimizirane parametre
izvora i kolizijske Celije za postizanje maksimalne osjetljivosti.

» HPLC-TOF metoda takoder koristi MS visokog razlu¢ivanja s kromatografskim
razdvajanjem gdje se identifikacija temelji na pra¢enju odabranih prekursor iona uz
potvrdu fragmentacijom u izvoru, s optimiziranim naponom na izlazu iz kapilare za
postizanje zadovoljavajuée osjetljivosti.

» Za kvalitativnu analizu analoga bez dostupnih referentnih standarda, u obje metode,
provedena je usporedba fragmentacijskih spektara s literaturnim podacima i online
bazama spektara.

» Obje metode su validirane te je dokazana njihova prikladnost za rutinsku analizu
PDE-51 u dodacima prehrani.

> Procijenjena je proSirena mjerna nesigurnost za ciljane analite pri ¢emu je tadalafil
pokazao najvisu, a sildenafil najnizu proSirenu mjernu nesigurnost.

» Analizom realnih uzoraka s trZista utvdena je znacajna prisutnost PDE-5I i analoga u
dodacima prehrani, osobito sildenafila i tadalafila, ¢esto u koncentracijama viSim od
terapijskih doza, slicno globalnim trendovima, $to ukazuje na ozbiljan problem

krivotvorenja i potencijalne zdravstvene rizike za potro$ace.
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» Usporedba razvijenih metoda pokazuje da su obje razvijene metode konkurentne, s
predno§¢u UHPLC-QTOF—-a zbog MS/MS moguénosti, vece osjetljivosti i
pouzdanosti, posebno za detekciju niskih koncentracija analita i sloZenije analize.
HPLC-TOF, iako manje osjetljiv i precizan, zadovoljava zahtjeve rutinske analize
PDE-51 1 njihovih analoga u dodacima prehrani.

> Rezultati ovog istraZivanja nagla$avaju vaznost i potrebu kontinuiranog nadzora trzista
i stroZzeg provodenja regulatornih mjera kako bi se smanjio zdravstveni rizik za
potrosace.

> Rezultati pruZaju znanstvenu osnovu za unapredenje kontrole kvalitete dodataka
prehrani, procjenu zdravstvenih rizika i edukaciju potroSac¢a, doprinoseci zastiti javnog
zdravstva u Hrvatskoj. Ovi rezultati otvaraju mogucénosti za daljnja istraZivanja

patvorenja prehrambenih proizvoda.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ATR - prigusena totalna refleksija (engl. Attenuated Total Reflectance)

cAMP/cGMP - 3°,5'— cikli¢ki adenozin/gvanozin monofosfat

CE-MS — kapilama elektroforeza —  spektrometrija masa (engl. Capillary
Electrophoresis—Mass Spectrometry)

CI - kemijska ionizacija (engl. Chemical Ionization).

CID — kolizijom aktivirana disocijacija (engl. Collision Induced Dissociation)

DAD - detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector)

dSPE - disperzivna ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Dispersive Solid Phase Extraction)

ED - erektilna disfunkcija (engl. Erectile Dysfunction)

EFSA — Europska agencija za sigurnost hrane (engl. European Food Safety Authority)

EI — ionizacija elektronima (engl. Electron lonization)

FIC — kromatogram iona odabranih vrijednosti m/z (engl. Extracted Ion Chromatogram)

EMA - Europska agencija za lijekove (engl. European Medicines Agency)

ESI — ionizacija elektrorasprienjem (engl. Electrospray lonization)

FIA — proto¢no injekcijska analiza (engl. Flow Injection Analysis)

FDA — Agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

FTIR — Infracrvena spektroskopija uz Fourierovu transformaciju (engl. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

GC-MS - vezani sustav plinske kromatografije i spektrometrije masa (engl. Gas
Chromatography—Mass Spectrometry)

GMP — dobra proizvodacka praksa (engl. Good Manufacturing Practice)

