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Rak dojke, s dominantnim podtipom HR+ HER2—, najces¢i je rak u svijetu. Jedan od nacina
lijeCenja HR+ HER2— raka dojke je kombinacijom CDK4/6 inhibitora i inhibitora aromataze,
¢esto uz lijekove ribociklib 1 letrozol. Kapilarna elektroforeza metoda je koja se iz dana u dan
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svrhu terapijskog pracenja lijekova. U ovom je radu razvijena i1 validirana metoda za
odredivanje ribocikliba, letrozola i ibuprofena kapilarnom elektroforezom uz ketoprofen kao
unutarnji standard. Separacija je postignuta uz 75 mmol dm™ fosfat, 8,5 mmol dm™
sulfobutileter-p-ciklodekstrin (SBE-B-CD) 1 5 % izopropanola u radnom puferu pri naponu 15
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sekundi, nakon injektiranja ultraciste vode 6 sekundi. Metoda je precizna, linearna u rasponu
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ketoprofene as an internal standard was developed and validated. The separation was obtained
with 75 mmol dm™ phosphate, 8,5 mmol dm™ sulphobutylether-B-cyclodextrin (SBE-B-CD)
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Rak dojke najCes¢i je rak u svijetu. 2020. godine dijagnosticirano je 2,3 milijuna novih
slu¢ajeva raka dojke, od ukupno dijagnosticiranih 19,3 milijuna slu¢aja raka.! HR+ HER2— rak
dojke ima prekomjerno eksprimirane hormonske receptore, a nema prekomjerno eksprimirane
receptore ljudskog faktora rasta. Cesto koritena kombinacija lijekova za lije¢enje HR+ HER2—
raka dojke u klini¢koj praksi jest kombinacija ribocikliba (inhibitor CDK4/6 kinaza) i letrozola
(inhibitor aromataze).> Uz navedene lijekove pacijenti, ovisno o drugim bolestima ili
nuspojavama, koriste i druge lijekove kao §to je ibuprofen, nesteroidni protuupalni lijek Siroke
primjene.

Terapijsko pracenje lijeka omogucuje individualizaciju potrebne doze lijeka u svrhu
poboljSanja Zivotnih uvjeta pacijenta (smanjenje nuspojava i toksi¢nih interakcija lijekova).
Koncentracija lijeka u svrhu terapijskog prac¢enja lijeka najCeS¢e se mjeri u plazmi
imunokemijskim ili kromatografskim metodama.’

Prvi komercijalni instrument kapilarne elektroforeze visoke djelotvornosti pojavio se na
trziStu 1988. godine te se od tada kapilarna elektroforeza rapidno razvija. Kapilarnu se
elektroforezu u bioanalitici Zeli izjednaciti sa tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC), no za klinicku
primjenu jo$ nije dovoljno reproducibilna, osjetljiva 1 selektivna. Prednosti kapilarne
elektroforeze u odnosu na tekucinsku kromatografiju su manja koli¢ina potrebnog uzorka i
otapala koriStenih za analizu te kraée vrijeme analize.*

Cilj ovog diplomskog rada jest razviti i validirati metodu za simultanu analizu
ribocikliba, letrozola 1 ibuprofena kapilarnom elektroforezom uz ketoprofen kao unutarnji

standard.

Josipa Bozié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Bioanalitika

Bioanalitika jest pojam koji opisuje kvantitativno mjerenje spoja (lijeka) ili njegovog
metabolita u biolo§kim tekuéinama (krvi, plazmi, serumu, urinu) ili ekstraktima tkiva.’

Bioanaliticka metoda sastoji se od pripreme uzorka te detekcije spoja. Priprema uzorka
podrazumijeva prociS¢avanje ili ukoncentriravanje uzorka prije analize kako bi se poboljsala
detekcija 1 kvantitativno odredivanje. U slucaju bioloskih tekuéina, najcesée se pribjegava
ekstrakciji tekuée-tekuce ili ekstrakciji na Cvrstoj fazi kako bi se od uzorka odvojili
interferiraju¢i spojevi iz bioloSkog matriksa. Detekcija spoja najceS¢e ukljucuje odvajanje
analita od drugih spojeva iz smjese te koriStenje prikladnog detektora i interpretaciju rezultata
dobivenih na detektoru.®

Glavna uloga bioanalitike u farmaceutskoj industriji jest pruziti kvantitativnu analizu
lijeka ili metabolita odredenog lijeka u svrhu proucavanja farmakokinetike, toksikokinetike,

bioekvivalencije te farmakodinamike lijeka.’

2.1.1. Razvoj bioanaliticke metode

Razvoj bioanaliticke metode proces je koji obuhvaca definiranje metoda identifikacije i
kvantifikacije spoja u odredenom matriksu. Prilikom razvoja metode potrebno je uzeti u obzir
mnostvo parametara kao §to su kemijska svojstva analita, koncentracija analita, matriks u
kojemu se analit nalazi, ekonomski aspekt, dostupne uredaje te Zeljenu preciznost i tocnost.
Razvoj metode podrazumijeva uzorkovanje, pripremu uzorka, separaciju, detekciju,
kvantitativno odredivanje te o¢itavanje i interpretaciju rezultata.’

Razvoju metode u praksi pristupa se ponavljanjem povezanih koraka koji se procjenjuju

i po potrebi mijenjaju kako bi se dobila najbolja metoda sa¢injena od optimalnih uvjeta.®

2.1.2. Validacija bioanaliticke metode

Kako bi se dokazalo da se bioanaliticka metoda moze koristiti u odredenu svrhu, metodu je

potrebno validirati prema odredenim smjernicama, a smjernice se razlikuju ovisno o drzavi u
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§ 2. Literaturni pregled 3

kojoj se istrazivanja provode, o svrsi istrazivanja i sli¢no. Kako bi se metoda koristila za analizu
lijekova, metoda mora biti pouzdana i ponovljiva.®

Europska agencija za lijekove (European Medicines Agency, EMA) propisuje dokument
ICH Harmonised Tripartite Guideline u kojemu su navedeni parametri koje je potrebno odrediti
te daje upute za testiranje svakog parametra metode. Prema pravilniku /CH Harmonised
Tripartite Guideline za validaciju analitickih postupaka potrebno je wvalidirati metodu
odredivanjem toCnosti, preciznosti (ponovljivost 1 medupreciznost), specificnosti, granice
detekcije, granice kvantifikacije, robusnosti, linearnosti te raspona.” Prilikom validacije
bioanaliticke metode potrebno je odrediti i u€inak matriksa, stabilnost analita u bioloskom
matriksu te stabilnost analita i unutarnjeg standarda u mati¢nim otopinama, radnim otopinama
i ekstraktima tijekom skladistenja.'® Bioanaliticka metoda se nakon uspjesne validacije moZe

koristiti u predvidene svrhe.!!

2.2. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis, CE) separacijska je tehnika koja se
temelji na razli¢itoj brzini kretanja Cestica u uskoj kapilari na koju je primjenjeno elektri¢no
polje visokog potencijala (10-30 kV). Kapilare koriStene za kapilarnu elektroforezu najcesce su
duljine od 10 do 110 centimetara i unutarnjeg promjera od 25 do 75 mikrometara.'?

Unutar kapilare sve se molekule gibaju prema negativno nabijenoj katodi uslijed
nastanka elektorosmotskog toka (engl. Electro Osmotic Flow, EOF). Elektroosmotski tok jest
tok Cistog pufera u kapilari koji se giba uslijed povrSinskog nabijanja unutarnje stijenke
kapilare. Kapilare su naj¢esce izradene od izvucenog kvarca te unutraSnja stijenka sadrzi brojne
silanolne grupe, a silanolne grupe iznad pH-vrijednosti 2 postaju negativno nabijene.!> Na
povrsini kapilare stvara se sloj pozitivno nabijenih iona (suprotno nabijeni od silanolnih grupa),
dok se u difuzijskom dijelu nalaze kationi i anioni. Primjenom napona na krajevima kapilare,
kationi iz difuznog dijela bivaju privuceni prema katodi te svojim kretanjem povlace za sobom
i okolnu tekuéinu.'

Kapilarnom elektroforezom moguée je istovremeno analizirati katione, anione i
neutralne molekule. Unutar kapilare, prvi ¢e do katode do¢i mali kationi jer se kre¢u u istome
smjeru kao puferska otopina i imaju najvecu brzinu, potom neutralne molekule koje se krecu

brzinom istom kao i puferska otopina te kona¢no negativho nabijeni ioni za koje je
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§ 2. Literaturni pregled

elektroosmotska pokretljivost znacajno ve¢a u odnosu na brzinu kojom se oni kreéu prema

pozitivno nabijenoj anodi. Redoslijed migracije nabijenih i nenabijenih vrsta prikazan je na slici
1.

ANIONI NEUTRALNE MOLEKULE KATIONI
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ELEKTROOSMOTSKI TOK

Slika 1. Migracija kationa, neutralnih molekula, elektroosmotskog toka i aniona prilikom
primjene napona na krajevima kapilare od izvucenog kvarca (modif. D. G. Watson,

Pharmaceutical Analysis, Elsevier Limited, 2017, str. 372, ref. 12)

Na slici 1 vidljiv je i ravan profil elektroosmotskog toka. Ravan profil karakteristika je
kapilarne elektroforeze te je iznimno povoljan jer ne pridonosi disperziji zona analita, a javlja
se zbog jednake jakosti elektricnog polja u svakoj tocki unutar kapilare, a koja pokrece
elektroosmotski tok unutar kapilare. Ne postoji pad tlaka unutar kapilare kao $to je to slucaj
kod koriStenja vanjske pumpe u teku¢inskoj kromatografiji koji rezultira Sirenjem zona analita

uslijed razli¢ite brzine gibanja Sestica u sredini kromatografske kolone i uz rubove kolone."

2.2.1. Instrument za kapilarnu elektroforezu

Instrument za kapilarnu elektroforezu sastoji se od termostatirane kapilare smjestene unutar
kazete pri ¢emu su krajevi kapilare uronjeni u spremnike s puferskom otopinom. Unutar

instrumenta kljucne su dvije elektrode te visokonaponski izvor istosmjerne struje, sustav za
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§ 2. Literaturni pregled 5

injektiranje uzorka te detektor. Detektori u kapilarnoj elektroforezi, ovisno o analitima, mogu
biti detektor apsorpcije u UV-VIS dijelu elektromagnetskog spektra, fluorimetar, spektrometar
masa, konduktometar, amperometar, potenciometar i drugi.'® Shema uredaja za kapilarnu
elektroforezu prikazana je na slici 2 b.

