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1. UVOD

1.1. RIBOCIKLIB

Ribociklib je antineoplastik koji spada u skupinu inhibitora protein kinaza. Koristi se u
lijeenju lokalno uznapredovalog ili metastaziranog raka dojke. Primjenjuje se samo kada
stanice raka na povrSini imaju eksprimiran hormonski receptor (HR), a nemaju velike koli¢ine
eksprimiranog receptora za humani epidermalni faktor rasta (HER2). Uvijek se koristi u
kombinaciji s hormonskom terapijom koja ¢e smanjiti djelovanje estrogena; ili s fulvestrantom
koji je kompetitivni inhibitor estrogenskih receptora ili sa inhibitorom aromataze koji ¢e

smanijiti razine estrogena (ema.europa.eu).

1.1.1. Mehanizam djelovanja ribocikliba

Ribociklib (Slika 1) je selektivni inhibitor kinaza ovisnih o ciklinima (eng. cyclin-
dependant kinase, CDK) 4 i 6. Kinaze ovisne o ciklinima su grupa protein kinaza koje u
kompleksu sa ciklinima imaju vaznu ulogu u regulaciji stani¢nog ciklusa. Kljuéna regulacijska
tocka stanicnog ciklusa, prijelaz iz G1 faze (stanica metabolicki aktivna i raste) u S fazu
(udvostru¢enje DNA) regulirana je signalnim putem koji ukljucuje kompleks ciklin D-CDK4/6
te fosforilaciju retinoblastoma proteina (pRb) (Tripathy i sur., 2017). Promjene u ovom
signalnom putu jasno su povezane s patogenezom raka dojke, a pojacana ekspresija ciklina D1

izrazena je u 50% svih stanica raka dojke.
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Slika 1. Struktura ribocikliba



Aktivni kompleks ciklina D i CDK 4/6 ima aktivnost protein kinaze te fosforilira
nizvodne proteine. Vazan supstrat je protein retinoblastoma (pRb) koji se u nefosforiliranom
obliku veze za transkripcijski faktor E2F i tako zaustavlja transkripciju gena odgovornih za
napredovanje stani¢nog ciklusa. Kompleks CDK 4/6-ciklin D fosforilira protein
retinoblastoma, a transkripcijski faktor E2F se otpusta od Rb-proteina te potiCe transkripciju

gena nuznih za prijelaz u S fazu stani¢nog ciklusa. ( Ban i sur., 2019).

Kompleks CDK 4/6-ciklin D ne predstavlja aktivhu konformaciju enzima sve dok se na
kompleks ne vezu molekula ATP-a i peptidni supstrat. Ribociklib je mala molekula koja se
selektivno veze na aktivno mjesto CDK 4 i 6, na veznom mjestu ATP-a te tako sprjecava
nastanak kataliticki aktivne konformacije enzima ¢ime se sprjecava fosforilacija pRb i prijelaz

iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa ( Martin i sur., 2017).

1.1.2. Farmakokinetika ribocikliba

Apsolutna bioraspolozivost ribocikliba nije poznata dok su farmakokinetic¢ka ispitivanja
pokazala kako se maksimalna koncentracija lijeka u plazmi postize 1-4 h nakon peroralne
primjene lijeka. Vezanje za proteine ljudske plazme (ispitivano in vitro) iznosilo je oko 70 % i
bilo je neovisno o koncentraciji, dok je u in vivo uvjetima ribociklib bio jednako distribuiran
izmedu crvenih krvnih stanica i plazme uz srednji omjer krv-plazma od 1,04. Prividni volumen
distribucije u stanju dinamicke ravnoteze iznosio je 1090 | (ema.europa.eu). Eliminacija
ribocikliba odvija se prvenstveno putem hepatickog metabolizma (CYP 3A4). Nakon peroralne
primjene lijeka, primarni metaboli¢ki putevi ukljucivali su oksidaciju, dealkilaciju, C 1 N-
oksigenaciju i njihove kombinacije. Faza Il biotransformacije ukljucivala je N-acetilaciju,
sulfataciju, konjugaciju cisteinom, glukozilaciju i glukuronidaciju, a glavni cirkulirajuci
metaboliti ukljucivali su metabolit M13 (CCI284, N-hidroksilacija), M4 (LEQ803, N-
demetilacija) 1 M1 (sekundarni glukuronid), a njithova farmakoloska aktivnost bila je

zanemariva u usporedbi s ishodiSnom molekulom.

Metabolizam ribocikliba je ekstenzivan pri ¢emu nepromijenjeni lijek predstavlja 17,3
% primjenjene doze u fecesu te 12,1 % u urinu. N-demetilirani metabolit predstavljao je 13,9
% primijenjene doze u fecesu, odnosno 3,74 % u urinu. Brojni drugi metaboliti prisutni su u

fecesu i urinu, ali u koli¢inama manjim od 2,78 %.



