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DJELOTVORNOSTI ZA ODREDIVANJE ONECISCENJA U CERITINIBU

Borna Masié

U okviru diplomskog rada razvijena je metoda za kvantitativno odredivanje onecis¢enja
ceritiniba primjenom kromatografije ultravisoke djelotvornosti uz koristenje programa Drylab
za optimizaciju parametara. Kona¢na metoda prilagodena je vezanom sustavu kromatografije
visoke djelotovornosti spregnutom sa spektrometrijom masa kako bi se potvrdila masa
onecisc¢enja. Pri razvoju metode proveden je niz eksperimenata na dvije razlicite kolone, C18 i
BEH Phenyl, pri temperaturama od 30 °C i 60 °C, tri pH-vrijednosti 2,0; 4,0; 6,0 te dva razlicita
gradijenta u trajanju 13 i 25 minute. Apsorpcija je prac¢ena pri valnim duljinama od 220 nm,
240 nm i 270 nm. Uz navedene parametre takoder su koristene razlic¢ite kombinacije vodenih i
organskih faza. Rezultati eksperimenata su analizirani uz pomo¢ DrylLab programa i
prilagodeni uvjetima realnog sustava kako bi se dobili kona¢ni uvjeti metode. Odabrana kolona
je BEH Phenyl, temperatura 55 °C, gradijent u trajanju 17 minuta, valna duljina 210 nm, pufer
KH2PO4 pH vrijednosti 4,3. Kao organska faza odabran je acetonitril.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Za terapiju specificnog oblika karcinoma pluca koristi se farmaceutik poznat pod
nazivom Zykadia, koji sadrzi aktivnu tvar ceritinib. Ceritinib se primjenjuje za prvu liniju
lijeCenja odraslih bolesnika s uznapredovalim rakom plu¢a nemalih stanica koje su pozitivne
na kinazu anaplasticnog limfoma.

U lijeku se osim djelatne tvari mogu nalaziti razgradni produkti i razna onecis¢enja.
Zakonskim regulativama zahtjeva se od farmaceutske industrije detaljno poznavanje
oneciS¢enja prisutnih u djelatnoj tvari te u gotovom lijeku. OneciS¢enja i razgradne tvari su
nezeljene komponente koje nastaju zajedno uz djelatnu tvar u procesu proizvodnje lijeka ili
njegovom razgradnjom. Njihova prisutnost utjece na primjenu i ué¢inkovitost lijeka, koja moze
biti smanjena, dok sama oneci$¢enja mogu biti mutagena, kancerogena i genotoksi¢na. To je
razlog zbog kojega je jako vazno identificirati 1 odrediti prisutnost onecis¢enja, odrediti njithovu
kemijsku strukturu, te ih kvantificirati. Razvojem moderne analiticke instrumentacije razvile su
se selektivne 1 osjetljive metode koje specificno odgovaraju na zahtjeve farmaceutske
regulative.!

U ovom radu razvijena je metoda za kvantitativno odredivanje oneciS¢enja ceritiniba
primjenom kromatografije ultravisoke djelotvornosti uz koriStenje programa Drylab za
optimizaciju parametara. Metoda se potom prilagodila vezanom sustavu kromatografije visoke
djelotovornosti spregnutom sa spektrometrijom masa kako bi se potvrdile molekulske relativne

mase onecis¢enja.
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8§ 2. Literaturni pregled 2

§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Ceritinib

Ceritinib je visoko selektivan i potentan inhibitor kinaze anaplasti¢nog limfoma (engl.
anaplastic lymphoma kinase, ALK). ALK je onkogen koji se aktivacijom eksprimira u protein
s aktivnoscu tirozin-kinaze. Ceritinib ima molekulsku formulu CzgH3sCINsOsS, a prema
pravilima Medunarodne unije za €istu i primijenjenu kemiju (IUPAC) ima naziv 5-klor-N2-[5-
metil-4-(piperidin-4-il)-2-(propan-2-iloksi)fenil]-N4-[2-(propan-2-sulfonil)fenil]pirimidin-
2,4-diamin. Pripada organoheterociklickim spojevima, to¢nije piperidinima. Molarna masa
ceritiniba je 558,138 g mol, a njegova topljivost u vodi iznosi 0,00222 mg mL1. Komercijalni
naziv lijeka koji sadrzi aktivnu tvar ceritinib je Zykadia.

Ceritinib se koristi za prvu liniju lije¢enja odraslih bolesnika s uznapredovalim rakom
pluc¢a nemalih stanica (engl. Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) koje su pozitivne na ALK,
Ustanovljeno je da 8 % pacijenata oboljelih od karcinoma NSCLC, koji je naucestaliji tip raka
pluéa, imaju upravo mutaciju na genu ALK. Prije uvodenja terapije Zykadiom potrebno je
provjeriti status ALK-pozitivnog karcinoma NSCLC. Testiranje za ALK-pozitivan karcinom
NSCLC potrebno je provoditi u laboratorijima s dokazanim stru¢nim znanjem o specifi¢noj

tehnologiji koja se za to koristi.?3
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8§ 2. Literaturni pregled 3
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Slika 1. 2-D prikaz strukture ceritiniba®

2.2. Tekuéinska kromatografija

Kromatografija je analiticka metoda koja sluzi za odjeljivanja sastojaka ispitivanog
uzorka i to na temelju njihovih razli¢itih vremena zadrzavanja na koloni. Sastojci se odjeljuju
unutar sustava koji se sastoji od pokretne i nepokretne faze. Da bi doSlo do odjeljivanja, razliciti
sastojci koji se nalaze unutar smjese moraju imati razlicit afinitet prema nepokretnoj fazi. U
tom sluc€aju ¢e se molekule koje imaju ve¢i afinitet prema nepokretnoj fazi vezati na nju ¢vrice,
te ujedno eluirati sporije s kromatografske kolone u odnosu na molekule s manjim afinitetom
prema nepokretnoj fazi.

Kromatografija se ovisno o obliku kromatografske podloge moze podijeliti na dvije
vrste: kromatografiju na stupcu i ploSnu kromatografiju. Na temelju razlicitog fizickog stanja
pokretne faze, kromatografija se moze podijeliti na teku¢insku kromatografiju (pri ¢emu je
pokretna faza tekucina), plinsku kromatografiju (pokretna faza je plin), te na kromatografiju pri
superkriti¢nim uvjetima (pokretna faza je tekuéina iznad svoje kritiéne temperature i tlaka).®

Jo§ jedan nacin podjele tekucinske kromatografije vezan je uz polarnost nepokretne
faze, pri ¢emu razlikujemo kromatografiju normalnih i obrnutih faza. Kromatografija
normalnih faza sadrzi polarnu nepokretnu fazu i nepolarnu pokretnu fazu, dok je kod

kromatografije obrnutih faza pokretna faza polarnija od nepokretne faze.