Kapilara za kapilarnu elektroforezu najcesce se izraduje od kvarcnog stakla ili fluorirane
ugljikovodi¢ne smole, a izvana je, zbog zastite od pucanja, oblozena slojem toplinski vodljivog
polimera.'” Ovisno o ispuni kapilare razlikuju se metode kapilarne elektroforeze. Kapilara moze
biti punjena elektrolitnom otopinom radnog pufera (kapilarna zonska elektroforeza), gelom
(kapilarna gel-elektroforeza), otopinom amfolita (kapilarno izoelektricno fokusiranje),
elektrolitskim teku¢inama razli¢ite pokretljivosti (kapilarna izotahoforeza), radnim puferom s
dodatkom kiralnog selektora (kiralna kapilarna elektroforeza) ili surfaktanta (micelarna
elektrokineticka kromatografija), organskim otapalom (nevodena kapilarna elektroforeza) ili
pak stacionarnom fazom (kapilarna elektrokromatografija) koja objedinjuje metodu kapilarne

elektroforeze i kromatografije.'*

-

. termostatirana kapilara

p

visokonaponski izvor
istosmjerne struje

7 3. dvije elektrode

4. ulaznifizlazni spremnik za
pufere

5. sustav za unoSenje uzorka
6. sustav za izmjenu pufera
7. detektor

(DAD, MS, fluorescencija,
vodljivost)

Slika 2. a) Hewlett Packard G1600AX 3D Capillary Electrophoresis instrument
(https://americanlaboratorytrading.com/lab-equipment-products/hewlett-packard-g1600ax-3d-

capillary-electrophoresis-6449, ref. 17) b) Shema uredaja za kapilarnu elektroforezu (M.
Dami¢, B. Nigovi¢, Farmaceutski glasnik, 66 (2010) str. 196, ref. 14)

2.2.2. Parametri koji utjecu na brzinu kretanja analita u kapilari

Brzina kojom se Cestice gibaju unutar kapilare moze se zapisati prema formuli (1) kako slijedi
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Vep = Hep E (1)

u kojoj wp oznacava brzinu iona u elekti¢nom polju, uep elektroforetsku pokretljivost Cestice, a
E jakost primijenjenog elektri¢nog polja.
Jakost primijenjenog elektri¢nog polja (E) ovisi o primijenjenom naponu i duljini

kapilare prema formuli (2)

1%
_7 (2)
E_L

u kojoj je V primijenjeni napon, a L duljina kapilare.
Elektroforetska pokretljivost Cestice (uep) dana je izrazom (3)

__1 3)
é6nnr

Hep

u kojemu je g naboj &estice, # viskoznost otopine, a » hidrodinamicki polumjer &estice.'*

Spoje 1i se jednadzbe (1), (2) 1 (3) u jednu, brzina putovanja analita postaje

__aV )
Vep = 6mnr 1

Iz jednadzbe (4) vidljivo je da je brzina Cestice to veca $to joj je naboj veci, a hidrodinamicki
radijus manji.

Brojni su drugi parametri koji utjecu na brzinu kretanja analita u kapilari tijekom
elektroforeze te na izgled elektroferograma. Unutarnji promjer kapilare predstavlja problem
zbog adsorpcije molekula analita na povrSinu kapilare, a uslijed ¢ega dolazi do smanjenja
selektivnosti i u¢inkovitosti separacije. Sto je unutarnji promjer kapilare veéi, veéa je i povrsina
na koju se analit moze adsorbirati te smanjiti pouzdanost rezultata.

Radna otopina pufera od izuzetne je vaznosti jer se njome moze posti¢i efikasnije
razdvajanje signala analita u elektroferogramu, bolji izgled signala ili je moguée promijeniti

vrijeme analize. Kapacitet pufera nuzno mora biti dovoljno velik za sprjeCavanje promjene pH-
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vrijednosti do koje dolazi gibanjem iona u kapilari. Sastavnice pufera pak trebaju Sto slabije
apsorbirati u podrucju valne duljine koristene za detekciju analita ako se detekcija vrsi takvim
detektorom. pH-vrijednost pufera utjeCe na naboj analita i molekula koje se dodaju u pufer kao
modulatori te na elektroosmotski tok otopine. Dodatci u radnoj otopini pufera mogu utjecati na
stupanj ionizacije analita, kompleksirati analite te ih uciniti vidljivima u UV-VIS podrucju
elektromagnetskog spektra, odvojiti enantiomere ili pak usporiti kretanje ¢estica. Modulatori
mogu biti organska otapala, kelatori, kiralni selektori ili surfaktanti, a njthove koncentracije

odredit ée izgled elektroferograma.'®

2.2.3. Primjena kapilarne elektroforeze

Podruc¢je primjene kapilarne elektroforeze uistinu je Siroko te se kapilarna elektroforeza moze
koristiti za analizu aminokiselina, proteina, u analizi antitijela, za proucavanje interakcija
enzima i supstrata, u analizi lijekova, biljnih otrova, tvari iz okoline (pesticidi, herbicidi,
ugljikovodici, organometalni spojevi), za separaciju i kvantifikaciju enantiomera, biokemijsku
analizu bioloskih teku¢ina, u sekvencioniranju DNA i analizi prehrambenih proizvoda.'® '3

U Hrvatskoj se u Klinickom zavodu za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu
pri Klinickoj bolnici Merkur kapilarna elektroforeza koristi kao rutinska akreditirana metoda za
analizu hemoglobina Aic!°, u Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku pri Klinickoj
bolnici Dubrava koristi se kao rutinska akreditirana metoda za analizu serumskih proteina®’, a
u Odjelu za elektroforetsku i imunokemijsku laboratorijsku dijagnostiku pri Klinickom
bolnickom centru Zagreb za dijagnostiku hemoglobinopatija.?!

S moguénoscu analize bioloskih tekuéina te lijekova, kapilarna elektroforeza namece se
u klinickoj praksi i za pracenje koncentracije lijekova 1 metabolita lijeka u plazmi. Zlatni
standard u bioanalitici predstavlja tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), no kapilarna elektroforeza zbog jednostavnosti,
automatiziranosti te manje koli¢ine potrebnog uzorka (volumen uzorka u nanolitrima ili
mikrolitrima ovisno o instrumentu®?) i otapala predstavlja konkurentnu i ekoloski prihvatljiviju
metodu. Volumen koriStenog organskog otapala za analizu kapilarnom elektroforezom cak je
do 98 % manji od volumena koriStenog za analizu teku¢inskom kromatografijom obrnutih

faza.??

Josipa Bozié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 8

2.3. Rak dojke

Rak dojke najces¢i je rak u svijetu. 2020. godine dijagnosticirano je 2,3 milijuna novih
slu¢ajeva raka dojke, od ukupno dijagnosticiranih 19,3 milijuna slu¢ajeva raka.! Od raka dojke
obolijevaju uglavnom Zene, a od ukupnog broja slu¢ajeva manje od 1 % su muskarci.?*
Dijagnoza raka dojke najcesce se postavlja mamografijom, a potvrduje se patohistoloSkom
analizom.?

Do 75 % rakova dojki pretjerano eksprimira estrogenski (engl. Estrogen Receptor, ER)
ili progesteronski receptor (engl. Progesteron Receptor, PR) te se takvi rakovi nazivaju HR+
(engl. Hormone Receptor Positive, hormonski receptor pozitivni). Takvi se tipovi raka dojke
lijece endokrinom terapijom. HR— (hormonski receptor negativni) rakovi nemaju prekomjerno
eksprimirane hormonske receptore te se ne mogu lijeéiti na isti na¢in.'” U 15 do 30 % rakova
dojke pretjerano se eksprimira HER2 receptor (engl. Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2, receptor ljudskog epidermalnog faktora rasta 2) zaduZen za signalnu kaskadu koja
dovodi do proliferacije i dijeljenja stanica raka.?® ER, PR i HER2 koriste se kao tumorski biljezi

koji se odreduju i mjere iz tkiva tumora.*’

Kategorizacija raka dojke na temelju genetskih informacija®® je slijedeéa:

i) Luminal A grupa - ER i PR pozitivni, HER2 negativni tumori (lijeCe se
antihormonskom terapijom i kemoterapijom)

ii) Luminal B grupa - ER pozitivni, PR negativni, HER2 pozitivni tumori (lijece se
kemoterapijom i monoklonskim anti-HER2 antitijelima)

iii) HER2 pozitivni - ER 1 PR negativni, HER2 pozitivni tumori (lijeCe se
kemoterapijom i monoklonskim anti-HER?2 antitijelima)

iv) Trostruko negativni — ER, PR i HER2 negativni tumori (lijece se kemoterapijom)

2.3.1. Lijecenje raka dojke

Nekoliko je pristupa lijecenju raka dojke koji su uglavnom odredeni stupnjem u kojem je rak
dijagnosticiran i njegovim patohistoloskim te imunoloskim karakteristikama. Za uklanjanje
raka dojke koji je lokaliziran te pronaden u ranoj fazi obavlja se mastektomija te terapija
zracenjem. Za tumore vece od jednog centimetra u promjeru Kkoristi se kemoterapija
citostaticima. U terapiji lijeCenja raka dojke koji ima eksprimirane hormonske receptore koristi

se endokrina terapija hormonskim agonistima i antagonistima koja, osim §to smanjuje smrtnost
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pacijenata oboljelih od raka dojke, takoder smanjuje i vjerojatnost ponovne pojave tumorskih
stanica. Endokrinu terapiju pacijenti znatno bolje podnose nego kemoterapiju koja uzrokuje
vi$e nuspojava.?’

Personalizirana medicina podrazumijeva pristup lijjeCenju koji je skrojen prema
u terapiji te osigurati dulji period bez ponovnog razvoja raka, a sve uz maksimalnu efikasnost.
Pra¢enjem tumorskih markera svakom se pacijentu moze dati odgovarajuca terapija.*® Pogresna
terapija smanjuje kvalitetu Zivota pacijenta te je ekonomski nepovoljna za zdravstveni sustav.
Tijekom terapije lijek je potrebno dozirati u to¢no odredenim koli¢inama i vremenskim
razmacima kako bi koncentracija lijeka u organizmu bila veca od najmanje ucinkovite
koncentracije, a manja od najmanje toksi¢ne koncentracije.’!