Srednja vrijednost poluvijeka u plazmi iznosila je 32 sata, a ribociklib i njegovi
metaboliti eliminirali su se uglavhom putem fecesa te manji dio putem bubrega

(ema.europa.eu).

1.2. KAPILARNA ELEKTROFOREZA

Kapilarna elektroforeza je farmakopejska analiticka tehnika koja omoguéuje brzo i
ucinkovito analiziranje analita u uzorcima malih volumena. Omogucuje analizu svih vrsta
analita (od malih organskih molekula, iona i neutralnih molekula, do velikih
biomakromolekula) zbog mogucnosti primjene razli¢itih mehanizama razdvajanja molekula.
Prednosti CE kao analiticke tehnike su kratko vrijeme analize, visoka ucinkovitost, niski
troskovi, potrebne male koli¢ine uzorka i1 otapala, jednostavnost tehnike i ekoloska

prihvatljivost (Dami¢ i Nigovi¢, 2010; Serti¢, 2016).

1.2.1. Nacelo kapilarne elektroforeze

Osnovno nacelo kapilarne elektroforeze je separacija elektricki nabijenih Cestica koja se
temelji na razli¢itoj elektroforetskoj pokretljivosti u elektroforetskom mediju unutar kapilare
malog promjera, pri ¢emu Cestice putuju prema jednoj od elektroda (Li, 1992). Brzina gibanja

Cestice dana je sljede¢im izrazom:

VUep = Uep E

gdje je v, brzina putovanja iona, u., elektroforetska pokretljivost Cestice, a E
primijenjeno elektri¢no polje koje predstavlja omjer primijenjenog napona (10-30 kV) i duljine
kapilare:

=~ <



gdje je V primijenjeni napon u voltima, a L duljina kapilare u centimetrima.
Elektroforetska pokretljivost (uep) za neku Cesticu u odredenom mediju konstantna je veli¢ina

karakteristi¢na za tu ¢esticu dana izrazom:

gdje je o naboj Cestice, 1) viskoznost otopine elektrolita, a 7 polumjer Cestice (Stokesov

polumjer). Povezu li se sve jednadZbe u jednu, dobije se izraz:

o V
Vep = UepE = T

6mnr

Iz kojeg se jasno vidi da ¢estice manjeg ionskog radijusa i veceg naboja putuju vecom
brzinom, dok velike, minimalno nabijene Cestice putuju manjim brzinama (Dami¢ i Nigovi¢
2010; Lauer i Rozing, 2014). Brzina je proporcionalna jacini primijenjenog elektri¢nog polja,

odnosno proporcionalna primijenjenom naponu, a obrnuto proporcionalna duljini kapilare.

Temeljnu ulogu u kapilarnoj elektroforezi ima kapilara ispunjena otopinom pufera te o
njoj ovisi u¢inkovitost razdvajanja, razlu¢ivanja, obiljezja signala i odaziv detektora. Otopljeni
analit putuje od pocetka kapilare do mjesta detektora u kapilari te se detekcija odvija u samoj
kapilari (engl. on-line detection) iako su moguce i drugacije izvedbe. Vrijeme potrebno da analit
prede put od pocetka kapilare do mjesta detekcije naziva se vrijeme migracije. Rezultirajuci
slijed pikova dobiven zbog razli¢itog vremena migracije molekula naziva se elektroferogram.
Kvalitativna karakteristika tvari je pri tome vrijeme migracije, dok je kvantitativna
karakteristika visina ili povrSina dobivenog pika koja je proporcionalna koncentraciji tvari. S
obzirom da se detekcija odvija na mjestu detektora, a ne na kraju same kapilare, potrebno je
uvijek navesti i efektivnu duljinu same kapilare, odnosno duljinu od pocetka kapilare do mjesta

gdje se nalazi prozor za detektor, jer je efektivna duljina bitna za opisivanje migracije analita,



dok je ukupna duljina bitna za opisivanje primijenjenog elektri¢énog polja (E = V/L) (Serti¢,
2016).