Borna Masié Diplomski rad



8 2. Literaturni pregled 4

S obzirom na mehanizam odjeljivanja kromatografija se dijeli na adsorpcijsku,
razdjelnu, afinitetnu, ionsko - izmjenjivacku kromatografiju i kromatografiju isklju¢enjem.
Princip odvajanja kod razdjelne kromatografije temelji se na tome $to je nepokretna faza
tekucina koja je naneSena na ¢vrsti inertni nosaé, dok je u slu¢aju adsorpcijske kromatografije
nepokretna faza adsorbens, a pokretna tekucina ili plin. Nepokretna ¢vrsta faza afinitetne
kromatografije na povrsini sadrzi razliCite funkcijske skupine s definiranim prostornim
rasporedom, te pri prolasku pokretne faze dolazi do specifi¢nih interakcija izmedu analita u
pokretnoj fazi i liganda u nepokretnoj. lonsko — izmjenjivac¢ka kromatografija temelji se na
razli¢itom afinitetu sastojaka u smjesi prema ionskoj fazi. U slu¢aju kromatografije
isklju¢enjem nepokretna faza je materijal koji posjeduje pore to¢no definiranih dimenzija, sa
slabo izrazenim adsorpcijskim svojstvima. &’

Brojem teoretskih tavana N izrazava se u¢inkovitost kromatografske kolone. Njime je

iskazan broj uspostavljenih ravnoteza izmedu pokretne i stacionarne faze, a raCuna se prema

jednadzbama 11i 2,

2 t2
N=%"=x (1)
- ye t2
— i - 9
N_mm%_lo 7 (2)

pri ¢emu je N-broj teorijskih tavana, t-vrijeme zadrzavanja analita, V-volumen zadrzavanja
analita, o-standardno odstupanje Gaussove krivulje, odnosno §irina kromatografskog pika te wp
Sirina pika pri osnovici kromatografskog pika. Visinom tavana H, koja se racuna prema

jednadzbi 3, takoder se moze izraziti u¢inkovitost,

e

N
H=— (3)

gdje je H visina tavana, N broj teorijskih tavana, te L duljina kolone. Van Deemterova jednadzba

(4) prikazuje ovisnost visine teorijskih tavana i linearne brzine pokretne faze,

Borna Masié Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 5

H:A+%+(CS+CM)I£ 4)

pri ¢emu je u linearna brzina pokretne faze, omjer B i u longitudinalna difuzija, A vrtlozna
difuzija, dok nam ¢lan (CM + CS)u govori o prijenosu mase izmedu pokretne CM i stacionarne
faze CS. U samoj jednadzbi ¢lan A opisuje Sirenje kromatografske zone analita i to zbog difuzije
molekula analita unutar pakirane kromatografske podloge. Clan B je posljedica znacajke da se
molekule analita kroz kolonu krecu vlastitom difuzijom, $to bi znacilo da se ne prenose samo
pasivno pokretnom fazom kroz kolonu. Prema van Deemterovoj jednadzbi djelotvornost
kromatografskog razdvajanja je veca S§to je pokretna faza manje viskozna, Cestice Cvrste
stacionarne faze manje, te stacionarna faza homogenija. Stacionarne faze koje se najcesce
koriste bazirane su na derivatima silicijevog dioksida. Njegova povrsina je jako polarna te je
potrebna kemijska derivatizacija hidroksilnih skupina pogodnim reagensima kako bi bila

primjenjiva u kromatografiji obrnutih faza.®

2.2.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Bitna razlika izmedu obi¢ne tekudinske kromatografije i tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography, HPLC) je u sitnijim
Cesticama punila zbog kojih dolazi da stvaranja viseg tlaka nego na klasi¢noj koloni. HPLC je
separacijska analiticka tehnika koja se koristi za kvantitativno i kvalitativno odredivanje
razli¢itih molekula u otopini, ali i za odjeljivanje otopljenih komponenata iz smjese. Princip
tehnike temelji se na kemijskim interakcijama izmedu analizirane tvari i stacionarne faze u
koloni. Zbog generiranja visih tlakova, ova metoda za razliku od obi¢ne tekucinske

kromatografije zahtjeva slozeniju opremu (slika 2).%1°

Borna Masié Diplomski rad
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, Racunalo za obradu podataka

Uzorak

Injektor
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Otapalo Pumpa HPLC kolona

Detektor Otpad

Slika 2. Dijelovi HPLC kromatografa!!

Sustav moZe sadrZavati jedan ili viSe spremnika pokretne faze ¢ija je uloga skladistenje
otapala iz kojega crpka kontinuirano povlaci odredeni volumen odredenog otapala. Spremnik i
crpka su medusobno povezani cjev¢icama, pri ¢emu crpka sadrzi poseban filtar koji sprjeava
eventualni unos raznih cestica i onecis¢enja u samu crpku. Radi pri jako visokim tlakovima i
ujedno omogucuje konstantan protok pokretne faze u sustav. Razlikujemo dvije vrste crpki:
crpka s konstantnim tlakom i crpka s konstantnim protokom. Crpke koje imaju konstantni
protok omogucavaju mijesanje ukoliko se koristi kombinacija nekoliko otapala. Postoje dvije
vrste protoka, izokratan (sastav pokretne faze stalan) ili gradijentan (ukoliko se tijekom
analiziranja mijenja sastav pokretne faze).

Automatski uzorkiva¢ koristi se kako bi se uzorak automatizirano unio u pokretnu fazu
prije njenog ulaska u kolonu. To¢no odredeni volumen koji je zadan programom unosi se iz
bocice za uzorke. Bitan dio kromatografa je kolona koja je najcesce uska metalna cijev unutar
koje se nalazi nepokretna faza. Njezine dimenzije, duljina i unutarnji promjeri mogu biti
razli¢iti. Duljina kolone moze biti od 50 mm do 300 mm, a promjer od 2 mm do 4,6 mm.*?
Unutar kolone nalaze se materijali koji se sastoje od mnostva sitnih Cestica, pri ¢emu se
povecava povrsina nepokretne faze. Tvar ili smjesa tvari koja se analizira prolazi kroz kolonu
pod visokim tlakom. Vrlo mali volumen uzorka unosi se u mobilnu fazu pri ¢emu se
komponente smjese razlicito zadrzavaju na koloni i to zbog specifi¢nih kemijskih interakcija,
sastava nepokretne i pokretne faze, te prirode analizirane tvari.

Neki od najce$¢e koriStenih detektora su UV/VIS spektrofotometar, fluorimetar,

elektrokemijski detektor i spektrometar masa. Razlikuju se u radu jedan od drugog, svaki je
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8§ 2. Literaturni pregled 7

specifi¢an, a zajedni¢ko im je da svi daju signal koji je proporcionalan nekom odredenom
svojstvu analita. Sustavom HPLC se upravlja s ra¢unala, pri ¢emu se odredeni parametri mogu
kontrolirati i mijenjati, dok se prikupljeni podaci mogu dodatno obradivati.>*3

Kako bi doslo do povoljnog odjeljivanja vazan je dobar izbor pogodnih otapala od kojih
ée se sastojati pokretna faza.'* Pri kromatografiji normalnih faza najée$ée su pogodnija polarna
otapala. To¢nije, u slu¢aju kromatografije normalnih faza poveé¢anjem polarnosti povecava se
jakost otapala, dok se u slu¢aju kromatografije obrnutih faza pove¢anjem polarnosti smanjuje.®’

Kao pokretna faza u vecini slucaja se koristi vodena otopina i to najée$¢e u kombinaciji
s metanolom ili acetonitrilom, organskim otapalom. pH-vrijednost je takoder jedan od bitnih
parametara, koja se podesava dodatkom Kiseline ili baze u vodenu pokretnu fazu. U svrhu
postizanja dobrog razlu¢ivanje kromatografskih vrpci, potrebno je da pH-vrijednost pokretne

faze bude dvije pH jedince ispod ili iznad vrijednosti pKa analita.’®
2.3. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (MS) je analiticka instrumentna tehnika koja sluzi za analizu
molekula na temelju omjera njihove mase i naboja. Koristi se za kvantifikaciju, identifikaciju i
detekciju malih farmaceutskih molekula, te njihovih degradacijskih produkata i metabolita. S
obzirom na osjetljivost, tom metodom moguce je analizirati male volumene uzoraka (manje od
10 pL).