Pra¢enje koncentracije lijeka tijekom terapije (engl. Therapeutic Drug Monitoring,
TDM) postupak je odredivanja koncentracije lijeka u krvi pacijenta, a na temelju kojega se
pristupa individualizaciji terapije. Individualno doziranje podrazumijeva prilagodbu doze
lijeka, ucestalost i na¢in primjene lijeka te formulaciju lijeka. Tim se postupkom toksi¢ni u¢inak
lijeka svodi na najmanju mogucu mjeru uz osiguravanje maksimalne u¢inkovitosti primjenjene
terapije. Uslijed koriStenja drugih lijekova, starosne dobi ili drugih fizioloskih i genetskih
faktora lijekovi se razliito apsorbiraju i distribuiraju u organizmima pojedinaca te je
primijecena interindividualna razlika u koncentraciji lijeka u krvi i terapijskom odgovoru.
Faktori koji utje€u na koncentraciju lijeka u krvotoku su metabolizam (biotransformacija)
lijeka, brzina i intenzitet apsorpcije iz probavnog trakta u slucaju peroralne primjene te
izluCivanje lijeka iz organizma. Za terapijsko pracenje koncentracije lijeka koriste se
imunokemijske i instrumentalne metode (plamena spektrofotometrija, atomska apsorpcijska
spektrometrija, plinska kromatografija, teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti’! te
kapilarna elektroforeza'®).

Lijecenje HR+ HER2— raka dojke vr$i se endokrinom terapijom selektivnim
modulatorima estrogenskih receptora (tamoksifen), inhibitorima aromataze (letrozol,
anastrozol, egzemestan), profestinima (megestrol-acetat) i1 selektivnim deregulatorima
estrogenskih receptora (fulvestrant) zajedno sa inhibitorima kinaza ovisnih o ciklinima 4 i1 6
(engl. Cyclin-Dependent Kinase, CDK4/6) (ribociklib, palbociklib, abemaciklib) kako bi se
izbjeglo stvaranje otpornosti na endokrinu terapiju i poboljsali terapijski ishodi.** Na slici 3

prikazana je unutarstani¢na signalizacija koja uzrokuje proliferaciju i rast tumora.
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Inhibitori aromataze . Faktor rasta
Xp‘ ‘ — Receptor faktora rasta
ER & .
modulatori ERAS PI E '_F‘ Citosal
a P § —

mTORC2 4 CDKal%
— % inhibitori
CDK4/6
@ Ciklin D

CDK4/6

«——  CikinD

Transkripcija I—-y
Proliferacija i
rast tumora

Slika 3. Unutarstani¢ni signalni put koji uzrokuje proliferaciju i rast tumora uz klju¢ne tocke
djelovanja antitumorskih lijekova (inhibitori aromataze, ER modulatori i CDK4/6 inhibitori)
(AKT — protein kinaza B; CDK — ciklin-ovisna kinaza; ER — estrogenski receptor;
ERK/MAPK - kinaza regulirana vanstanicnim signalima/protein kinaza aktivirana
mitogenom; MEK — kinaza protein kinaza aktiviranih mitogenom; mTORCI1 — ciljna
molekula rapamicin kompleksa 1 u sisavaca; mTORC2 — ciljna molekula rapamicin
kompleksa 2 u sisavaca; P — fosforilacija; PIP2 — fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat; PIP3 -
fosfatidilinozitol-3,4, 5-trifosfat; PI3K — fosfoinozitid-3-kinaza; RAF — faktor rapidnog
ubrzavanja fibrosarkoma; RAS — virus Stakorskog sarkoma; S6K — S6 kinaza; TSC —
tuberozno sklerozni protein) (modif. J. O’Shaughnessy, J. T. Beck, M. Royce, Cancer Treat
Rev, 69 (2018) str. 205, ref. 34)
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2.3.2. Letrozol

Letrozol (4-[(4-cijanofenil)-(1,2,4-triazol-1-il)metil ]benzonitril, slika 4) je nesteroidni inhibitor
aromataze, enzima koji katalizira zadnji korak biosinteze estrogena, a koristi se kao lijek za
zene u postmenopauzi. Lijek dolazi u obliku tablete za oralnu primjenu. Preporucena doza od
2,5 mg letrozola dnevno inhibira viSe od 99,1 % aktivnosti aromataze u Zena sa rakom dojke.
Letrozol je izuzetno selektivan te se za aromatazu veze preko struktura s dusikom na zeljezo, a
cijanobenzil unutar strukture letrozola nalikuje na steroidni kostur androstendiona, koji se u
sintezi estrogena veZe na aromatazu.*

Osim inhibiranja aromataze, letrozol je povezan i sa smanjenjem kardiovaskularnih
bolesti te poveéanjem tjelesne mase.*® Nuspojave koje se javljaju tijekom koristenja letrozola
su mnogobrojne, od kojih Ceste ukljucuju kozni osip, opce loSe stanje, stanjivanje ili propadanje
kostiju, depresiju, hipertenziju i ukocenost zglobova.’” PoZeljno je koristiti optimalnu dozu
letrozola kako bi se pacijenticama lijeCenje olakSalo te kako bi se minimizirale nezeljene

nuspojave.

N _N

N,
O ON
»

Slika 4. Strukturna formula letrozola (4-[(4-cijanofenil)-(1,2,4-triazol-1-il)metil]benzonitril)

2.3.3. Ribociklib

Ribociklib (7-ciklopentil-N, N-dimetil-2-[(5-piperazin- 1 -ilpiridin-2-il)amino]pirolo[2,3-
d]pirimidin-6-karboksamid, slika 5) selektivni je inhibitor CDK4/6 koji sprjec¢ava fosforilaciju
retinoblastomskog proteina vezanjem za mjesto vezanja adenozin-trifosfata (ATP).*® Kao lijek

dolazi u obliku tablete za oralnu primjenu. Preporuc¢ena dnevna doza je 600 mg (tri tablete po
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200 mg) jednom dnevno tijekom 21 dana. Ceste nuspojave uslijed koritenja ribocikliba su
neutropenija, leukopenija, glavobolja, alopecija, anemija i druge. Nepodnosljive nuspojave
mogu zahtijevati smanjenje doze ili trajni prekid lijeenja ribociklibom.* Vazno je odrediti

optimalnu dozu lijeka u svrhu ocuvanja kvalitete Zivota pacijenta te smanjenja nuspojava.

N J
K\N = = /|\| S
HN \)
Slika 5. Strukturna formula ribocikliba (7-ciklopentil-N, N-dimetil-2-[(5-piperazin-1-ilpiridin-
2-il)amino]pirolo[2,3-d]pirimidin-6-karboksamid)

2.3.4. Ibuprofen

Ibuprofen (2-(4-izobutilfenil)propanska kiselina, slika 6) nesteroidni je protuupalni lijek s
analgetskim, protuupalnim i antipiretskim u€incima. Terapijski ucinci ibuprofena rezultat su
inhibitornog djelovanja na enzim ciklooksigenazu, uslijed ¢ega dolazi do smanjene sinteze
prostaglandina. Preporucena dnevna doza ibuprofena iznosi od 1200 do 1800 miligrama dnevno
podijeljeno u vise doza. Kod teskih i akutnih stanja doza se moZe povecati do 2400 miligrama
dnevno u podijeljenim dozama, do trenutka uspostave kontrole nad akutnim stanjem. Lijek za
oralnu primjenu dolazi u obliku tableta i kapsula, sirupa, oralne suspenzije, mekih kapsula za
zvakanje, Sumecih granula 1 sirupa. Nuspojave koje se javljaju uslijed koriStenja ibuprofena su
poremecaji probavnog sustava (povracanje, proljev, nadutost, gastrointestinalna hemoragija),
poremeéaji imunologkog sustava te sréani i krvoZilni poremeéaji.*’

Ibuprofen se uvrStava u terapiju pacijenata oboljelih od reumatoidnog artritisa,

ankiloznog spondilitisa, osteoartritisa, kapsulitisa, burzitisa i tenditisa.*’
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CHs

OH
CHj

O
H3C

Slika 6. Strukturna formula ibuprofena (2-(4-izobutilfenil)propanska kiselina)
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i pribor

U tablici 1 prikazane su kemikalije koristene u izradi ovog diplomskog rada.

Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih za izradu diplomskog rada Razvoj i validacija nove
bioanaliticke metode za istovremeno odredivanje ribocikliba, letrozola i ibuprofena

kapilarnom elektroforezom

Kemikalija Proizvodac Cisto¢a | M/ gmol™!
Metanol (CH30H) VWR International > 99,8 % 32,040
Natrijev hidroksid . .

Agilent Technologies p. a. 39,997
¢ (NaOH) = 1 mol dm™®
Ultracista voda (Milli-Q) (H20) Merck >99,9 % 18,015
Fosforna kiselina (H3POs4) Lach-Ner p. a. 97,994
Fosfatni pufer, pH = 2,5 ) )
Agilent Technologies p. a. 163,940
¢ (Na3PO4) = 50 mmol dm3
Natrijev dihidrogenfosfat
Gram-mol p. a. 156,010
dihidrat (NaH2POs4 - 2 H20)
Natrijev dodecil-sulfat ' .
Sigma-Aldrich >99,0 % 288,380
(CH3(CH2)110SOsNa)
Izopropanol ((CH3)2CHOH) Bisolve Chimie SARL >99.8 % 60,100
Boratni pufer, pH = 9,3
¢ (CH3(CH2)110SOs3Na) = 100
288,377,
mmol dm™ Agilent Technologies p.a
237,241
¢ (Naz[B4Os(OH)4]) = 50
mmol dm 3
Klorovodi¢na kiselina
VWR International p. a. 36,458
¢ (HCl) =1 mol dm™
Natrijeva sol sulfobutileter--
Cyclolab Ltd. >99,0% | 2163,00
ciklodekstrina
Josipa Bozié¢ Diplomski rad
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Acetonitril (ACN) J. T. Baker >99.,8 % 41,050
Ribociklib (C23H30NgO) Toronto Research Chemicals | >98 % 434,548
Letrozol (Ci17H11N5) Tokyo Chemical Industry >98 % 285,303
Ibuprofen (Ci3H1s02) Sigma-Aldrich >98 % 206,290
Ketoprofen (Ci6H1403) Sigma-Aldrich >98 % 254,281

Pribor koriSten za izradu ovog diplomskog rada ukljucuje pipete (Rainin Instrument),
bocice za uzorkovanje sustavom za kapilarnu elektroforezu (Agilent Technologies), boCice za
centrifugiranje od polipropilena i injekcijske membranske filtre veli¢ine pora 0,2 um (VWR
International), a koriSteni instrumenti ukljucuju analiticke vage AG245 (Mettler Toledo) 1 MX5
Microbalance (Mettler Toledo), uredaj za centrifugiranje Mini-Centrifuge (IKA-Werke) te
Mini-Vortex uredaj (IKA-Werke).

3.1.1. Priprema standardnih otopina

Mati¢ne standardne otopine ribocikliba, letrozola, ibuprofena 1 ketoprofena masene
koncentracije 1 mg cm > pripremljene su odvagom na analiti¢koj vagi MX5 Microbalance i
otapanjem odgovarajuce koliine standarda ribocikliba, letrozola, ibuprofena i ketoprofena u
metanolu u odmjernoj tikvici od 10 cm?. Tako pripremljene otopine ¢uvane su u hladnjaku na
+ 4 °C omotane parafilmom.