1.2.2. Uredaj za kapilarnu elektroforezu

Jedna od klju¢nih znacajki tehnike jest jednostavnost samog instrumenta U kojem se
provodi kapilarna elektroforeza. Uredaj (Slika 2) se sastoji od termostatirane kapilare, dvije
elektrode, visokonaponskog izvora istosmjerne struje, ulaznog/izlaznog spremnika za pufere,

sustava za uno$enje uzorka i izmjenu pufera te detektora.

petector

Slika 2. Osnovne komponente uredaja za kapilarnu elektroforezu (preuzeto iz: Lauer i

Rozing 2014)

Separacija analita odvija se pod djelovanjem elektricnog polja visokog potencijala (10-
30 kV) koji se postize visokonaponskim izvorom istosmjerne struje. Krajevi kapilare uronjeni
Su u otopinu elektrolita te se preko elektroda iz elektriénog izvora uspostavlja napon koji
uzrokuje elektri¢no polje kroz kapilaru, a sama kapilara nalazi se unutar termostatirane kasete
(Lauer i Rozing 2014; Lauer i Rozing, 2014). Idealna kapilara je kemijski i elektricki inertna,
transparentna za UV-VIS podrucje valnih duljina, a najvise ovih uvjeta zadovoljavaju kvarcne
kapilare tankih stjenki. Kako bi se poboljsala svojstva kapilare, povecala ¢vrsto¢a i omogucilo
savijanje, kapilara se prekriva tankim slojem poliimida. Na mjestu detektora je sloj poliimida
uklonjen s kapilare kako bi opticka detekcija bila moguc¢a. Unutarnji promjer kapilare je od 10

do 200 um, a kako bi analiza bila kraca, koriste se $to krace kapilare, efektivne duljine 10-100



cm (najcesce 25 do 75 cm). Idealno bi bilo kad bi efektivna duljina kapilare bila Sto blize
stvarnoj duljini kako bi se ostvario maksimalan kapacitet separacije analita. (Weinberger 2000;
Lauer i Rozing 2014). Osim optic¢ke detekcije koja se odvija izravno u kapilari, detekcija se
moze odvijati i izvan kapilare, primjerice kod detektora spektrometrije masa, amperometrijskog

1 konduktometrijskog detektora (Serti¢, 2016).

1.2.3. Elektroosmotski tok

Elektroforezom se mogu odvajati samo nabijene molekule koje ¢e se pod utjecajem
elektri¢énog polja, ovisno o svom naboju 1 veli¢ini, kretati odredenom brzinom prema katodi ili
anodi. Kapilarnom elektroforezom moguée je analizirati i nenabijene analite zahvaljujuci
elektroosmotskom toku. Neutralni analiti kretat ¢e se unutar kapilare noseni elektroosmotskim
tokom (engl. Electroosmotic flow, EOF). Naime, unutrasnja stjenka kapilare (koja je najcesce
od izvucenog kvarca sadrzi brojne silanolne skupine (SiOH) koje ovisno o pH-vrijednosti
koriStenog elektrolita mogu biti vise ili manje ionizirane. Silanolne skupine mogu biti u
ioniziranom (SiO-) ili u neioniziranom obliku (SiOH). Elektroosmotski tok predstavlja tok
Cistog pufera unutar kapilare koji je upravo posljedica povrsinskog naboja koji se stvara na
unutraS$njoj stjenci kapilare (deprotonirane silanolne skupine) te se smatra glavnom
pokretackom silom u kapilarnoj elektroforezi. lako je pKa vrijednost silanolnih grupa tesko
odrediti 1 naj¢esce je nepoznata veli€ina, zna se da elektroosmotski tok postaje zna€ajan tek pri
pH vrijednostima ve¢ima od 4. Elektroosmotski tok se takoder javlja 1 kod koristenja drugih

nenabijenih materijala, npr. teflona, §to je vjerojatno rezultat adsorpcije aniona.

Kad je kapilara ispunjena otopinom elektrolita koji ¢e deprotonirati silanolne skupine,
kapilara ima negativno nabijenu povrsinu te su pozitivno nabijeni ioni iz elektrolitske otopine
privuceni elektrostatskim silama. Nastaje elektri¢ni dvosloj prikazan na Slici 3 u kojem su
kationi iz elektrolita rasporedeni u tzv. ¢vrstom ili nepomi¢nom i difuzijskom sloju u kojem su

rasporedeni 1 kationi i1 anioni.



interface

column wall

adsorbed compact diffuse
layer layer layer

Slika 3. Prikaz elektricnog dvosloja koji nastaje na negativno nabijenoj povrsini

kvarcne kapilare (Preuzeto iz Weinberger 2000)

Raspored iona u elektricnom dvosloju stvara potencijal koji ima linearan pad u ¢vrstom
sloju i eksponencijalni pad u difuznom sloju, te je upravo eksponencijalan pad potencijala
odgovoran za nastanak elektroosmoze, a naziva se zeta potencijal ({). Kad se na krajevima
kapilare primijeni napon, kationi bivaju privuceni prema katodi (negativno nabijena elektroda),
a kako su otopljeni, svojim kretanjem povlace za sobom okolnu tekué¢inu, uzrokujuéi ukupni
protok tekucine prema katodi, $to se naziva elektroosmotskim tokom (Slika 4). Sve neutralne

Cestice bit ¢e noSene elektoomotskim tokom te koeluirati iz kapilare.