Analizator se moze povezati s tekucinskom kromatografijom, mikro¢ipovima i
kapilarnom zonskom elektroforezom. Na taj nac¢in dobivaju su tehnike koje su kontinuirano
vezane (engl. on-line) u kojima se prilikom analize gubi malo uzorka, ali su vremenski manje
zahtjevne. Zbog ogranicenja pojedinih metoda mogu se koristiti i diskontinuirane metode (engl.
off-line), a neke od njih su MALDI-MS (engl. Matrix assisted laser desorption/ionization,
MALDI) i nanosprej-MS. LC-MS/MS je spregnuti vezani sustav tekuéinske kromatografije i
tandemne spektrometrije masa koji omogucava analizu iona i to uz bolju fragmentaciju ili

odvajanje. Struktura analiziranog iona moze se odrediti prema dobivenim spektrima masa.®
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2.3.1. Dijelovi spektrometra masa

Spektrometar masa sastoji se od tri dijela: ionskog izvora, analizatora masa i detektora
(slika 3).

' lonski Analizator| " Spektar
» * » Detektor ‘ Racunalo ‘
| Ulaz izvor masa masa

VAKUUM

Slika 3. Shematski prikaz spektrometra masa

Do ionizacije molekula dolazi u ionskom izvoru. Molekule se mogu razli€ito ionizirati i t0
ovisno o koli¢ini energije koja se primjenjuje u procesu ionizacije te o svojstvima analita. Za
ionizaciju molekula u plinovitom stanju koristi se ionizacija elektronima, kemijska ionizacija i
ionizacija u polju. Prilikom ionizacije elektronima dolazi do sudara izmedu molekula uzorka i
elektrona pri ¢emu nastaje veliki broj fragmenata, te u spektru masa moze izostati signal
molekulskog iona. Kemijska ionizacija koristi plin reagens za ionizaciju molekula uzorka za
razliku od ionizacije elektronima. Prvo dolazi do ionizacije plina reagensa ionizacijom
elektronima, koji zatim ionizira uzorak reakcijama kojim mogu nastati pozitivno i negativno
nabijeni ioni. Signal molekulskog iona jasno je vidljiv u sprektru masa koji je nastao pri
kemijskoj ionizaciji. lonizacija poljem koristi snagu elektri¢nog polja ¢ime dolazi do izbijanja
elektrona iz molekule uzorka. Tom metodom nastaju kationski radikali.t’

Za ionizaciju uzoraka u ¢&vrstom stanju koriste se tehnike kao S§to su matricom
potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem (na engl., MALDI), ali i ionizacija
bombardiranjem sekundarnim ionima (engl. secondary ion mass spectrometry, SIMS). U
slu¢aju metode MALDI Koristi se otopina malih organskih molekula (matrice). Nakon $to
otapalo ispari laserom se osvijetli matrica s uzorkom. Energija lasera se apsorbira matricom, te
time dolazi do desorpcije i ionizacije analita. Nakon bombardiranja povrSine uzorka snopom
iona nastaju ioni analita kod ionizacije SIMS. Navedenoj metodi slicna je metoda
bombardiranjem brzim atomima (engl. fast atom bombardment, FAB) u kojoj se uzorci otope

u nehlapljivoj matrici, najéesce glicerolu.*’®
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lonizacija uzoraka direktno iz otopine je najbitnija kod vezanog sustava tekucinske
kromatografije i spektrometrije masa (LS-MS). Tehnike poput elektrorasprSenja (engl.
Electrospray ionization, ESI), termorasprsenja (engl. thermospray, TSP), kemijske ionizacije
pri atmosferskom tlaku (engl. Atmosferic pressure chemical ionization, APCI) i ionizacije
fotonima pri atmosferskom tlaku (engl. Atmosferic pressure photoionization, APPI) koriste se
pri atmosferskom tlaku. Kako bi nesmetano prosli od izvora do detektora, ioni se uvode u
analizator masa koji je smjesten u vakuumu. Vazno je da su otvori koji sluze za prolaz iona
dovoljno veliki kako bi se omoguéio prolazak $to veteg broja iona, ali ne previse zbog
odrzavanja vakuuma u analizatoru masa.

U vezanom sustavu LC-MS jedna od najvaznijih tehnika ionizacije je ionizacija
elektroraspr$enjem. Razlog toga je $to se moze primijeniti na polarne, nepolarne, ali i termicki
nestabilne spojeve. Elektri¢no polje primjenjuje se na metalnu kapilaru kroz koju prolazi
otopina s analitom. Djelovanjem tog elektri¢nog polja odvaja se pozitivni i negativni naboj u
otopini. Postoji moguénost da se kapilara priklju¢i na pozitivan kraj izvora napona, pri ¢emu
pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi gdje se zatim akumuliraju.l” Nedostatak ove tehnike
je Sto matrica moze utjecati na ionizaciju analita. Sastojci matrice ili eluensa mogu utjecati na
isparavanje otapala, $to izravno moze utjecati na prelazak analita u plinovito stanje.®

Uzorak je najprije potrebno prodcistiti, razrijediti ili poboljsati kromatografsko
razlucivanje. Pri tome se moze koristiti metoda umjeravanja gdje standardna otopina ne sadrzi
analit.2°*21'22

Svrha analizatora masa je razdvajanje iona koji su nastali u vakuumu i to na temelju
omjera njihove mase i naboja. Najcesce koristeni, te ujedno najvazniji analizator masa je onaj
koji mjeri vrijeme leta (engl. time off light, TOF) i kvadrupolni analizator masa, dok se u
posljednje vrijeme razvio orbitalni analizator masa s ionskom klopkom. Analizator masa koji
mjeri vrijeme leta radi na principu da razdvaja ione iste energije, ali razli¢itih omjera mase i
naboja (m/z) s obzirom da putuju razli¢itim brzinama. Svi ioni imaju isto pocetno ubrzanje, te
se pocinju razdvajati kada u cijevi ne djeluje nikakvo elektricno polje. Toni Koji imaju veéi
omjer mase 1 naboja (m/z) putuju sporije u odnosu na one s manjim omjerom m/z. Mjerenjem
vremena u kojem ioni dodu od izvora do detektora racuna se masa. Kvadrupolni analizator masa
sastoji se od Cetiri elektrode. Dvije suprotne koje su pozitivno nabijene, dok su preostale dvije
negativno nabijene. Kombinacija izmjeni¢nog i radiofrekventnog potencijala primjenuje se na

elektrode. loni koji imaju odredenu vrijednost m/z i gibaju se stabilnom putanjom u
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osciliraju¢em elektricnom polju, odvajaju se od ostalih, te dolaze na detektor. Kod kvadrupolnih
analizatora postoji moguénost spajanja u seriju. Jedan od novijih analizatora masa je orbitalni
analizator masa s ionskom klopkom. Navedeni analizator koristi elektrostatsku klopku s
Fourierovom transformacijom za odijeljivanje i detekciju iona.

Posljednji dio masenog spektrometra je detektor. Nakon $to produ kroz analizator ioni
ulaze u njega, te se detektiraju na osnovi mase, brzine ili naboja. Neophodno je pojacati signale
koje daje detektor buduci sa jako mali broj iona prode kroz analizator. Najpoznatiji detektori su
Faradayev cilindar, opti¢ki detektori, fotografska plo¢a, te multiplikatori elektrona.?