Radne standardne otopine koriStene za razvoj i validaciju metode pripremane su svaki
dan neposredno prije mjerenja dodatkom odgovarajuce koli¢ine maticne standardne otopine
ribocikliba, letrozola, ibuprofena i ketoprofena te razrjedenjem do Zeljene koncentracije
smjesom otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) u boc€ice za uzorkovanje sustavom za kapilarnu

elektroforezu u volumenu 0,5 cm’.

3.1.2. Priprema otopina za otopinu radnog pufera

Ultracista voda za pripremu otopina radnog pufera i radnih standardnih otopina dobivena je
Milli-Q sustavom za procis¢avanje vode. Tvari za pripremu otopine radnog pufera vagane su
na AG245 analitickoj vagi.

Otopina fosfatnog pufera koncentracije 150 mmol dm™ pripremljena je odvagom i
otapanjem odgovarajuce koli¢ine natrijevog dihidrogenfosfata dihidrata (NaH2PO4 - 2 H20) u

ultradistoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 cm?.
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Otopina boratnog pufera koncentracije 150 mmol dm™ pripremljena je odvagom i
otapanjem odgovarajuce koli¢ine natrijevog tetraborata oktahidrata (Naz[B4Os(OH)4] - 8 H20)
u ultradistoj vodi u odmjernoj tikvici od 200 cm?.

Otopina sulfobutileter-B-ciklodekstrina (SBE-B-CD) koncentracije 40 mmol dm™
pripremljena je odvagom i otapanjem odgovarajuce koli¢ine SBE-B-CD-a u ultracistoj vodi u
odmjernoj tikvici od 100 cm?.

Otopina natrijeva dodecil-sulfata (SDS) koncentracije 150 mmol dm™ pripremljena je
odvagom 1 otapanjem odgovarajuce koli¢ine SDS-a (CH3(CH2)110SO3Na) u ultracistoj vodi u
odmjernoj tikvici od 200 cm?.

Nakon otapanja, otopina boratnog i fosfatnog pufera te SDS-a i SBE-B-CD-a
profiltrirane su kroz membranske filtre veli¢ine pora 0,2 um te Cuvane na sobnoj temperaturi.

Neposredno prije analize pripremljene su otopine radnog pufera mijeSanjem
odgovaraju¢ih volumena otopina boratnog pufera, fosfatnog pufera, SBE-B-CD-a, SDS-a,
izopropanola, metanola i ultraciste vode u bocice za uzorkovanje sustavom za kapilarnu
elektroforezu u volumenu od 0,5 cm®. SvjeZe otopine radnog pufera pripremane su za svaku

petu analizu.

3.2. Instrument i uvjeti

3.2.1. KoriStena instrumentacija

Za kapilarno-elektroforetska mjerenja koristen je *°?CE Agilent High-Performance Capillary
Electrophoresis (G1600A) uredaj s integriranim detektorom niza dioda (engl. Diode Array
Detector, DAD) uz kapilaru od izvu¢enog kvarca ukupne duljine 35 cm 1 unutrasnjeg promjera
50 um. Za analizu podataka dobivenih mjerenjima koriSteni su programi 3D-CE/MSD
ChemStation (Agilent Technologies) te Microsoft Office 365 Excel®.

Nakon stavljanja nove kapilare u uredaj, kapilara je za metodu odredivanja letrozola,
ibuprofena 1 ribocikliba prvotno ispirana 5 minuta metanolom, 30 minuta otopinom natrijevog
hidroksida koncentracije 1 mol dm™, 10 minuta ultra¢istom vodom, 30 minuta otopinom
klorovodiéne kiseline koncentracije 1 mol dm >, 10 minuta ultra¢istom vodom, 10 minuta 10%-
tnom otopinom fosforne kiseline, 10 minuta ultra¢istom vodom te 30 minuta radnim puferom
(75 mmol dm natrijev dihidrogenfosfat, 8,5 mmol dm> SBE-B-CD, 5 % izopropanol). Prije

prve analize u danu kapilara je ispirana 15 minuta 10%-tnom otopinom fosforne kiseline, 10
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minuta ultradistom vodom te 25 minuta radnim puferom (75 mmol dm™ natrijev
dihidrogenfosfat, 8,5 mmol dm > SBE-B-CD, 5 % izopropanol). Na kraju radnog dana kapilara
je ispirana 10 minuta 10%-tnom otopinom fosforne kiseline 1 30 minuta ultracistom vodom.
Izmedu analiza analiti su iz kapilare ispirani pod naponom (—15 kV) u trajanju vremena analize,
a nakon toga slijedilo je ispiranje kapilare 10 minuta 10%-tnom otopinom fosforne kiseline te
15 minuta radnim puferom (75 mmol dm > natrijev dihidrogenfosfat, 8,5 mmol dm* SBE-p-

CD, 5 % izopropanol).

3.2.2. Razvoj metode

U razvoj metode u ovom radu ukljuceni su sljede¢i procesi: odabir odgovaraju¢eg radnog
pufera, prilagodba trajanja ispiranja kapilare, prilagodba elektroforetskih uvjeta te odabir
unutarnjeg standarda.

U svrhu odabira radnog pufera isprobani su bazi¢ni uvjeti uz boratni pufer te dodatak
SDS-a u ulozi surfaktanta i organskih otapala izopropanola i metanola. Osim bazi¢nih, analize
su se provele 1 u kiselim uvjetima uz fosfatni pufer 1 dodatak SDS-a u ulozi surfaktanta, B-SBE-
CD-a te organskih otapala izopropanola i metanola.

Vrijeme ispiranja kapilare odredeno je kao vrijeme potrebno da se iz kapilare isperu svi
analiti nakon analize. Ispiranje analita nakon analize omoguceno je ispiranjem pod naponom
tijekom kojega su vidljivi signali analita koji izlaze iz kapilare. Ispiranje izmedu analiza
prilagodeno je vremenu potrebnom za dobivanje reproducibilnih elektroferograma, a
kemikalije koriStene za ispiranje preporucene su u knjizi High Performance Capillary
Electrophoresis str. 131. 1 132. (Agilent Technologies) (ref. 15).

Prilagodba elektroforetskih uvjeta u ovome radu odnosi se na injektiranje uzorka.
Hidrodinamicko injektiranje uzorka isprobano je sa inlet i outlet dijela kapilare te injektiranje
uzorka samostalno i nakon vodenog ¢epa (engl. sample stacking). Injektiranje uzorka izvrseno
je pod tlakom od 50 mbar.

Kao potencijalni unutarnji standardi isprobani su benzimidazol, acetilsalicilna kiselina,
ketoprofen, oksazepam, sulfadiazin i sulfanilamid. Standardi su otapani u smjesi otapala
metanol:voda = 50:50 (v/v) te analizirani zasebno. Na elektroferogramu su promatrana vremena

migracije analita te intenzitet signala.
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3.2.3. Validacija metode

Metoda je validirana prema ICH smjernicama za validaciju analitickih postupaka (ref. 9).
Validacijom su odredene preciznost (ponovljivost i medupreciznost), linearnost, robusnost,
tocnost, granica detekcije, granica kvantifikacije i specificnost.

Preciznost (engl. precision) analitickog postupka predstavlja slaganje izmedu niza
mjerenja izvedenih iz istog homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. Ponovljivost
(nepreciznost u seriji) jest preciznost u uvjetima pod kojima isti analitiCar, koriste¢i istu opremu
u istom laboratoriju, dobije nezavisne rezultate ispitivanja primjenjujuéi istu metodu na
istovjetnim ispitivanim uzorcima.’ Ponovljivost metode odredena je iz devet analiza u jednom
danu, po tri analize za tri koncentracije analita (letrozol, ribociklib, ibuprofen) prisutne u otopini
(10 pg cm™>, 50 pg cm™> i 75 pg ecm™), dok je koncentracija ketoprofena bila ista u svim
otopinama i iznosila 50 pg cm™. Vrijeme migracije i povrsina signala analita korigirani su
vrijednostima vremena migracije i povrSine signala unutarnjeg standarda te je na temelju
korigiranih vrijednosti izracunata relativna standardna devijacija (RSD) vremena migracije i
povrsine signala za svaki od analita. Medupreciznost (nepreciznost iz dana u dan) predstavlja
neslaganja unutar laboratorija u nekom neodredenom vremenskom periodu, a koja su posljedica
promjene uvjeta kao $to su promjena reagensa, analiti¢ara ili instrumenta.*! Medupreciznost je
odredivana tijekom tri dana za koncentracije analita (letrozol, ribociklib, ibuprofen) 50 ug cm™,
a svaki su dan provedena tri mjerenja. Vrijeme migracije i povrSina signala korigirani su
vrijednostima dobivenima za unutarnji standard te je na temelju korigiranih vrijednosti
izraCunata relativna standardna devijacija (RSD) vremena migracije i povrSine signala za svaki
od analita. Korigirano vrijeme migracije (fkor) izracunato je prema izrazu (5), a korigirana

povrsina ispod signala (Akor) prema izrazu (6)

A tmig (analit) 5)
kor tmig (unutarnji standard)

A (analit) (0)
A (unutarnji standard)

Akor -

gdje je tmig vrijeme migracije analita odnosno unutarnjeg standarda, a 4 povrsina ispod signala

analita, odnosno unutarnjeg standarda u danim uvjetima.
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Linearnost (engl. linearity) s analitickog stajaliSta govori o linearnoj funkciji
uspostavljenoj izmedu analitickog signala i koli¢ine ili koncentracije analita u uzorku.’ U
ovome radu linearnost je odredena za masene koncentracije letrozola, ribocikliba i1 ibuprofena
lugem™>, 5 pgem>, 10 ug em >, 25 pg em >, 50 ug cm > i 75 ug cm > regresijskom analizom,
pri ¢emu je koncentracija ketoprofena kao unutarnjeg standarda u svim otopinama bila ista i
iznosila 50 ug cm™.

Robusnost (engl. ruggedness/robustness) predstavlja podloznost analiticke metode na
promjene uvjeta ispitivanja u odnosu na razli¢itost vrste uzoraka, analita, uvjete pohrane, uvjeta
okolista 1/ili uvjeta pripreme uzoraka pod kojima se metoda moze primjenjivati onakva kakva
jest ili uz utvrdene manje izmjene.*' U ovom je radu robusnost ispitana za promjenu
temperature od £ 2 °C, promjenu napona od = 0,5 kV te promjenu koncentracije dodanog SBE-
B-CD-a u radni pufer od 0,5 mmol dm>. Napravljena su po tri mjerenja za svaki od uvijeta, pri
¢emu su analiti bili masene koncentracije 50 ug cm>. Robusnost je izrazena kao RSD
korigiranog vremena migracije i korigirane povrSine signala za svaki od analita, za svaki od
promijenjenih uvjeta.