GUM - Uputa za iskazivanje mjerne nesigurnosti (engl. Guide to the Expression of Uncertainty
in Measurement)

HCD - viSeenergetska kolizijska disocijacija (engl. Higher—Energy Collisional Dissociation)
HRMS — spektrometar masa visoke rezolucije (engl. High Resolution Mass Spectrometer)

IR — infracrvena spektroskopija (engl. Infrared Spectroscopy)
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ICH — Medunarodna konferencija o uskladivanju tehni¢kih zahtjeva za registraciju lijekova za
ljudsku uporabu (engl. International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use)

IT — stupica iona (engl. Jon Trap)

LC — tekuéinska kromatografija (engl. Liquid Chromatography)

LC-MS - vezani sustav tekuéinske kromatografije i spektrometrije masa (engl. Liquid
Chromatography—Mass Spectrometry)

LC-MS/MS — vezani sustav tekuéinske kromatografije i tandemne spektrometrije masa (engl.
Liquid Chromatography—Tandem Mass Spectrometry)

LLE - tekuéinsko-tekuéinska ekstrakcija (engl. Liquid—Liquid Extraction)

LRMS — spektrometar masa niske rezolucije (engl. Low Resolution Mass Spectrometer)

ME — utjecaj matrice (engl. Matrix Effect)

m/z — omjer mase i naboja iona (engl. Mass—to—Charge Ratio)

MS — spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry)

MS/MS - tandemna spektrometrija masa (engl. Tandem Mass Spectrometry),

MRM - pracenje viSestrukih reakcija (engl. Multiple Reaction Monitoring)

NCE —normalizirana energija sudara (engl. Normalized Collision Energy)

NIR - infracrvena spektroskopija u bliskom infracrvenom podrudju (engl. Near Infrared
Spectroscopy)

NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

NSAID — nesteroidni protuupalni lijekovi (engl. Non—Steroidal Anti—Inflammatory Drugs)
Orbitrap — orbitalna stupica iona (engl. Orbital Ion Trap)

PCDL — engl. Personal Compound Database and Library

PDE - enzim fosfodiesteraza (engl. Phosphodiesterase Enzyme)

PDE-51 — inhibitori fosfodiesteraze tipa 5 (engl. Phosphodiesterase Type 5 Inhibitors)

PKG - protein kinaza G (engl. Protein Kinase G)

ppm — engl. Parts Per Million

Q — kvadrupol (engl. Quadrupole)

QQQ —trostruki kvadrupol (engl. Triple Quadrupole)

Q-TOF — hibrid kvadrupola i analizatora koji mjeri vrijeme leta (engl. Hybrid
Quadrupole—Time of Flight)
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QuEChERS - brza, jednostavna, jeftina, efektivna, robusna i sigurna metoda ekstrakcije (engl.

Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)

RASFF - sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za Zivotinje (engl. Rapid Alert System for

Food and Feed)

RP — kromatografija obrnutih faza (engl. Reversed Phase)

RSD —relativna standardna devijacija (engl. Relative Standard Deviation)
SD — standardna devijacija (engl. Standard Deviation)

SPE — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction)

TIC — kromatogram ukupne ionske struje (engl. Total Ion Chromatogram)
TLC — tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography)

TOF — analizator masa koji mjeri vrijeme leta (engl. Time of Flight)

(OHPLC - tekudinska kromatografija (ultra) visoke djelotvornosti (engl. Ultra High

Performance Liquid Chromatography)
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§ 8. Dodatak

Xvia

§8. DODATAK

Tablica D1. Popis PDE—5I i njihovih analoga ukljucenih u bazu podataka (PCDL).