ACQUITY QDa je opticki detektor koji omogucéuje minimalan rizik od neo¢ekivanih
koelucija, te sa sigurnos¢u daje potvrdu komponenti u tragovima. Navedeni detektor poboljsava
analiticku vrijednost i produktivnost svake analize, ali i eliminira potrebu za pokretanjem

dodatnih testova ili pak dugotrajnim alternativnim tehnikama.?*

Slika 4. Prikaz koristenog tekuc¢inskog kromatografa ultravisoke
djelotvornosti (Acquity UPLC H-Class (Waters, SAD))
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2.4. Validacija

Validacija je skup postupaka kojima se dokazuje da bilo koja procedura, proces, oprema,
materijal, aktivnost ili ¢ak sustav djeluje oc¢ekivano pri odredenim uvjetima, te pri tome postize
zadovoljavajucu razinu odredenih parametara. Validacijom se potvrduje da analiticka metoda
rezultira toénim, pouzdanim i konzistentnim podatcima. >?5%” Time se ujedno potvrduje da je
metoda ponovljiva i da je neovisna o osobama koje ju provode, mjestima na kojima se provodi,
upotrebi razlicitih reagensa ili pak radu na razli¢itim uredajima. lzgradnja odredenoga stupnja
pouzdanosti u metodu je najvecéa prednost validacije analitickih metoda. Postoji niz preporuka
kojima se provodi validacija metode, a najc¢esée koristene smjernice su one koje propisuje
Internacionalna organizacija za harmonizaciju (ICH, engl. International conference on
harmonization) — poglavlje Q2 "Validacija analiti¢kih procedura" i Organizacija za hranu i
lijekove (FDA, engl. Food and drug administration) — "Analiticke procedure i validacija
metoda lijekova".

Proces validacije ima nekoliko faza. U prvoj fazi se definira svrha/cilj metode, analit
koji ¢e se testirati 1 mjeriti, o¢ekivani raspon koncentracije, okolina (matriks), oprema na kojoj
¢e se raditi i lokacija. Definiranje kriterija validacije, a to su kriteriji prihvatljivosti odredivanih
parametara 1 karakteristike djelovanja, kao §to su priprema i izvedba eksperimenata obuhvaca
drugu fazu. Treéa faza obuhvaca razvoj plana za kontrolu kvalitete rutinske analize, dok je
posljednja faza izrada validacijskog izvjes¢a i dokumentacije.?® Parametri validacije metode su:
specificnost, selektivnost (utjecaj matriksa), potaknuta razgradnja, linearnost, podrucje
primjene, to¢nost, preciznost, granica detekcije i kvantifikacije, robusnost, stabilnost otopina

uzorka i standarda.

2.4.1. Linearnost

Podru¢je primjene metode definirano je linearnoscu, a odnosi se na moguc¢nost metode
da u zadanom podruc¢ju daje rezultate koji su direktno ili prema definiranoj matematickoj
transformaciji proporcionalni koncentraciji analita u samom uzorku. Procjena hoée li
kalibracija koja je direktno proporcionalna koncentraciji dati dovoljnu to€nost rezultata u
cijelom planiranom podru¢ju primjene metode cilj je samog testiranja ovoga parametra.
Priprema otopine za ispitivanje linearnosti dobiva se razrjedivanjem polazne, koncentrirane

otopine.?8%
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2.4.2. Tocnost

Tocnost analiticke metode predstavlja podudaranje dobivenog rezultata sa stvarno
sadrzanom koli¢inom komponente koja se odreduje. Na gotovom farmaceutskom proizvodu
to¢nost metode se odreduje tako da se u placebo doda poznata koli¢ina standard. Pripravi se niz
otopina razli¢itih koncentracija pri ¢emu se treba pokriti cijelo radon podrucje metode. Za
Ispitivanje tocnosti potrebno je napraviti testiranje na najmanje tri razli¢ite koncentracije te
pripremiti najmanje po tri uzorka za svaku koncentraciju. To¢nost se ispituje na glavnoj
aktivnoj komponenti, u ovom radu to je ceritinib, ali i na svim dostupnim poznatim razgradnim

produktima.?82°

2.4.3. Granica kvantifikacije

Najniza koncentracija analita koja se moze detektirati, ali ne nuzno i kvantificirati je
granica detekcije. Odreduje se na temelju omjera signala kromatografskog pika i Suma bazne
linije, ¢ija je prihvacena vrijednost 3:1. Granica kvantifikacije je pak najmanja koncentracija
analita u uzorku koja je odredena s prihvatljivom precizno$¢u i to¢nosc¢u i to u definiranim
uvjetima. Za odredivanje granice kvantifikacije koristi se vrijednost omjera signala
kromatografskog pika i Suma 10:1. Pri tome se analiziraju standardne otopine analita, odnosno
otopine poznatih koncentracija. U veéini slucajeva granica kvantifikacije (LOQ, engl. limit of
quantification) je dvostruko, odnosno trostruko veéa od granice detekcije (LOD, engl. limit of

detection). %

2.5. DryLab

Prilikom razvoja UHPLC ili HPLC metode koriste se razlicite kolone, otapala, te pufera.
Obzirom da je potrebno podesavati pH-vrijednost mobilne faze, vrijeme razvijanja efikasne
metode moze biti dugotrajno. Kako bi se postigao brzi razvoj metode, poboljsala efikasnosti, te
dobilo vise specifi¢nih podataka o samim metodama, razvijeni su brojni ra¢unalni programi.
Jedan od njih je DryLab® (Molnar Institute, Berlin, Njemacka)®® koji se koristi za
eksperimentalno modeliranje. Primjenom programa DryLab mogu se predvidjeti
kromatografska ponasanja analiziranih sastojaka na jednoj nepokretnoj fazi, tako da se prvo

definiraju odredeni parametri, kao $to su pH-vrijednost i protok pokretne faze, naéin eluiranja,

temperatura i ostali parametri. Navedeni program smanjuje vrijeme koje je potrebno za

Borna Masié Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 13

optimizaciju metode u rutinskim primjenama te daje informacije o promjenama razlicitih
faktora) prilikom kromatografskih analiza kao $to su temperatura, vremenski gradijent, pH-
vrijednost itd.

Primjenom programa DryLab mogu se odrediti promjene koje utje¢u na kvalitetu
metode. U program se, na temelju rezultata dobivenih pocetnim eksperimentima u razvoju
UHPLC metode analize, unesu retencijska vremena i povrsine signala odijeljenih sastojaka
uzorka. Na temelju prepoznavanja povrsine signala pojedinih komponenti, program automatski
prepoznaje i prati pikove. Ukoliko je pocetni volumen uzorka bio konstantan tijekom analize
prepoznavanje pikova je dobro. Medutim, pogreske u rezultatima dobivenih programom mogu
biti uvjetovane zbog prisutnosti signala koji imaju slicne povrsine, velikog broja sastojaka
smjese te promjena u retencijskom vremenu analita.

Najces¢i parametri koji se unose u program su temperatura, vrijeme trajanja
eksperimenta i pH-vrijednost pokretne faze. Promjenom pojedinih parametara program
generira trodimenzijski prikaz ovisnosti jednog parametra o druga dva. S obzirom na broj
parametara koji se Zeli modificirati dobiju se graficki prikazi u funkciji jednog parametra, 1D
(kriti¢na vrijednost parametra na y-osi), dva parametra, 2D (kriti¢na vrijednost parametra
predstavljena povrsinom odgovarajuée boje na dvodimenzionalnu grafu), ili tri parametra, 3D,

pri ¢emu se dobije kocka ¢ija povrSina predstavlja kriticnu vrijednost parametra (slika 5).