Toénost (engl. accuracy) predstavlja stupanj podudarnosti izmedu rezultata ispitivanja
i prihvaéene referentne vrijednosti.*! Tocnost je odredena na temelju mjerenja triju
koncentracija uz tri ponavljanja te usporedbom eksperimentalno dobivenih vrijednosti
koncentracija preko bazdarnog pravca (linearnost) sa pripremljenim vrijednostima. Mjerno
odstupanje (engl. bias, b) odredeno je kao odstupanje srednje vrijednosti eksperimentalno
dobivenih koncentracija od prave vrijednosti.

Granica detekcije (engl. limit of detection, LOD) je najmanja koli¢ina analita u uzorku
koju je metodom mogucée detektirati, ali ne nuzno i kvantitativno odrediti. Granica
kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja
se moze kvantitativno odrediti uz zadovoljavajuéu preciznost i to¢nost.’

Granica detekcije izracunata je mnozenjem standardne devijacije odsjecka na y osi regresijskog
pravca (o) sa faktorom 3,3 te dijeljenjem s nagibom kalibracijske krivulje (S) kako je prikazano

u jednadzbi (7). Granica kvantifikacije izraCunata je prema izrazu (8).

330 (7)

LOD =
S
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LOQ = 1(;_0 ®)

Specificnost (engl. specificity) podrazumijeva odredivanje analita u prisustvu drugih
spojeva koji su ocekivano prisutni u smjesi. Specifi¢nost je odredena peak purity testom u
programu 3D-CE/MSD ChemStation uz granicu (threshold) od 0,990 (99,0 %). Cistoca signala
(engl. peak purity) u kapilarnoj elektroforezi potvrduje da tijekom analize dva analita nemaju
isto vrijeme migracije te ju je nuzno odrediti prije kvantitativnog odredivanja analita. Cisto¢a
signala govori o distorziji spektra analita koja je uzrokovana prisustvom druge tvari drugacijeg
spektra, a program ju procjenjuje na temelju sli¢nosti linija u spektru.** Uz slaganje spektara

iznad 99,0 % metoda se smatra specifi¢cnom za odredeni analit.'

3.3. Primjena metode na bioloski uzorak

Uzorci krvi dobiveni su iz Klinickog bolnickog centra Zagreb u spremnicima sa K>-EDTA
antikoagulansom uz odgovaraju¢e odobrenje nadleznih etickih povjerenstava. U svrhu
dobivanja krvne plazme uzorci krvi centrifugirani su 10 minuta na 1500 g, a supernatant je
odvojen. U uzorak krvne plazme (0,245 cm?), u svrhu odjeljivanja proteina, dodano je 0,750
cm?® acetonitrila te je obogaéen (engl. spiked) ribociklibom u koncentraciji 20 pg cm>. U drugi
uzorak plazme (0,250 cm?®) dodano je 0,750 cm® acetonitrila u svrhu odjeljivanja proteina.
Uzorci su mijeSani na vortex mjeSalici 10 sekundi i1 centrifugirani na 2000 g 5 minuta.
Supernatanti su odijeljeni u zasebne polipropilenske bocice za centrifugiranje te potom upareni
do suha, a suhi ostatci su otopljeni u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v). Uzorci su
analizirani uz fosfatni pufer (¢ = 75 mmol dm) s dodatkom SBE-B-CD-a (c = 8,5 mmol dm)

15 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Razvoj metode za analizu ibuprofena, letrozola i ribocikliba
4.1.1. Odabir radne otopine pufera

Tijekom razvoja metode za istovremenu analizu letrozola, ribocikliba i ibuprofena mjerenja su
prvo provedena na uzorku letrozola, potom uzorku letrozola i ribocikliba te na kraju na uzorku
letrozola, ribocikliba 1 ibuprofena (uz dodatak ketoprofena kao unutarnjeg standarda). Prvi
parametar pri razvoju CE metode jest ispitivanje vrste radnog pufera. pH pufera ima izravan
utjecan na elektroosmotski tok. S porastom pH-vrijednosti pufera koji se nalazi u kapilari ve¢i
je 1 broj ioniziranih silanolnih skupina i brzi EOF, a time i brze kretanje analita u kapilari.** Iz
tih su razloga prva mjerenja radena uz boratni pufer bazicnog pH s dodatkom SDS-a. Na
elektroferogramu (slika 7) je vidljivo da je vrijeme migracije letrozola 3,5 minuta. Na slici 8
vidljivo je 1 da signal letrozola nije simetrican te je za daljnja mjerenja u sastav pufera dodana
prvo veéa koncentracija SDS-a (60 mmol dm™3), a potom i metanol u volumnom udjelu 15 %.

Spektar letrozola pri valnoj duljini od 200 nm prikazan je na slici 8.
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Slika 7. Elektroferogram (4 = 200 nm) letrozola (y = 50 pg cm™>) otopljenog u smjesi otapala
metanol:voda = 50:50 (v/v) uz boratni pufer (c = 25 mmol dm) s dodatkom SDS-a (c = 50
mmol dm™?) pri temperaturi od 25 °C i naponu od 25 kV
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Slika 8. UV-VIS spektar letrozola (y = 50 ug cm ) dobiven uz detektor s nizom dioda (DAD)

u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v)
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Slika 9. Elektroferogram (A = 200 nm) letrozola (y = 50 ug cm>) otopljenog u smjesi otapala
metanol:voda = 50:50 (v/v) uz boratni pufer (¢ = 25 mmol dm>) s dodatkom SDS-a (c = 60

mmol dm™) i 15 % metanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 25 kV

Na slici 9 vidljivo je da je dodatkom organskog otapala vrijeme migracije letrozola
oc¢ekivano povecano, a signal je u elektroferogramu na 6. minuti. Organska otapala povecavaju
viskoznost otopine radnog pufera te produljuju vrijeme analize zbog sporijeg EOF-a.** No,
pufer bez metanola. Kako bi se simetri¢nost signala dodatno poboljsala, isproban je dodatak

15 % izopropanola u otopinu radnog pufera.
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Slika 10. Elektroferogram (4 = 200 nm) letrozola (y = 50 pg cm™>) otopljenog u smjesi otapala
metanol:voda = 50:50 (v/v) uz boratni pufer (c = 25 mmol dm) s dodatkom SDS-a (c = 60

mmol dm ™) i 15 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 25 kV

Uz pufer sastava boratni pufer (¢ = 25 mmol dm™), SDS (¢ = 60 mmol dm )i 15 %
izopropanola dobiven je zadovoljavajuce simetrican i visok signal letrozola.
Sljede¢i korak u razvoju metode jest dodatak ribocikliba u otopinu uzorka, takoder masene
koncentracije 50 pg cm>. Analiza uz boratni pufer (¢ = 25 mmol dm), SDS (¢ = 60 mmol
dm™) i 15 % izopropanola napravljena je i za otopinu letrozola (y = 50 ug cm™) i ribocikliba
(y =50 ug cm™), ali nije polu¢ila dobre rezultate jer je signal ribocikliba nizak te je $um bazne
linije pri valnoj duljini od 200 nm bio izraZen (slika 11). Spektar ribocikliba pri valnoj duljini

od 200 nm prikazan je na slici 12.
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Slika 11. Elektroferogram (4 = 200 nm) letrozola (y = 50 pg cm™) i ribocikliba (y = 50

ng cm ) otopljenih u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) uz boratni pufer (¢ = 25
mmol dm™) s dodatkom SDS-a (¢ = 60 mmol dm™) i 15 % izopropanola pri temperaturi od

25 °C i naponu od 25 kV
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Slika 12. UV-VIS spektar ribocikliba (y = 50 ug cm>) dobiven uz detektor s nizom dioda

(DAD) u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v)
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Nakon toga, ista otopina letrozola i ribocikliba mjerena je u uvjetima prikladnima za
analizu ribocikliba, a koje je u preliminarnim ispitivanjima razvila istrazivacka skupina izv.
prof. dr. sc. Serti¢ — kiseli uvjeti uz fosfatni pufer i sulfobutileter-p-ciklodekstrin (SBE--CD).
Ciklodekstrini su makrocikli¢ki oligosaharidi povezani a-1,4-glikozidnim vezama. (-
ciklodekstrini sastoje se od 7 D-glukoznih podjedinica te tvore oblik krnjeg stoSca u Ciju se
hidrofobnu unutras$njost nekovalentnim interakcijama mogu vezati molekule. Veliku vaznost
pri tvorbi kompleksa ciklodekstrin-molekula imaju i stericki efekti.** Ovisno o veli¢ini
molekule koja se ugraduje u ciklodekstrin, stehiometrijski omjer u kojemu kompleksi mogu
nastati moze biti 1:1, 1:2, 2:1 i 2:2 kako je prikazano na slici 13.*> Kemijskim reakcijama lako
je modificirati hidroksilne skupine glukoznih podjedinica te stvoriti ciklodekstrine Zeljenih
svojstava kako bi se u njih ugradili Zeljeni analiti.*® Slika 14 prikazuje strukturu sulfobutileter-
B-ciklodekstrina. Ciklodekstrini se u analitici lijekova najcesce koriste kao kiralni selektori u
kapilarnoj elektroforezi. Enantiomeri sa kiralnim selektorima stupaju u razlicite interakcije te
ih se na temelju toga moze razdvojiti u smjesi. Dodatak ciklodekstrina u otopinu radnog pufera
utjece na selektivnost metode uslijed razli¢itog stupnja interakcije s analitima, kao 1 na konacan

oblik signala analita u elektroferogramu.*’

Molekula gost Y i

i Ciklodekstrin - domaéin

Slika 13. Shematski prikaz stehiometrijskih odnosa molekula gosta i ciklodekstrina kao
molekule domacina (modif. A. C. Samamed, J. Rakmai, J. C. Mejuto, J. Simal-Gandara, G.
Astray, Food Chem, 384 (2022) 132467, ref. 45)
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Slika 14. Struktura molekule sulfobutileter-p-ciklodekstrina (https://hr.cydextrin2.com/beta-

cyclodextrin-sulfobutyl-ether-sodium, datum pristupa 26. 1. 2023, ref. 48)

U pocetnom sastavu radnog pufera nalazili su se natrijev dihidrogenfosfat mnozinske
koncentracije 75 mmol dm™ i SBE-B-CD mnozinske koncentracije 8,5 mmol dm™. Na
elektroferogramu na slici 15 vidljivo je da su vremena migracije ribocikliba (1,7 min) i letrozola

(2 min) kratka, ali signal letrozola je razvucen.
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Slika 15. Elektroferogram (4 = 200 nm) ribocikliba (y = 50 ug cm™) i letrozola (y = 50 pg
cm ) otopljenih u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) uz fosfatni pufer (¢ = 75 mmol
dm?) s dodatkom SBE-B-CD-a (c = 8,5 mmol dm?) pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15
kV

U radnu otopinu fosfatnog pufera (¢ = 75 mmol dm™) i SBE-B-CD-a (¢ = 8,5 mmol
dm™?) dodano je 5 % izopropanola jer se prethodno u bazi¢nim uvjetima izopropanol pokazao
dobrim organskim dodatkom u analizi letrozola te je uz izopropanol i u kiselim uvjetima
postignut simetrican pik letrozola, ali je produljeno vrijeme trajanja analize (signal letrozola na

5,5 min), Sto je vidljivo na slici 16.