Redni Molekulska ' Tocna masa
broj formula fme spoja (m/z)
1. C17H20N402 Desulfovardenafil 312,1586
2. CI19H22N403 Gendenafil 354,1692
3.  C21H26N203 Johimbin 354,1943
4. C18H20N404 Acetilna kiselina 356,1485
5. C18H20N404 Norneovardenafil 356,1485
6. Cl17HI9N504 Nitrodenafil 357,1437
7. C19H24N404 Dihidroksidenafil 372,1798
8. C21H17N304 Nortadalafil (Demetiltadalafil) 375,1219
9.  Cl19H21CIN403 Klorodenafil 388,1302
10. C22HI9N304 Tadalafil 389,1376
11. C19H23N306 Benzamidenafil (Ksantoantrafil) 389,1587
12.  C21H18N404 Aminotadalafil 390,1328
13.  C19H23CIN403 Hidroksiklordenafil 390,1459
14. C21H26N402S Tioksobutildenafil 398,1776
15. C21H28N404 Hidroksietoksidenafil 400,2111
16. C23H21N304 Homotadalafil (N—Etil tadalafil) 403,1532
17. CI18H23N504S Aminosildenafil 405,1471
18. CI19H20CI2N402  Z—-diklorodenafil 406,0963
19. CI9H20CI2N40O2  E—diklorodenafil 406,0963
20. CI18H22N405S Desmetilpiperazinil propoksisildenafil 406,1311
21.  CI7H20N404S2 Depiperazino—tiosildenafil 408,0926
22.  C24H23N304 Izopropilnortadalafil 417,1689
23. C23H22N305 2—-Hidroksietilnortadalafil 420,1559
24.  C22H28N603 Desetilkarbodenafil 4242223
25. C22HI19CIN205 Kloropretadalafil 426,0982
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§ 8. Dodatak XVII
Redni Molekulska ) To¢na masa

broj formula me spoja (m/z)

26. C25H25N304 N-butilnortadalafil 431,1845
27.  C23H20N405 Acetaminotadalafil 432,1434
28.  C24H23N305 2—-Hidroksipropilnortadalafil 433,1638
29.  C24H31N503 Piperidino acetildenafil 437,2427
30. C23H30N603 Desmetilkarbodenafil (Norkarbodenafil) 438,2379
31.  C23H22CIN205 Kloropropanoilpretadalafil 441,1217
32. C26H25N304 Ciklopentil tadalafil 443,1845
33.  C26H25N304 Trans—ciklopentil tadalafil 443,1845
34. C24H28N60S Tioquinapiperifil 448,2045
35. C24H32N603 Karbodenafil (Fondenafil) 452,2536
36. C24H32N603 Noracetildenafil (Desmetillhongdenafil) 452,2536
37. (C22H28N60S2 Ditiodesetilkarbodenafil 456,1766
38. C22H29N504S Nomeosildenafil (Piperidino sildenafil) 459,1940
39. C22H29N504S Pseudovardenafil (Piperidinovardenafil) 459,1940
40. C21H28N604S N-Desetilvardenafil 460,1893
41. C21H28N604S N-Desmetilsildenafil 460,1893
42. C21H30N604S Deskarbonsildenafil 462,2049
43. C26H29N305 Dietilaminopretadalafil 463,2107
44.  C25H34N603 Acetildenafil (Hongdenafil) 466,2692
45. C25H34N603 Acetilvardenafil 466,2692
46. C25H34N603 Dimetilacetildenafil 466,2692
47. C25H34N603 Propoksifenil—noracetildenafil 466,2692
48. C24H32N602S Dimetiltiokarbodenafil 468,2307
49.  C24H32N604 Hidroksikarbodenafil 468,2485
50. C23H30N60S2 Ditio—desmetilkarbodenafil 470,1923
51. C22H30N604S Sildenafil 474,2049
52. C25H32N604 Oksohongdenafil 480,2485
53.  C25H34N604 Hidroksiacetildenafil (Hidroksihongdenafil) 482,2642
54. C25H34N604 Izopiperazinonafil 482,2642
55.  C25H34N604 Piperazinonafil (Dihidroacetildenafil) 482,2642
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Redni Molekulska ) Tocna masa

broj formula me spoja (m/z)