Slika 5. Grafi¢ki prikaz 1D, 2D i 3D kriti¢nih rezolucija®

Crvena boja predstavlja podrucja gdje je doslo do zadovoljavajué¢eg odvajanja, dok su plavom

bojom oznacena podrucja gdje postoje neka preklapanja ili gdje se mogu potencionalno pojaviti

neki drugi problemi tijekom analize.3>%
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Opis polaznog materijala

Strukture ceritiniba i onec¢i$¢enja, njih 5, prikazane su u tablici 1. KoriSteni polazni materijali

sintetizirani su u Plivi i koriSteni bez prethodnog proc¢is¢avanja. Spojevi su u tablici prikazani

prema porastu relativne molekulske mase.

Tablica 1. Prikaz struktura oneciséenja i po¢etnog uzorka.

Oznaka Struktura Masa Toc¢na Proizvodag
uzorka masa
CH, MNH
TAPI
CRT-1 248,364 | 248,1889 Pliva
i 2HE Hrvatska
0 \I/cH3I
CH3
Cl
~ry
| .. TAPI
CRTimp 1 oo™ 327,787 | 327,0444 Pliva
0=5=0 Hrvatska
H3C \k
lCH3
Cl
~y
| A TAPI
CRT -2 R 346,232 | 345,0105 Pliva
o=s=o0 Hrvatska
HC ’k
CH3

Borna Masié

Diplomski rad




8 3. Eksperimentalni dio 15
CH, MH
g Xy TAPI
CRT | /7]\ 558,135 | 557,2227 Pliva
N ! i Hrvatska
0—s—0 o\‘/CH3
Halit)\'i:H3 CH,4
CH, MH
v TAPI
CRT imp 3 Mo 558,135 | 557,2227 Pliva
1 N L Hrvatska
0=s5=0 CI\I/CH3
HBC)\CH3 CH,
ﬁg\ { \)
A= e TAPI
CRT imp 2 Sy 11 867,906 | 866,2566 Pliva
@N L Hrvatska
H;izzo O\(SCH3

3.2. Oprema i instrumenti

e Kromatograf: Acquity UPLC H-Class (Waters, SAD)

o Kvaterna pumpa
o Detektor: QDA

o Automatski uzorkivac s kontrolom temperature

o Injektorski sustav

e Kromatografska kolona

o BEHC18, 2,dmm x 100 mm, 1,7 um
o BEH Phenyl, 2,dmm x 100 mm, 1,7 pm

e Racunalni programi

o DryLab Software (Molnar Institut, Berlin)

o Waters ®Empower™ softver
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e Ostala oprema
o Mikrovaga, model XP56 (Mettler-Toledo AG Svicarska)
o pH metar, model PHM220 (Radiometer Analytical SAS, Francuska)
o Ultrazvucna kupelj, Sonrex digital 10P (Bandelin, Njemacka)
o Membranski filtri za pokretnu fazu, RC58, veli¢ina pora 0,2 um (Whatman,
Njemacka)

3.3. Kemikalije

e Metanol, CH3OH, LC Cdistoce prema europskoj farmakopeji Ph Eur (J.T.Baker,
Engleska)

e Acetonitril, CH3CN, LC ¢istoce prema europskoj farmakopeji (J.T.Baker, Engleska)

e Mravlja kiselina, HCOOH, aditiv za LC-MS (Honeywell, Njemacka)

e Amonijak, NHz, vodena otopina, > 25 % NH3z u H2O (Honeywell, Njemacka)

e Amonijev formijat, NHsHCO,, za HPLC, > 99,0 % (Honeywell, Njemacka)

e Kalijev dihidrogen fosfat, , KH2POa, Ultrapure (J.T.Baker, Engleska)

e Fosfatna kiselina, HsPOg, puriss. p.a., > 85 % (Honeywell, Njemacka)

3.4. Priprema pokretnih faza i otapala
3.4.1. Priprema vodenih pokretnih faza

Za potrebe eksperimenta pripremljene su dvije vodene pokretne faze. Za pripravu prve
vodene pokretne faze, razrijedene otopine NHz > 25 %, pipetirano je 1,0 mL u 1000 mL vode,
mijesanjem na magnetskoj mijesalici. Za pripravu druge vodene pokretne faze, 0,1 % HCOOH,
pipetiran je 1,0 mL HCOOH u 1000 mL vode, mijeSanjem na magnetskoj mijesalici. Obje

otopine su filtrirane preko filtera veli¢ina pora 0,2 um direktno u staklenu bocu od 1 L.

3.4.2. Priprema otapala/diluenta

Prije pripreme otapala potrebno je odrediti topljivost oneciS¢enja 1 same aktivne tvari u
istom. Acetonitril se nije pokazao kao dobro otapalo za navedena oneciScenja, te je ispitan

sustav MeOH:MiliQ voda razli¢itih omjera organskog otapala i vode, kako bi se odredio omjer
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pri kojemu je najbolje otapanje svih onecis¢enja i aktivne tvari. Nakon toga pripraviljenaje 1 L
otapalo sastava MeOH:H>0 9:1.

3.5. Priprema pufera

Pripremljena je po 1 L 4 pufera razli¢itih pH-vrijednosti, koncentracije 10 mmol L',
Vrijednosti pH pripravljenih pufera iznosila su redom: 2,0; 4,0; 4,3 1 6,0. Za pripravu pufera
prvo je odvagano 1,36218 g KH2POs, te otopljeno u 1 L MiliQ (engl. Ultrapurewater) vode.
Pufer se profiltrirao preko filtera veli¢ine pora 0,2 um, a pH-vrijednost podesila dodatkom
razrijedene otopinom HsPO4 ukoliko je vrijednost bila visa, odnosno dodatkom razrijedene
otopinom KOH ukoliko je vrijednost pufera bila niza od zeljene.

Takoder je pripremljen pufer volumena 1 L, koncentracije 10 mmol L', pH-vrijednosti
2,0 tako da je odvagano 0,62 g HCOONHeg, te otopljeno u 1L MiliQ vode. Pufer je profiltriran
preko filtera veli¢ine pora 0,2 um, a pH-vrijednost podesila na Zeljenu dodatkom razrijedene

otopine HCOOH, odnosno razrijedene otopine NHa.
3.6. Priprema otopina uzoraka za validiranje metode

Za pripravu otopina masene koncentracije y= 0,25 mg mL izvagano je priblizno 5 mg
uzorka svakog oneciS¢enja i aktivne tvari na mikrovagi, te prebaceno u tikvicu od 20 mL. U
tablici 2. prikazane su mase odvaganih uzoraka. Odvagani uzorci onec¢i$¢enja i aktivne tvari
prebaceni su u odmjernu tikvicu. Dodana je mala koli¢ina pripravljenog otapala u volumnom
omjeru MeOH:H>0 9:1 kako bi se uzorci otopili, te je tikvica stavljena u ultrazvuénu kupelj 1

minutu. Nakon toga, tikvica je nadopunjena je do oznake otapalom.