Josipa Bozié¢ Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 29

2w

L

2

Slika 16. Elektroferogram (4 = 200 nm) ribocikliba (y = 50 ug cm ) i letrozola (y = 50 pg
cm ) otopljenih u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) uz fosfatni pufer (¢ = 75 mmol
dm™) s dodatkom SBE-B-CD-a (c = 8,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25
°Cinaponu od 15 kV

Uz 5 % izopropanola u otopini radnog pufera vrijeme migracije letrozola je 5,5 minuta
te su u svrhu smanjenja trajanja analize isprobane manje koncentracije izopropanola (3 % 1
4 %). Vrijeme analize skraceno je (signal letrozola na 3,7 min), ali signal letrozola je podijeljen

i nije simetrican (slika 17).
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Slika 17. Elektroferogram (4 = 200 nm) ribocikliba (y = 50 ug cm™) i letrozola (y = 50 pg

cm ) otopljenih u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) uz fosfatni pufer (¢ = 75 mmol
dm™) s dodatkom SBE-B-CD-a (¢ = 8,5 mmol dm) i 3 % izopropanola pri temperaturi od 25
°Cinaponu od 15 kV

Na kraju su u otopinu analita dodani ibuprofen (y = 50 pg cm™) i ketoprofen (y = 50 pg
cm ) kojima su prethodno postignuti uvjeti za analizu ribocikliba i letrozola odgovarali, signali
su simetri¢ni, visoki i razdvojeni (slika 18). Umjesto ketoprofena u svrhu unutarnjeg standarda
isprobani su benzimidazol, acetilsalicilna kiselina, oksazepam, sulfadiazin i sulfanilamid, ali
pri danim uvjetima 1 valnoj duljini od 200 nm nisu davali signal u elektroferogramu u trajanju
analize od 7 minuta. Iz tih je razloga kao unutarnji standard odabran ketoprofen. Nadalje,
ketoprofen i ibuprofen nesteroidni su protuupalni lijekovi, te bi se u drugacijim okolnostima
ova metoda mogla iskoristiti za analizu letrozola, ribocikliba i ketoprofena uz ibuprofen kao
unutarnji standard. Spektri ibuprofena i ketoprofena pri valnoj duljini od 200 nm nalaze se na
slici 19, odnosno slici 20.

Unutarnji standard iznimno je vazan u bioanalitici. Dodaje se u uzorak uvijek u istoj
koncentraciji kako bi se smanjila varijabilnost tijekom pripreme uzorka i same analize.
Injektiranje uzorka u vrlo maloj koli¢ini u kapilarnoj elektroforezi za posljedicu ima manju
preciznost 1 to¢nost te je tesko procijeniti robusnost metode. Uvodenjem unutarnjeg standarda
te korekcijom vremena migracije i povrsine ispod signala, omogucene su veca preciznost i

to¢nost te procjena robusnosti analiticke metode.*’
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Slika 18. Elektroferogram (4 = 200 nm) ibuprofena (y = 50 ug cm™), ketoprofena (y = 50 pg

cm ), ribocikliba (y = 50 pg cm) i letrozola (y = 50 pug cm ™) otopljenih u smjesi otapala
metanol:voda = 50:50 (v/v) uz fosfatni pufer (¢ = 75 mmol dm ) s dodatkom SBE-B-CD-a (c

= 8,5 mmol dm™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV
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Slika 19. UV-VIS spektar ibuprofena (y = 50 ug cm™) dobiven uz detektor s nizom dioda
(DAD) u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v)
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Slika 20. UV-VIS spektar ketoprofena (y = 50 ug cm ™) dobiven uz detektor s nizom dioda
(DAD) u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v)

Redoslijed izlaska analita 1 unutarnjeg standarda iz kapilare uz optimirane uvjete je:
ibuprofen (1,558 min), ketoprofen (1,968 min), ribociklib (2,387 min) te letrozol (5,568 min).
Ibuprofen je od navedenih molekula najmanje molekulske mase, a slijedi ga ketoprofen.
Ribociklib u odnosu na letrozol ima 1,5 puta veéu molekulsku masu, ali izlazi ranije. Ibuprofen
sa ciklodekstrinom stvara kompleks stehiometrijskog omjera 1:1°°, kao i ketoprofen.®!
Pretpostavka je da kompleks omjera 1:1 stvara i ribociklib, dok letrozol vjerojatno radi
komplekse u kojima sudjeluje vise molekula ciklodekstrina te kao takav ima najduze vrijeme

migracije.

4.1.2. Ispiranje kapilare

Za postignute uvjete u fosfatnom radnom puferu (¢ = 75 mmol dm?) s dodatkom SBE-B-CD-a
(c = 8,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola primijeéeno je smanjenje intenziteta signala svakom
sljede¢om analizom, a na kraju 1 pucanje kapilare. Tijekom protjecanja pufera s analitima kroz
kapilaru moguca je adsorpcija tvari na stijenke kapilare, ¢cime se smanjuje reproducibilnost

metode te je moguce zadepljenje kapilare koje moZe rezultirati njezinim pucanjem.* Vazno je
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bilo optimirati duljinu trajanja ispiranja izmedu analiza kako bi se osigurala reproducibilnost
metode. Dostatnim se pokazalo ispiranje izmedu dviju analiza 10%-tnom fosfornom kiselinom
10 minuta te 15 minuta radnim puferom. Nakon svake analize kapilara se ispirala pod naponom
u trajanju vremena same analize, pri ¢emu su u programu kapilarne elektroforeze vidljivi signali
analita kako izlaze iz kapilare (slika 21). Takav je nacin ispiranja mogu¢ zbog injektiranja

uzorka na outlet dijelu kapilare.
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Slika 21. Slika zaslona Online plot dijela sucelja kapilarno-elektroforetskog uredaja (*°CE
Agilent High-Performance Capillary Electrophoresis (G1600A)) tijekom analize ibuprofena,

ribocikliba i letrozola uz ketoprofen kao unutarnji standard

4.1.3. Prilagodba elektroforetskih uvjeta

Injektiranje uzorka isprobano je na strani za unos (inlet) uzorka u kapilaru te na strani za izlaz
(outlet) uzorka iz kapilare. S obzirom na to da su u optimiziranoj metodi koriSteni
ciklodekstrini, molekule vrlo velike molekulske mase s kojima analiti tvore komplekse, nakon
injektiranja na strani za unos uzorka na elektroferogramu nije bilo signala unutar 10 minuta
zbog predugog vremena migracije. [z tog se razloga uzorak injektirao na strani za izlaz uzorka
kojoj je prozor za detektor blizi te je trajanje analize iznosilo 6 minuta.

Uzorak je injektiran 5 sekundi jer je to vrijeme prethodno utvrdeno kao dovoljno dugo
za prikladnu koli¢inu uzorka u kapilari, a prije uzorka injektirana je voda 6 sekundi kako bi se
stvorio Cep otapala manje ionske jakosti u odnosu na pufer (engl. sample stacking). Molekule
analita u vodi gibaju se znatno ve¢om brzinom nego u elektrolitu (radnom puferu) jer veci otpor
razrijedenog uzorka inducira jace elektricno polje u zoni uzorka. Kad se molekule analita koje
se brzo gibaju nadu u radnom puferu, brzina migracije im se naglo snizava zbog slabijeg
elektriénog polja uslijed ¢ega se molekule nadu blize jedna drugoj.'® Koristenje ove metode

rezultiralo je signalima jaceg intenziteta, odnosno poboljSanjem osjetljivosti metode.
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4.2. Validacija metode
4.2.1. Preciznost

Preciznost je odredena kao ponovljivost i medupreciznost. Ponovljivost i medupreciznost
izrazene su kao relativne standardne devijacije korigiranog vremena migracije (RSD #kor) 1
korigirane povrSine signala (RSD Akor). Dobivene vrijednosti RSD-a prikazane su u tablici 2
(ponovljivost) te tablici 3 (medupreciznost), dok se tablice sa korigiranim vremenima i
korigiranim povrSinama ispod signala nalaze u dodatku u tablici D1 (ponovljivost) i tablici D2
(medupreciznost). Metoda se pokazala ponovljivom uz sve vrijednosti RSD-a ispod 5 %.
Najvece odstupanje u medupreciznosti izraCunato je za povrSinu u elektroferogramu ispod

signala za letrozol (RSD = 14,79 %).