56. C23H26N703Cl Avanafil 483,1786
57. C24H32N60S2 Dimetilditiodenafil 484,2079
58.  C29H33N304 N-Oktil-nortadalafil 487,2471
59. C23H32N604S Propoksifenil sildenafil 488,2206
60. C23H32N604S Homosildenafil 488,2206
61. C23H32N604S Aildenafil (Metizosildenafil) 488,2206
62. C23H32N604S Vardenafil 488,2206
63. C23H32N604S Dimetilsildenafil 488,2206
64. C22H30N603S2 Tiosildenafil 490,1821
65. C28H33N305 Dipropilaminopretadalafil 491,2420
66. C25H30N605 Dioksoacetildenafil (Dioksohongdenafil) 4942278
61 C2THIINAOS Produkt interakcije aminotadalafila i 4981539

S5-hidroksimetilfurfurala
68. C25H34N60S2 Ditiopropilkarbodenafil 498,2236
69. C25H35N60S2 3,5—dimetilpiperazinil ditiodesmetilkarbodenafil 498,2236
70. C24H34N604S Propoksifenil aildenafil 502,2362
71. C30H24N404 N—fenilpropenil tadalafil 504,1798
72.  C23H32N603S2 Sulfoaildenafil (Tioaildenafil, dimetiltiosildenafil) 504,1977
73. C23H32N60382 Tiodimetilsildenafil 504,1977
74 C23H3INGO3S2 Tiohomosildenafil (Sulfohomosildenafil, 5041977
homosildenafil tione)

75. C23H32N603S2 Propoksifenil tiosildenafil 504,1977
76. C23H32N605S Hidroksihomosildenafil 504,2155
77. C23H32N6058 Hidroksivardenafil 504,2155
78.  C25H36N604S Udenafil 516,2519
79.  C25H36N604S Propoksifenil izobutil aildenafil 516,2519
80. C24H34N603S2 Propoksifenil tioaildenafil 518,2134
81. C24H34N603S2 Propoksifenil-tiohomosildenafil 518,2134
82. C24H34N6038S2 Propoksifenil-tiodimetilsildenafil 518,2134
83. C24H34N605S Propoksifenil-hidroksihomosildenafil 518,2311

Josipa Kosi¢-VukSié¢
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Redni Molekulska ) To¢na masa

broj formula Ime spoja (m/z)
84. C23H33N705S Gisadenafil 519,2264
85. C23H32N604S2 Hidroksitiohomosildenafil 520,1926
86. C23H32N604S2 Hidroksitiovardenafil 520,1926
87. C26H36N604S Ciklopentinafil 528,2519
88. C26H37N505S Mirodenafil 531,2515
89. (C24H34N604S2 Propoksifenil-tiohidroksihomosildenafil 534,2083
90. C28H34N604S Benzilsildenafil 550,2362
91. C32H38N603 Cinamildenafil 554,3005
92. C27H35N905S2 Mutaprodenafil 629,2203
93. C27H35N90582 Nitrozoprodenafil 629,2203
94. (C43H35N509 Bisprenortadalafil 765,2435
95. C46H43N5010 Trans—bisprehomotadalafil 825,3010
96. C49H47N5010 Trans-bispreciklopentil tadalafil 865,3323
97. C47H62N12011S2 Lodenafil karbonat 1034,4102

Josipa Kosié-Vuksié Doktorska disertacija
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§ 8. Dodatak XvIia

Tablica D3. Sastavnice mjerne nesigurnosti za avanafil (UHPLC-QTOF).
Redni

broj Izvor mjeme nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1. Cistoéa standarda 0,0118 0,0118 0,0118
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4. Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjerne tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,0665 0,0665 0,0665
9. Medupreciznost 0,0216 0,0223 0,0215
10. Tocnost 0,0097 0,0106 0,0081
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,07 0,07 0,07
ProSirena mjerna nesigurnost, U(x) 0,14 0,14 0,14
ProSirena mjema nesigurnost (%) 14 14 14