Tablica 2. Mase odvaganih uzoraka

Ime uzorka m/mg

CRT-1 4,998
CRT imp1 5,025
CRT-2 5,085
CRT 5,005

CRT imp 3 4,995
CRT imp 2 5,051
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Tako priredena otopina sadrzavala je sva oneciS¢enja i aktivnu tvar masenih koncentracija y =
0,25 mg mL! i kao takva koriStena je za pripremu ostalih otopina. 1z navedene otopine
prebacen je 1,00 mL otopine u tikvicu od 10,00 mL, u koju je prethodno stavljeno 3,0 mL
otapala, te je zatim tikvica nadopunjena do oznake. Masena koncentracija tvari u tako
pripremljenoj otopini iznosila je » = 0,025 mg mL™. Otopina u kojoj je masena koncentracija
sastojaka iznosila » = 0,01 mg mL™?, pripremljena je prebacivanjem 1 mL ishodne otopine u
tikvicu od 25 mL i nadopunjavanjem tikvice otapalom do oznake. Otopina masene
koncentracije ¥ = 0,0005 mg mL! pripremljena je prebacivanjem 1 mL otopine koncentracije
7 =0,01 mg mL ! u tikvicu od 20 mL, nakon &ega je tikvica nadopunjena otapalom do oznake.
Masena koncentracija otopine » = 0,0005 mg mL* odgovara granici kvantifikacije metode.
Za pripravu otopine masene koncentracije 1 mg mLt izvagano je na mikrovagi 5,00 mg
uzorka aktivne tvari, te prebaceno u tikvicu od 5 mL. Postupak je ponovljen jo§ 3 puta kako bi
se pripravile ukupno 4 otopine koje su se medusobno razlikovale po koristenom otapalu. Za
pripravu otopine X koriSteno je pocetno otapalo, u slucaju otopine Y kao otapalo koristila se
otopina razine 1 %, za Z otopina razine 0,05 %, a u slucaju otopine W kao otapalo se koristila
otopina razine 2,5 %. Pripravljene otopine koristene su za odredivanje linearnosti u opisanom,

odnosno zadanom koncentracijskom podrucju.

3.7. Parametri UHPLC metode

Pripravljeni uzorci prebaceni su u bocice koje su postavljene u UHPLC instrument.
Promjenjivi parametri bili su vrijednosti valne duljine (220 nm, 240 nm, 270 nm), kolone (C18,
BHE fenil), te eluensi (A = amonijak, mravlja kiselina, B = acetonitril, metanol), dok su
gradijent, protok, otapalo, temperatura te volumen injektiranja bili konstantni. Podatci za jedan

od eksperimenata provedenih pri razvoju metode prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Parametri Sestog eksperimenta pri razvoju UHPLC metode

Kolona i pakiranje WATERS Acquity CSH C18; 100-2,1 mm; 1,7 um
Pokretna faza A Otopina NH3
Pokretna faza B CH3CN
Vrijeme/ min | ¢ (eluens A)/% | ¢ (eluens B) / %
0,00 95 5
10,00 10 90
Gradijent
12,00 10 90
12,01 95 5
14,00 95 5
Otapalo 8:2 (MeOH : Mili  Q voda)
Volumen injektiranja 1uL
Protok 0,35 mL min!
Valna duljina / nm 220
Temperatura kolone 30°C

U metodi koja je kasnije obradena u programu DryLab linearno je mijenjan udio

pokretne faze “B” tijekom vremena, konkretno kretao se u rasponu od 10 % do 98 % kroz 13,

odnosno 25 minuta. Kromatogrami su snimani pri temperaturama od 30 °C i 60 °C. Valna

duljina detekcije bila je 210 nm, kolona BEH Phenyl, pokretna faza B bila je acetonitril, dok je

pokretna faza A bila puffer KH2POa. Koristene su tri razli¢ite pH-vrijednosti pufera: 2,0; 4,0;

te 6,0. KoriSteni parametri prikazani su u tablici 4. Dobiveni kromatogrami su integrirani, a

dobivene vrijednosti unesene u program DryLab kako bi se racunski odredila kona¢na metoda.

Tablica 4. Parametri koristeni za UHPLC eksperimente

Kolona BEH Phenyl
Pokretna faza A KH2PO4
Pokretna faza B CHsCN

¢ (eluens B) / % 5-90

Valna duljina /nm 210
Trajanje gradijenta / min 13 25
Temperature /°C 30 60
pH-vrijednosti 2,0 4,0 6,0
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati UHPLC analize

Na temelju kromatograma dobivenih eksperimentima za koje su promjenjivi i konstatni
parametri navedeni u odlomku 3.7 i prikazani u tablici 4., odabrani su uvjeti za daljnji razvoj
metode za odredivanje onecis¢enja u aktivnoj tvari ceritinib.

Apsorpcijski spektri svih onecis¢enja i aktivne tvari snimljeni su u podrucju valnih
duljina od 200 nm do 400 nm (Slike 6-11) te je na temelju njih odabrana optimalna valna duljinu
za pracenje kromatografskog procesa. Valna duljina pri kojoj su svi spojevi imali §to veéu

apsorpciju bila je 210 nm.
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Slika 6. Apsorpcijski spektar onec¢is¢enja CRT — 1
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Slika 8. Apsorpcijski spektar onecis¢enja CRT imp 1
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Slika 11. Apsorpcijski spektar onecis¢enja CRT imp 2

Kombinacija vodene i organske faze, NHz i MeOH nije se pokazala kao dobra jer glavni

pik, pik aktivne tvari CRT, izlazi tek na kraju kromatograma, prikazano na Slici 12. Isti

problem, ali 1 razvu€enost ostalih pikova uoceno je u kromatogramu kada je kao pokretna faza

koristena smjesa NHz i CH3CN (Slika 13.). U daljnim eksperimentima za razvoj metode kao

organska faza koristen je acetonitril i nize pH-vrijednosti.
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Slika 15. Kromatogram sastojaka smjese odjeljenih na BEH Phenyl koloni uz pokretnu fazu:
HCOOH i MeOH

U nastavku rada varirana je pH-vrijednost pufera KH2PO4 (2,0; 4,0 i 6,0), dok je kao
pokretna faza koristen CH3CN i MeOH. Eksperimenti su provedni na C18 i BEH Phenyl
koloni. Koristenjem pufera kao vodene faze, za razliku od HCOOH ili NH3, dobiveni pikovi su
uzi i visi. Zbog utjecaja ionske jakosti pufera postignuta je znatno bolja rezolucija.

Kada se kao organska faza koristio MeOH, pik aktivnog sastojka, kao i pikovi

onecis¢enja uoceni su u kromatogramu pri veé¢im vrijednostima vremena zadrzavanja te je zbog

Borna Masié Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 26

toga za daljnji razvoj metode odabrana jaca organska pokretna faza, acetonitril. Takoder je za
razvoj konac¢ne metode odabrana kolona BEH Phenyl, jer je na toj koloni postignuto bolje
razlu¢ivanje u odnosu na C18 kolonu, odnosno pikovi su bili ostriji i uzi.

Kako bi se dobili podatci o integriranim podru¢jima Zeljenih pikova koji su neophodni
za DryLab analizu provedeni su novi eksperimenti. Eksperimenti su provedeni pri navedenim
uvjetima: temperaturama od 30 °C i 60 °C, razli¢itim trajanjem eksperimenta od 13 i 25 minuta,
te pri tri pH-vrijednosti (2,0; 4,0; 6,0) pufera KH2PO4. Koristena organska faza bila je CHzCN,
a zajedno s ostalim navedenim, parametrima koristena je kolona BEH Phenyl. Na temelju
provedenih eksperimenata za DryLab uocljiv je bio utjecaj razli¢itih temperatura, ali i pH-
vrijednosti na zadrzavanje pojedinih sastojaka smjese na koloni. Povisenjem temperature
vrijeme zadrZavanja je krace, a promjena pH utjece na polozaj pikova oneéisé¢enja u odnosu na
pik ceritiniba na kromatogramu. Pri uvjetima pH 2,0, temperaturi od 60 °C, i linearnom dijelu
gradijenta u trajanju od 13 min vidljivo je preklapanje pikova onecis¢enja CRT - 2 i CRT imp
3. Navedene pikove tesko je medusobno razlikovati na kromatogramu, te se u tu svrhu
oneciS¢enja mogu pojedinacno analizirati po danim uvjetima metode. Rezultat navedene
analize je asignacija pojedinog pika odgovaraju¢em onecisc¢enju. ,,Ulazak* pika oneciS¢enja
pod glavni pik, odnosno preklapanje pikova onecis¢enja CRT 2 i glavnog pika ustanovljeno je
pri pH 4,0 na obje temperature i oba gradijenta, dok je pri pH 4,0, temperaturi od 60 °C, te
gradijentu 25 min pik od onecis¢enja CRT - 2 izasao ispred glavnog pika.