Tablica 2. Dobivene RSD vrijednosti u svrhu odredivanja ponovljivosti metode za odredivanje
ibuprofena, ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm>) kao unutarnji standard
kapilarnom elektroforezom (radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75 mmol dm™),
SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15
kV, injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultraciste vode

u trajanju 6 sekundi)

y (analit) / pg cm™> Analit RSD #kor (%) | RSD Akor (%)
Ibuprofen 0,85 1,19
10 Ribociklib 0,42 1,04
Letrozol 0,99 2,56
Ibuprofen 2,02 1,75
50 Ribociklib 0,36 2,41
Letrozol 3,24 3,71
Ibuprofen 0,30 1,84
70 Ribociklib 0,74 2,09
Letrozol 0,63 4,90
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Tablica 3. Dobivene RSD vrijednosti u svrhu odredivanja medupreciznosti metode (tri dana, n
= 9) za odredivanje ibuprofena, ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm>) kao
unutarnji standard kapilarnom elektroforezom (radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢
=75 mmol dm %), SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C
i naponu od 15 kV, injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja

ultraciste vode u trajanju 6 sekundi)

Analit RSD #or (%) RSD Akor (%)
Ibuprofen 2,50 3,56
Ribociklib 0,50 5,79

Letrozol 5,79 14,79

4.2.2. Linearnost

Ispitana je linearnost ovisnosti korigirane povrSine ispod signala ibuprofena, ribocikliba i
letrozola o njihovoj koncentraciji te su konstruirani bazdarni dijagrami na temelju
eksperimentalno dobivenih podataka. Jednadzba bazdarnog pravca za ibuprofen je y = 0,0258x
—0,0202 (slika 22), za ribociklib y = 0,0195x — 0,0112 (slika 23), a za letrozol y = 0,1489x —
0,2755 (slika 24). U koncentracijskom podruéju od 1 do 75 pg cm™> dobivene su
zadovoljavajuée vrijednosti R? (0,9978 za ibuprofen, 0,997 za ribociklib i 0,9914 za letrozol)

te je u tom podrucju metoda linearna.
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Slika 22. Ovisnost korigirane povrsine ispod signala o masenoj koncentraciji ibuprofena u
smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) mjerenjem kapilarnom elektroforezom (uvjeti: 4 =
200 nm; radni pufer: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75 mmol dm ) s dodatkom SBE-B-CD-a

(c = 8,5 mmol dm™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV;
injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultradiste vode u

trajanju 6 sekundi)
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Slika 23. Ovisnost korigirane povrsine ispod signala o masenoj koncentraciji ribocikliba u
smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) mjerenjem kapilarnom elektroforezom (uvjeti: 1 =
200 nm; radni pufer: natrijev dihidrogenfosfat (c = 75 mmol dm) s dodatkom SBE-B-CD-a

(c = 8,5 mmol dm™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV;
injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultraiste vode u

trajanju 6 sekundi)
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Slika 24. Ovisnost korigirane povrsine ispod signala o masenoj koncentraciji letrozola u
smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) mjerenjem kapilarnom elektroforezom (uvjeti: 4 =
200 nm; radni pufer: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75 mmol dm ) s dodatkom SBE-B-CD-a

(c = 8,5 mmol dm ™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV;
injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultradiste vode u

trajanju 6 sekundi)

4.2.3. Tocnost

Tocnost je odredena kao mjerna nesigurnost (b), a izracunata kao razlika izmedu srednje
vrijednosti niza izraCunatih koncentracija iz bazdarnih pravaca i referentne vrijednosti.
Referentna vrijednost definirana je kao koncentracija analita pripremljena za analizu. Mjerno
odstupanje najmanje je za ibuprofen (0,73-1,38), a najvece za letrozol (3,05-10,74), kako je
vidljivo u tablici 4. Za svaki je analit mjerna nesigurnost pri najmanjoj koncentraciji (10 pg

cm ) najveéa.
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Tablica 4. Odredivanje mjernog odstupanja (b) za svaki od analita na temelju apsolutne
vrijednosti razlike referentne vrijednosti (pripremljena koncentracija) i eksperimentalne
vrijednosti (koncentracija izraCunata na temelju bazdarnih pravaca dobivenih u svrhu provjere

linearnosti metode)

Analit Yret/ pg cm > | Yexp/ pg cm> b

8,75
10 3.60 b=1,38
8,52
50,19
Ibuprofen 50 49,18 b=0,73
48 44
72,51
75 74,91 b=0.9
74,88
6,61
10 6,55 b=3,46
6,45
54,30
Ribociklib 50 54,40 b=5,12
56,66
74,61
75 72,91 b=1,97
71,58
6,70
10 7,08 b=3,05
7,09
37,62
Letrozol 50 39,51 b=10,74
40,64
66,28
75 71,86 b=4,67
72,85

4.2.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

Granica detekcije (LOD) dobivena regresijskom analizom na temelju bazdarnih pravaca za
ibuprofen iznosi 0,095 pug cm™3, za ribociklib 0,085 pg cm 3, a za letrozol 1,149 ug cm™>.
Granica kvantifikacije (LOQ) dobivena regresijskom analizom za ibuprofen iznosi

0,289 nug cm>, za ribociklib iznosi 0,259 pg cm™, a za letrozol 3,481 pg cm™.
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4.2.5. Robusnost

Za provjeru robusnosti metode mijenjane su temperatura (tablica 5), koncentracija SBE-B-CD-
a (tablica 6) te napon (tablica 7) pri kojima se metoda izvodi. Uzimaju¢i u obzir kriterij
vrijednosti RSD ispod 5 % za vecinu uvjeta, metoda je robusna za promjenu temperature za +
2 °C, promjenu napona za + 0,5 kV te promjenu koncentracije dodanog SBE-B-CD-a u radni
pufer od £ 0,5 mmol dm . Promjena temperature znatno utjede na vrijeme migracije i povr§inu
ispod signala letrozola te je RSD najveci 1 iznosi 7,27 % za vrijeme, odnosno 6,95 % za
povrsinu. Tablice sa korigiranim vremenom i korigiranom povrSinom ispod signala na temelju
kojih su izracunate RSD vrijednosti nalaze se u dodatku u tablici D3 (promjena temperature),

tablici D4 (promjena koncentracije SBE-B-CD) te tablici D5 (promjena napona).

Tablica 5. Dobivene RSD vrijednosti u svrhu odredivanja robusnosti metode za odredivanje
ibuprofena, ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm>) kao unutarnji standard
kapilarnom elektroforezom (4 = 200 nm; radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75
mmol dm™?), SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ™) i 5 % izopropanola pri temperaturama od 23, 25
127 °C 1 naponu od 15 kV, injektiranje na outletu pri =50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon

injektiranja ultraciste vode u trajanju 6 sekundi)

Analit RSD #xor (%) RSD Akor (%)
Ibuprofen 1,28 4,05
Ribociklib 0,50 3,54
Letrozol 7,27 6,95

Tablica 6. Dobivene RSD vrijednosti u svrhu odredivanja robusnosti metode za odredivanje
ibuprofena, ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm ) kao unutarnji standard
kapilarnom elektroforezom (4 = 200 nm; radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75
mmol dm ), SBE-B-CD (c = 8, 8,5 19,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25
°C 1 naponu od 15 kV, injektiranje na outletu pri =50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon

injektiranja ultraciste vode u trajanju 6 sekundi)

Analit RSD #xor (%) RSD Akor (%)
Ibuprofen 2,01 2,20
Ribociklib 0,68 4,12

Letrozol 4,66 4,83
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Tablica 7. Dobivene RSD vrijednosti u svrhu odredivanja robusnosti metode za odredivanje

ibuprofena, ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm>) kao unutarnji standard

kapilarnom elektroforezom (4 = 200 nm; radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfostat (¢ = 75

mmol dm™?), SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i

naponu od 14,5, 151 15,5 kV, injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon

injektiranja ultraciste vode u trajanju 6 sekundi)

Analit RSD #or (%) RSD Akor (%)
Ibuprofen 1,38 2,40
Ribociklib 0,34 4,92

Letrozol 4,33 4,07

4.2.6. Specificnost

Specifi¢nost metode odredena je pomocu Peak purity opcije programa kapilarne elektroforeze

(slika 25). Threshold je postavljen na 0,990 te su svi signali bili iznad te granice, odnosno

njihova je Cistoca veca od 99,0 %. Uz taj se rezultat metoda moze definirati kao specifi¢na.
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Slika 25. Slika zaslona sucelja kapilarno-elektroforetskog uredaja (*°CE Agilent High-

Performance Capillary Electrophoresis (G1600A)) tijekom provjere peak purity (threshold

0,990) ibuprofena, ketoprofena, ribocikliba i letrozola
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4.3. Primjena metode na bioloski uzorak

Krvna plazma svijetlo je zute boje te sadrzi koagulanse, proteine, elektrolite, glukozu, lipide 1
lijekove te njihove metabolite. Plazma se iz krvi dobiva centrifugiranjem krvi sa
antikoagulansom, pri ¢emu dolazi do odvajanja na plazmu, trombocitno-leukocitni medusloj i

sloj eritrocita®?, prikazano na slici 26.
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Slika 26. Prikaz nastanja krvne plazme iz krvi procesom centrifugiranja (modif.

https://www.horiba.com/int/technology/measured-and-controlled-objects/liquid/blood-

plasma/ , datum pristupa 6. veljace 2023., ref. 53)

Ocekivana koncentracija ribocikliba u plazmi je izmedu 711 i 3500 ng cm >, % dok je za
letrozol srednja vrijednosti koncentracije u plazmi izmedu 28,4 i 349,2 ng cm>.%° Buduéi da su
ocekivane koncentracije niskih vrijednosti, uzorak je potrebno obogatiti (engl. spike) kako bi
rezultati bili zadovoljavajucée osjetljivosti. Na slici 27 prikazana su dva elektroferograma pri
valnoj duljini 345 nm, elektroferogram dobiven analizom plazme te plazme obogaéene
ribociklibom (y = 20 ug cm™) ¢&iji je signal na slici oznacen crtkano. Preklopljeni UV-VIS
spektar plazme 1 uzorka obogacenog ribociklibom prikazan je na slici 28. Vidljiv je izraZzen Sum

koji se javlja zbog prisustva drugih tvari u plazmi, a koje nisu uklonjene uz taloZenje

acetonitrilom.
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Slika 27. Elektroferogrami (4 = 345 nm) uzorka plazme bez dodanog ribocikliba te uzorka
plazme obogaéenog ribociklibom (y = 20 ug cm ™) (oznadeno crtkano) uz fosfatni pufer (¢ =
75 mmol dm™) s dodatkom SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola pri
temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV
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Slika 28. UV-VIS spektar uzorka plazme i uzorka plazme obogacenog ribociklibom (y =20
ng cm ) (oznacen crtkano) u smjesi otapala metanol:voda = 50:50 (v/v) dobiven uz detektor s

nizom dioda (DAD)
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§ 5. ZAKLJUCAK

Razvijena je i validirana metoda za istovremeno odredivanje ibuprofena, letrozola i ribocikliba
kapilarnom elektroforezom uz ketoprofen (y = 50 ug cm>) kao unutarnji standard.

Radni pufer za analizu ibuprofena, letrozola i ribocikliba sadrzi 75 mmol dm™
natrijevog  dihidrogenfosfata, 8,5 mmol dm™ sulfobutileter-B-ciklodekstrina i 5 %
izopropanola. Mjerenja su radena pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV. Injektiranje
uzorka izvrSeno je pod tlakom —50 mbar na outlet dijelu kapilare u trajanju od 5 sekundi, nakon
injektiranja ultraciste vode u trajanju 6 sekundi.