Josipa Kosié-Vuksi¢ Doktorska disertacija
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XVII

Tablica D4. Sastavnice mjerne nesigurnosti za tadalafil (UHPLC—QTOF).

ie:)?l Izvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1.  Cisto¢a standarda 0,0035 0,0035 0,0035
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4.  Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5.  Volumen odmjerne tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,1274 0,1274 0,1274
9.  Medupreciznost 0,0216 0,0227 0,0229
10.  Toc¢nost 0,0109 0,0115 0,0101
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,13 0,13 0,13
ProSirena mjerna nesigurnost, U(x) 0,26 0,26 0,26
ProSirena mjerna nesigurnsot (%) 26 26 26

Josipa Kosi¢-Vuksi¢
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Tablica D5. Sastavnice mjeme nesigumosti za vardenafil (UHPLC-QTOF).
Redni

bro] [zvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1. Cistoca standarda 0,0018 0,0018 0,0018
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4, Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjeme tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,0558 0,0558 0,0558
0. Medupreciznost 0,0211 0,0224 0,0186
10. Toénost 0,0066 0,0104 0,0074
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,06 0,06 0,06
Pro$irena mjerna nesigurnost, U(x) 0,12 0,12 0,12
Pro$irena mjerna nesigurnost (%) 12 12 12

Josipa Kosi¢-Vuks§i¢ Doktorska disertacija
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Tablica D6. Sastavnice mjerne nesigurnosti za sildenafil (UHPLC-QTOF).
Redni

broj Izvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1. Cistoéa standarda 0,0035 0,0035 0,0035
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4. Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjerne tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,0640 0,0640 0,0640
0. Medupreciznost 0,0293 0,0238 0,0197
10. Toénost 0,0104 0,0121 0,0068
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,07 0,07 0,07
Pro8irena mjerna nesigurnost, U(x) 0,14 0,14 0,13
Pro§irena mjerna nesigurnost (%) 14 14 13

Josipa Kosié¢-Vuksié Doktorska disertacija
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§ 8. Dodatak Xvi

Tablica D8. Sastavnice mjerne nesigurnosti za avanafil (HPLC-TOF).

ier(:_n Izvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1. Cistoéa standarda 0,0118 0,0118 0,0118
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4. Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjerne tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,1393 0,1393 0,1393
9. Medupreciznost 0,0500 0,0699 0,0579
10. To¢nost 0,0552 0,0673 0,0588
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc.(x) 0,1584 0,1702 0,1624
ProSirena mjerna nesigurnost, U(x)  0,3169 0,3404 0,3248

Prosirena mjerna nesigurnost (%) 32 34 32

Josipa Kosi¢-Vuksié Doktorska disertacija
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Tablica D9. Sastavnice mjerne nesigurnosti za tadalafil (HPLC-TOF).

Rt::: Izvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1. Cistoéa standarda 0,0035 0,0035 0,0035
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4. Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjerne tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,1891 0,1891 0,1891
9. Medupreciznost 0,0745 0,0561 0,0930
10. Tocnost 0,0405 0,0556 0,0654
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,2073 0,2050 0,2207
ProSirena mjerna nesigurnost, U(x) 0,4146 0,4099 0,4414

Pro$irena mjerna nesigurnost (%) 41 41 44

Josipa Kosié-Vuksié Doktorska disertacija



§ 8. Dodatak XVII

Tablica D10. Sastavnice mjerne nesigurnosti za vardenafil (HPLC-TOF).
Redni

broj Izvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
1. Cisto¢a standarda 0,0018 0,0018 0,0018
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4. Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjere tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
7. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,1290 0,1290 0,1290
9. Medupreciznost 0,0519 0,0524 0,0668
10. Toénost 0,0474 0,0598 0,0526
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,1470 0,1516 0,1546
ProSirena mjerna nesigurnost, U(x) 0,2940 0,3032 0,3092
ProSirena mjerna nesigurnost (%) 29 30 31