Na temelju rezultata ranije provedenih eksperimenata, integriranim povrSinama Zeljenih
pikova i analizom provedenom u programu DryLab, predlozeni su uvjeti kona¢ne metode. U
svrhu dobivanja ostrijih, bolje razdvojenih pikova i kraceg vremena trajanja analize, predlozena
metoda prilagodena je realnom sustavu. Prema Slici 16., koja prikazuje ovisnost t/min o T/°C,
odabrano je crveno podrucje Sto je znak vece stabilnosti i boljeg razdvajanja, uz nizu
temperaturu, te krace vrijeme eksperimenta. Ranije provedenim eksperimentima odabrani su
konacni parameteri za metodu kojom se odreduju oneciS¢enja u ceritinib aktivnoj tvari. Metoda

je prikazana u tablici 5.
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Slika 16. Graficki prikaz rezultata dobivenog DryLab metodom

Tablica 5. Parametri razvijene metode za UHPLC

Kolona i pakiranje BEH Phenyl, 2,1mm x 100 mm, 1,7 um
Eluens A Pufer (KH2PO4); pH = 4,3
Eluens B CHsCN
Vrijeme/ min | ¢ (eluens A)/ % | o (eluens B) / %
0,00 90 10
2,00 81 19
3,50 65 35
Gradijent 0,09 > 42
9,00 40 60
12,00 10 90
14,00 10 90
15,00 90 10
17,00 90 10
Otapalo 9:1 (MeOH : MiliQ voda)
Volumen injektiranja / uL 1
Protok / mL min! 0,40
Valna duljina/ nm 210
Temperatura kolone / °C 55
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4.2. Linearnost

Za svih 5 onecis¢enja i aktivnu tvar provedeno je ispitivanje linearnosti. Postupak
linearnosti procjenjuje se u rasponu koncentracije od 0,0005 do 0,025 mg mL™* pripremljenog
analita u otapalu koriste¢i 3 toCke (tri razli¢ite koncentracije) na kalibracijskoj krivulji.
Razrjedenja su napravljena kao S§to je opisano u poglavlju 3.6. Kao donja granica ispitivanja
linearnosti uzeta je granica detekcije masene koncentracije 0,0005 mg mL™. Gornja granica
postavljena je na 0,025 mg mL™. Rezultati su prikazani u tablicama 5 — 10, dok tablica 11.

prikazuje pojedine parameter linearnosti.

Tablica 5. Rezultati studije linearnosti provedeni na CRT aktivnoj tvari

Uzorak Masena Nivo* / % Odziv Nagib RRF**
koncentracija / detektora pravca
mg mL?
CRT_1 5,005 x 10 0,05 3878
CRT_2 1,001 x 1072 1 79473 7812576 1
CRT_3 2,503 x 1072 2,5 195241

* Koncentracijski nivo izraZen s obzirom na masenu koncentraciju u obliku postotka
**RRF- relativni faktor odgovora (engl. Relative Response factor): omjer nagiba one¢is¢enja i

nagiba aktivne tvari

Tablica 6. Rezultati studije linearnosti provedeni na CRT — 1 one¢i$¢enju

Uzorak Masena Nivo / Odziv Nagib pravca RRF
koncentracija / % detektora
mg mL*
CRT 11 4,998 x 10* 0,05 5994
CRT 1.2 9,996 x 103 1 118192 11584432 1,5
CRT_ 1 3 2,4990 x 1072 2,5 290004

Tablica 7. Rezultati studije linearnosti provedeni na CRT — 2 onec¢i$¢enju

Uzorak Masena Nivo / Odziv Nagib pravca RRF
koncentracija / % detektora
mg mL*!
CRT 2 3 5,0850 x 107 0,05 4886
CRT 2 3 1,0170 x 1072 1 102186 9667841 1,2
CRT_2 3 2,5425 x 10°2 2,5 246317

Borna Masié Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava

29

Tablica 8. Rezultati studije linearnosti provedeni na CRT imp — 1 one¢i$¢enju

Uzorak Masena Nivo / Odziv Nagib pravca RRF
koncentracija / % detektora
mg mL?
CRT imp1_1 5,025 x 10 0,05 5584
CRT_impl 2 1,0050 x 102 1 109559 10540480 1,4
CRT_impl 3 2,5125 x 102 2,5 265582
Tablica 9. Rezultati studije linearnosti provedeni na CRT imp — 2 one¢i$¢enju
Uzorak Masena Nivo / Odziv Nagib pravca RRF
koncentracija / % detektora
mg mL*!
CRT_imp2_1 5,0510 x 10* 0,05 3883
CRT_imp2_2 1,0102 x 102 1 60068 6926561 0,2
CRT_imp2_3 2,5255 x 1072 2,5 173091
Tablica 10. Rezultati studije linearnosti provedeni na CRT imp — 3 onecis¢enju
Uzorak Masena Nivo / Odziv Nagib pravca RRF
koncentracija / % detektora
mg mL*!
CRT_imp3_1 4,9950 x 10 0,05 2537
CRT_imp3_2 9,990 x 103 1 72023 7214971 0,9
CRT_imp3_3 2,4975 x 1072 2,5 179268

Tablica 11. Linearnost oneciséenja

Uzorak Nagib pravca RRF
CRT 7812576 1,0
CRT-1 11584432 1,5
CRT-2 9667841 1,2
CRTimp1 10540480 14
CRTimp 2 6926561 0,9
CRTimp3 7214971 0,9

Na temelju rezultata prikazanih u tablicama 5-10 provedene studije linearnosti graficki je

prikazana ovisnost odziva detektora (povrsine kromatografskog pika) o koncentraciji standarda

(slike 17-22).
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Slika 17. Ovisnost povrsine kromatografskog pika aktivne tvari CRT o koncentraciji, prema
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Slika 18. Ovisnost povrSine kromatografskog pika onec¢is¢enja CRT — 1 0 koncentraciji,

prema podacima iz tablice 6.
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Slika 19. Ovisnost povrsine kromatografskog pika onecisé¢enja CRT — 2 0 koncentraciji,

prema podacima iz tablice 7.
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Slika 20. Ovisnost povrSine kromatografskog pika onec¢iséenja CRT imp 1 o koncentraciji,

prema podacima iz tablice 8.
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CRT IMP 2
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Slika 21. Ovisnost povrsine kromatografskog pika onecis¢enja CRT imp 2 o koncentraciji,

prema podacima iz tablice 9.

CRT IMP -3

200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Odziv detektora / Povrsina

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

Koncentracija mg mL™

Slika 22. Ovisnost povrsine kromatografskog pika onec¢iséenja CRT imp 3 o koncentraciji,

prema podacima iz tablice 10.