Redoslijed kojim se analiti 1 unutarnji standard pojavljuju u elektroferogramu ovisno o
vremenima migracije jest ibuprofen (1,558 min), ketoprofen (1,968 min), ribociklib (2,387 min)
te letrozol (5,568 min). Metoda je linearna u koncentracijskom rasponu od 1 do 75 pg cm™.
Mjerenjem dobivene granice detekcije 1 kvantifikacije su redom: za ibuprofen 0,095 1 0,288 pg
cm >, za ribociklib 0,085 i 0,258 pg cm > te za letrozol 1,145 i 3,481 pg cm>. Ostvarene su
zadovoljavajuca preciznost, to¢nost i specificnost. Metoda je robusna za promjenu temperature
od £ 2 °C, promjenu napona od £ 0,5 kV te promjenu koncentracije dodanog SBE-B-CD-a u
radni pufer od £+ 0,5 mmol dm™.

Mala koli¢ina potrebnog uzorka te mala koli¢ina potrebnog pufera za provedbu mjerenja
prednosti su ove metode te bi rezultati ovog diplomskog rada mogli posluziti za daljnju
optimizaciju metode kako bi ona pronasla primjenu u terapijskom pracenju lijekova, a u svrhu

poboljSanja zivotnih uvjeta pacijenata oboljelih od HR+ HER2— raka dojke.
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§ 6. POPIS OZNAKA, POKRATA I SIMBOLA

AKT — protein kinaza B

ATP — adenozin trifosfat (engl. Adenosine Triphosphate)

b — mjerna nesigurnost (engl. Bias)

CDK4/6 — ciklin-ovisna kinaza 4/6 (engl. Cyclin-Dependent Kinase)

CE — kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis)

DAD - detektor niza dioda (engl. Diode Array Detector)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

EMA — Europska agencija za lijekove (European Medicines Agency)

EOF — elektroosmotski tok (engl. Electroosmotic Flow)

ER — estrogenski receptor

ERK/MAPK - kinaza regulirana vanstrani¢nim signalima/protein kinaza aktivirana mitogenom
(engl. Extracellular Signal-Regulated Kinases/Mitogen-Activated Protein Kinases)

HPLC - tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

HER2 — receptor ljudskog epidermalnog faktora rasta (engl. Human Epidermal Growth Factor
Receptor)

HR — hormonski receptor

ICH — Medunarodna konferencija o uskladivanju tehni¢kih zahtjeva za registraciju
farmaceutskih proizvoda za primjenu kod ljudi (/nternational Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use)

LOD - granica detekcije (engl. Limit of Detection)

LOQ — granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantitation)

MEK - kinaza protein kinaza aktiviranih mitogenom (engl. Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase)

mTORCI1 - ciljna molekula rapamicin kompleksa u sisavaca (engl. Mammalian Target of
Rapamycin Complex)

p. a. — Cistoca za analiticke svrhe (lat. pro analysi)

PI3K — fosfoinozitid-3-kinaza (engl. Phosphoinositide-3-Kinase)

PIP2 — fofatidilinozitol-4,5-bifosfat (engl. Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate)
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PIP3 — fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat (engl. Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphate)
PR — progesteronski receptor

Raf — faktor rapidnog ubrzavanja fibrosarkoma (engl. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)
Ras — virus Stakorskog sarkoma (engl. Rat Sarcoma Virus)

RSD - relativna standardna devijacija (engl. Relative Standard Deviation)

SBE-B-CD — sulfobutileter-p-ciklodekstrin

S6K — S6 kinaza

SDS — natrijev dodecil-sulfat (engl. Sodium Dodecyl Sulphate)

TDM - terapijsko pracenje lijeka (engl. Therapeutic Drug Monitoring)

TSC — tuberozno sklerozni protein (engl. Tuberous Sclerosis Protein)

UV-VIS — ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija (engl. Ultraviolet-Visible Spectroscopy)
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§8. DODATAK

D1. Rezultati mjerenja u svrhu odredivanja ponovljivosti metode za odredivanje ibuprofena,

ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm™) kao unutarnji standard kapilarnom

elektroforezom (radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75 mmol dm ), SBE-B-CD

(c=28,5mmol dm )15 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV, injektiranje

na outletu pri =50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultraciste vode u trajanju 6

sekundi)
y (analit) / pg cm™ Analit tkor | Akor | RSD tkor (%) | RSD Akor (%)
Ibuprofen | 0,81 0,24 0,85 1,19
10 Ribociklib | 1,17 | 0,14 0,42 1,04
Letrozol 2,40 1,33 0,99 2,56
Ibuprofen | 0,79 1,27 2,02 1,75
50 Ribociklib | 1,20 | 1,12 0,36 2,41
Letrozol 2,67 | 6,33 3,24 3,71
Ibuprofen | 0,83 1,95 0,30 1,84
70 Ribociklib | 1,22 | 1,41 0,74 2,09
Letrozol 2,39 | 11,12 0,63 4,90
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D2. Rezultati mjerenja u svrhu odredivanja medupreciznosti metode za odredivanje ibuprofena,

ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm™>) kao unutarnji standard kapilarnom

elektroforezom (radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75 mmol dm ), SBE-B-CD

(c=8,5mmol dm )i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 15 kV, injektiranje

na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultraciste vode u trajanju 6

sekundi)

Redni broj
dana mjerenja

Analit

Redni broj
mjerenja u danu

tkOI‘

Akor

RSD fkor
(%)

RSD Akor
(%)

1.

Ibuprofen

1.

0,83

1,23

0,85

1,25

0,83

1,19

0,81

1,21

0,79

1,16

0,78

1,14

0,82

1,20

0,80

1,13

0,79

1,14

2,50

3,56

Ribociklib

1,22

0,77

1,23

0,82

1,23

0,82

1,22

0,88

1,21

0,85

1,21

0,81

1,23

0,80

1,22

0,74

1,21

0,75

0,50

5,79

Letrozol

2,65

7,01

2,46

6,52

2,61

6,37

2,75

8,53

2,83

8,05

2,95

8,32

2,80

9,65

2,83

8,80
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2,94

9,37

5,79

14,79
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D3. Rezultati mjerenja u svrhu odredivanja robusnosti metode za odredivanje ibuprofena,

ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm™>) kao unutarnji standard kapilarnom

elektroforezom (4 = 200 nm; radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (c = 75 mmol dm™),

SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola pri temperaturama od 23, 25 i 27 °C i

naponu od 15 kV, injektiranje na outletu pri =50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja

ultraciste vode u trajanju 6 sekundi)

Temperatura / °C Analit mjcii?l?; Erggl nu fkor | Akor RS(EZ))Z]( o Rsafkor

1. 0,80 | 1,49

23 2. 0,81 1,45
3. 0,79 | 1,42
1. 0,78 | 1,35

25 Ibuprofen 2. 0,79 | 1,32 1,28 4,05
3. 0,78 | 1,35
1. 0,78 | 1,43

27 2. 0,78 | 1,41
3. 0,78 | 1,44
1. 1,21 | 1,06

23 2. 1,22 | 1,12
3. 1,22 1,09
1. 1,21 1,02

25 Ribociklib 2. 1,21 1,00 0,50 3,54
3. 1,20 | 1,07
1. 1,21 | 1,05

27 2. 1,21 | 1,06
3. 1,21 1,10
1. 2,60 | 6,94

23 2. 2,69 | 7,07
3. 2,78 | 7,46
1. 324 | 7,81

25 Letrozol 2. 3,13 | 7,77 7,27 6,95
3. 3,04 | 7,86
1. 2,95 | 8,57

27 2. 2,87 | 8,21
3. 2,78 | 8,25
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D4. Rezultati mjerenja u svrhu odredivanja robusnosti metode za odredivanje ibuprofena,

ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm™>) kao unutarnji standard kapilarnom

elektroforezom (4 = 200 nm; radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (c = 75 mmol dm™),

SBE-B-CD (c =8, 8,51 9,5 mmol dm™) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu

od 15 kV, injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja ultraciste

vode u trajanju 6 sekundi)

Koncentracija SB]_E- Analit .Redr‘li broj for | Aror RSD #or | RSD Akor
B-CD / mmol dm3 mjerenjaudanu | ’ (%) (%)
1. 0,79 | 1,12
8,0 2. 0,79 | 1,14
3. 0,79 | 1,13
1. 0,81 | 1,21
8,5 Ibuprofen 2. 0,79 | 1,16 2,01 2,20
3. 0,78 | 1,14
1. 0,82 | 1,16
9,0 2. 0,82 | 1,16
3. 0,83 | 1,15
1. 1,21 | 0,85
8,0 2. 1,20 | 0,87
3. 1,20 | 0,85
1. 1,22 | 0,88
8,5 Ribociklib 2. 1,21 | 0,85 0,68 4,12
3. 1,21 | 0,81
1. 1,22 | 0,79
9,0 2. 1,22 | 0,81
3. 1,22 | 0,79
1. 2,98 | 9,01
8,0 2. 2,81 | 9,17
3. 2,97 | 8,65
1. 2,75 | 8,53
8,5 Letrozol 2. 2,83 | 8,05 4,66 4,83
3. 2,95 | 8,32
1. 2,75 | 8,95
9,0 2. 2,69 | 8,87
3. 2,60 | 9,39
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D5. Rezultati mjerenja u svrhu odredivanja robusnosti metode za odredivanje ibuprofena,

ribocikliba i letrozola uz ketoprofen (y = 50 pg cm™>) kao unutarnji standard kapilarnom

elektroforezom (4 = 200 nm; radni pufer sastava: natrijev dihidrogenfosfat (¢ = 75 mmol dm™),

SBE-B-CD (c = 8,5 mmol dm ) i 5 % izopropanola pri temperaturi od 25 °C i naponu od 14,5,

15 1 15,5 kV, injektiranje na outletu pri —50 mbar u trajanju 5 sekundi nakon injektiranja

ultraciste vode u trajanju 6 sekundi)

. Redni broj RSD #or RSD Akor
Napon / kV Analit e T dil nu fxor | Akor % )tk (%) :
1. 0,83 | 1,15
14,5 2. 0,83 | 1,14
3. 0,82 | 1,14
1. 0,82 | 1,20
15,0 Ibuprofen 2. 0,80 | 1,13 1,38 2,40
3. 0,79 | 1,14
1. 0,82 | 1,19
15,5 2. 0,82 | 1,12
3. 0,82 | 1,13
1. 1,23 | 0,70
14,5 2. 1,22 | 0,73
3. 1,22 | 0,75
1. 1,23 | 0,80
15,0 Ribociklib 2. 1,22 | 0,74 0,34 4,92
3. 1,21 | 0,75
1. 1,22 | 0,72
15,5 2. 1,22 | 0,72
3. 1,22 | 0,67
1. 2,63 | 8,99
14,5 2. 2,60 | 8,83
3. 2,57 | 9,15
1. 2,80 | 9,65
15,0 Letrozol 2. 2,83 | 8,80 433 4,07
3. 2,94 | 9,37
1. 2,71 | 8,61
15,5 2. 2,75 | 8,68
3. 2,75 | 8,58
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