Josipa Kosi¢-Vuksi¢ Doktorska disertacija
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Tablica D11. Sastavnice mjerne nesigurnosti za sildenafil (HPLC—TOF)
Redni

bro Izvor mjerne nesigurnosti Relativna standardna nesigurnost
Kapsula Tableta Med
L. Cistoa standarda 0,0035 0,0035 0,0035
2. Volumen klipne pipete 1 0,0033 0,0033 0,0033
3. Volumen klipne pipete 2 0,0024 0,0024 0,0024
4. Volumen klipne pipete 3 0,0004 0,0004 0,0004
5. Volumen odmjerne tikvice 0,0016 0,0016 0,0016
6. Volumen menzure 0,0020 0,0020 0,0020
1. Odvaga uzorka 0,0004 0,0004 0,0004
8. Kalibracijski pravac 0,0659 0,0659 0,0659
0. Medupreciznost 0,0522 0,0417 0,0576
10. To¢nost 0,0275 0,0314 0,0270
Sastavljena mjerna nesigurnost, uc(x) 0,0886 0,0842 0,0917
Prosirena mjerna nesigurnost, U(x) 0,1772 0,1684 0,1834
ProSirena mjerna nesigurnost (%) 18 17 18

Josipa Kosié-Vuksié Doktorska disertacija
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§9. ZIVOTOPIS

Josipa Kosi¢—Vuksié¢ (djevojacko Udikovi¢) rodena je 19. oZujka 1981. godine u Ogulinu.
Osnovnu $kolu i opéu gimnaziju pohadala je u Ogulinu. Godine 1999. upisala je studij kemije
na Prirodoslovno—matemati¢kom fakultetu Sveucili§ta u Zagrebu. Diplomirala je 2005. godine
s temom "Sinteza simetricnih biarila i azo spojeva iz arildiazonijevih soli katalizirana
bakrovim(I) kompleksima" pod mentorstvom prof. dr. sc. Srdanke Tomi¢—Pisarovi¢ 1 dr. sc.
Ivice Cepaneca. Radni odnos zapoéinje 2005. u tvrtki Dioki d.d. gdje obavlja poslove
specijalista razvoja polimera i primjene, a potom i Voditelja razvoja polimera. U Dioki d.d.
stje¢e iskustva i znanja o polimernim materijalima, ispitivanju polimernih materijala kao i
otpadnih voda iz polimerne industrije. Osim toga radi u akreditiranom laboratoriju prema HRN
EN/ISO 17025 te sudjeluje u odrZavanju sustava upravljanja kvalitetom i zastite okoliSa. Od
2012. godine u stalnom je radnom odnosu u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija
Stampar*, Sluzbi za zdravstvenu ekologiju. Doktorski studij Analititke kemije upisala je 2014.
godine. U znanstvenom i struénom radu bavi se razvojem, validacijom i primjenom
kromatografskih metoda te vezanim sustavom tekucinske kromatografije i spektrometrije masa
(LC-TOF). Do sada je objavila 6 znanstvenih radova. Sudjelovala je na brojnim znanstvenim i

struénim skupovima s ukupno 18 priopéenja.

Poveznica na CRORIS profil: https://www.croris.hr/osobe/profil/38657
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(LC-QTOF-MS), Microchem. J. 203 (2024), 110917.
2. A. Puljko, M. Milakovié, S. KriZanovi¢, J. Kosi¢—Vuks$i¢, I. Babié, 1. Petri¢, A.
Maravi¢, M. Jeli¢, N. Udikovié—Koli¢, Prevalence of enteric opportunistic pathogens

and extended—spectrum cephalosporin— and carbapenem-—resistant coliforms and genes
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