Na temelju dobivenih podataka vidljivo je da je metoda linearna za aktivnu tvar CRT i 4
onegiséenja, CRT-1, CRT-2, CRT imp 1, te CRT imp 3 u podruéju od 0,0005 mg mL™ do
0,025 mg mL . Obzirom da je u navedenom rasponu koncentracija komponenti zabiljezena

linearna ovisnost odaziva detektora o koncentraciji dovoljna je priprema standarda na jednom
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koncentracijskom nivou. Razlog toga je §to u svakodnevnoj analizi uzoraka nije potrebno

pripremati kalibracijski pravac.
4.3. Analiti¢ki povrat

Analiti¢ki povrat (engl. Recovery) odreden je usporedbom odgovora analiziranog uzorka
sa odgovorom standardnog referentnog materijala otopljenog u Cistom otapalu. Ukoliko je
validacija zadovoljavajuca, analiticki povrat odreden za razliCite koncentracije moze se
iskoristiti za korekciju kona¢nih rezultata. Odabrane koncentracije trebaju pokriti $irok raspon
koncentracija i trebaju se uzeti u obzir i one koncentracije blizu granice kvantifikacije. Tablice
12-14 prikazuju analiticki povrat one¢is¢enja pri sljede¢im razinama: 0,025 mg mL2, 0,01 mg
mL, 0,0005 mg mL1,

Tablica 12. Analiti¢ki povrat one¢iséenja pri razini 0,025 mg mL™!

Standardna | "Cijepljene
otopina otopine Analiti¢ki
OneciSc¢enja | oneciS¢enja (prosjek povrat / %
(prosjek povrsina)
povrsina)
CRT-1 290004 290988 100,3
CRT -2 246317 242752 98,6
CRTimp1 235582 270782 1149
CRT imp 2 173091 172260 99,5
CRTimp 3 179268 181227 101,1

Tablica 13. Analiti¢ki povrat one¢iséenja pri razini 0,01 mg mL™

Standardna | "Cijepljene”
otopina otopine Analiticki
Onecisc¢enja | oneciS¢enja (prosjek povrat / %
(prosjek povrsina)
povrsina)
CRT-1 118192 118390 100,2
CRT-2 102186 118390 99,2
CRT imp 1 109559 110115 100,5
CRT imp 2 60068 87044 144
CRT imp 3 72023 72881 101,2
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Tablica 14. Analiti¢ki povrat one¢iéenja pri razini 0,0005 mg mL!

Standardna | "Cijepljene™
otopina otopine Analiticki
OneciSc¢enja | oneciS¢enja (prosjek povrat / %
(prosjek povrsina)
povrsina)
CRT-1 5994 5625 93,8
CRT-2 4886 5755 117,8
CRTimp1l 5584 5706 102,2
CRT imp 2 3883 5536 141,0
CRT imp 3 2537 3129 123,3

4.4. Granica kvantifikacije

Za odredivanje granice kvantifikacije metode pripremljena je otopina koncentracije y =

0,0005 mg mL™, na nacin opisan u odlomku 3.6. Rezultati su prikazani u tablici 15.

Tablica 15. Izracun to¢nosti za aktivnu tvar i oneciséenja

Onecisc¢enje* | Nivo** / % Tocnost / % RSD /%
CRT 0,05 102,6 1,3
CRT-1 0,05 87,3 0,7
CRT-2 0,05 79,1 0,8
CRTimp1l 0,05 80,3 0,5
CRT imp 2 0,05 99,2 3,7
CRT imp 3 0,05 94,7 6,3

*Prosjecna vrijednost 3 injektiranja svakog onecis¢enja i aktivne tvari

** Koncentracijski nivo izraZen s obzirom na masenu koncentraciju u obliku postotka
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Prihvatljivi omjer S/N za granicu kvantifikacije je 10:1. U tablici 16. prikazane su
vrijednosti omjera S/N svih onecis¢enja u odredivanim uzorcima. Za granicu kvantifikacije

odredena je vrijednost 0,0005 mg mL™

Tablica 16. Prikaz omjera signala kromatografskog pika i Suma

Onecis¢enje* Prosjek S/N
0,0005 mg mL™

CRT 19
CRT-1 35
CRT-2 28
CRTimp 1 51
CRT imp 2 35
CRT imp 3 13

*Prosje¢na vrijednost 3 injektiranja svakog onecis¢enja i aktivne tvari
4.5. LC-MS analiza

Pripravom, te ujedno koristenjem zasebnog pufera HCOONH4 za MS analizu, pH
vrijednosti 4,3 potvrdene su mase pojedinih onecis¢enja ceritinib aktivne tvari. U prilozenim
spektrima prikazanim na slikama 22-26 vidljive su vrijednosti m/z pojedinih oneéiscenja, koje
se podudaraju s to¢nim masama prikazanih u tablici 17. U slucaju MS spektara prikazanih na
slici 23. 1 25. vidljivi su izotopni signali korisni za odredivanje broja atoma klora (CI) u molekuli
koji daje doprinos signalu (M+2)*. Na slici je takoder vidljivo da je signal nakon glavnog pika

jednak trecini njegova odziva sto odogovara izotopu samog klora.
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Tablica 17. Rezultati masenospektrometrijske analize za onecis¢enja i aktivnu tvar

Uzorak Struktura molekule M+1 Toc¢na masa
CRT-1 " 2492 248,1889
T:H/ 3
il
)§
QN g
CRT imp 1 i & 328,1 327,0444
HC \k
Cl
Ny
| /)\ 346
CRT -2 v 348 (M+2) 345,0105
D50
HC /k
CH3
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CH, MH
Cl
X
CRT 558,2 557,2227
LA,
H H
0—s—0 o\‘/cH3
H3C/J\CH3 CH,
CH, MH
cl
N
CRTimp 3 | 558,2 557,2227
N/LN/ M
H H
0—s5—=0 o\l/cH:1
Hati/J\CH3 CH,
/ﬁ& § ?
cH N)‘\-‘N i 0:3/0
CRT imp 2 @ - B | 867,4 866,2566
I NAH 869,4 (M+2)
& 19
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§5. ZAKLJUCAK

Svrha ovog rada bila je razviti brzu, ponovljivu i jednostavnu metodu za odredivanje
onecis¢enja u ceritinibu. Za odvajanje i kvantitativno odredivanje oneciS¢enja i ceritiniba
koristila se tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti, dok je za potvrdu rezultata
koristen sustav LC-MS.

Za optimizaciju kromatografskih uvjeta koristen je program DrylLab. Analizom
rezultata odredili su se optimalni kromatografski uvjeti: temperatura 49 °C s ukupnim
vremenom trajanja metode od 20 minuta. Dobiveni parametri prilagodeni su realnom sustavu
pri ¢emu je temperatura kona¢ne metode iznosila 55 °C, a ukupno vrijeme kromatografskog
odvajanja 17 minuta. Analiza je provedena na BEH Phenyl koloni uz koristenje pufera KH2PO4
pH vrijednosti 4,3 dok je za organsku fazu odabran CH3CN.

Razvijena je brza i u¢inkovita UHPLC metoda, s visokom osjetljivoscu i kratkim

trajanjem analize za odredivanje oneciS¢enja u ceritinibu.
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

OZNAKA NAZIV
ALK kinaza aplasticnog limfoma
APCI kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku
APPI ionizacija fotonima pri atmosferskom tlaku
CD karbidopa
ESI ionizacija elektrorasprSenjem
FAB bomardiranje brzim atomima
FDA organizacija za hranu i lijekove
HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
ICH internacionalne konferencije za harmonizaciju
LC tekucinska kromatografija
LC-MS tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa
LOD granica detekcije
LOQ granica kvantifikacije
MALDI matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem
m/z omjer mase i naboja
NSCLC rak pluc¢a nemalih stanica
SIMS ionizacija bomardiranjem iona
S/N omjer signala i Suma
TOF analizator koji mjeri vrijeme leta
TSP toplinske ionizacije rasprSenjem
UHPLC tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti
UV/IVIS UV-Vis spektroskopija
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