PP

Slika 4. Elektroosmotski tok ( preuzeto iz Lauer i Rozing 2014)

Sila koja pokrece elektroosmotski tok jednako je rasporedena duz stijenke kapilare, pa
je 1 tok gotovo uniforman cijelom duzinom kapilare (za razliku od tekuc¢inske kromatografije
gdje je tok laminaran). EOF tako ima ravan rok profila kroz cijelu kapilaru zbog Cega je
disperzija analita zna¢ajno manja te je moguce dobiti uske 1 ostre pikove, bolje razlucivanje i
bolju uc¢inkovitost same tehnike. Nadalje, prednost elektroosmotskog toka jest da uzrokuje

gibanje svih analita u istom smjeru, ovisno o naboju. U uvjetima gdje je kapilara negativno



nabijena, a anoda ( pozitivno nabijena elektroda) na injektorskom kraju, EOF ¢e imati smjer od
anode prema katodi. Kako je veli¢ina elektroosmotskog toka za nekoliko redova veli¢ina veca
od elektroforetske pokretljivosti aniona, oni ¢e se takoder kretati u smjeru prema katodi (iako
bi se u normalnim uvjetima kretali prema anodi). Zahvaljujuéi tome, kationi, anioni i neutralne

molekule mogu se istovremeno analizirati jer sve putuju u istom smjeru ( Serti¢, 2016).

Brzina elektroosmotskog toka definirana je izrazom:

Vgor=Ugor E

gdje je veor brzina elektroosmotskog toka, Liep je elektroosmotska pokretljivost, a E je

jakost primijenjenoga elektri¢énog polja koja ovisi 0 primijenjenom naponu i duljini kapilare:

gdje je V primijenjeni napon u voltima, a L duljina kapilare u cm. Elektroosmotska

pokretljivost (Lugor ) definirana je izrazom:

Upor = €€/7

gdje je ¢ dielektri¢na konstanta, { zeta potencijal, a n viskoznost otopine elektrolita. 1z
navedenih izraza vidi se da elektroosmotski tok ovisi 0 primijenjenom elektri¢cnom polju, jacini
i viskoznosti elektrolita te o zeta potencijalu. Uzimajuci u obzir parametre o kojima ovisi EOF,
jasno je da je mijenjanjem pojedinih uvjeta moguce utjecati na jacinu EOF, pri ¢emu je potrebno
obratiti pozornost i na elektroforetsko ponaSanje samog analita. Zeta potencijal snazno ovisi o
naboju unutarnje stijenke kapilare koji pak ovisi o pH elektrolita, iz Cega slijedi da ¢e 1 sam
EOF ovisiti o pH elektrolita. Kod kvarcne kapilare su silanolne skupine deprotonirane pri vi$im
pH vrijednostima, a protonirane pri nizim pH vrijednostima pa ¢e i sam EOF biti puno veci
ukoliko je pH visi. lako ja¢i EOF znaci krace vrijeme analize, potrebno je obratiti pozornost da
ne bude prebrz kako analiti ne bi eluirali prije separacije. S druge strane, pri niskim
vrijednostima pH moze do¢i do adsorpcije kationa na unutraSnju stijenku kapilare uslijed
Coulombovih elektrostatskih interakcija. Zeta potencijal takoder ovisi i 0 ionskoj jakosti
elektrolita na nacin da veca ionska jakost uzrokuje kompresiju elektricnog sloja, smanjenje zeta
potencijala i smanjenje EOF. Kao $to je vidljivo iz ranije navedenih izraza, jacina EOF se

najlakse kontrolira promjenom elektri¢nog polja, odnosno primijenjenog napona na krajevima



kapilare te je proporcionalna primijenjenom naponu. Osim navedenog, ostali nacini kontrole
EOF navedeni su u Tablici 1. (Lauer i Rozing 2014; Serti¢ 2016).

Tablica 1. Utjecaj promjene razli¢itih parametara na EOF

koncentracija pufera

zeta potencijal i EOF

Varijabla Rezultat Komentar
Elektri¢no polje Povecanjem elektri¢nog polja Smanjenjem el. polja moze do¢i do
proporcionalno se povecava EOF smanjenja ué¢inkovitosti i razluéivanja;
poveéanjem el. polja moze doéi do
Joule-ovog zagrijavanja unutar
kapilare
pH pufera Pri ve¢em pH su silanolne skupine Najucinkovitiji naé¢in promjene EOF-
kvarcne kapilare deprotonirane te je a; utjece i na naboj i strukturu analita
EOF veéi
lonska jakost ili Povecanjem se smanjuje Visoka ionska jakost uzrokuje visoku

struju unutar kapilare i moguce
Jouleovo zagrijavanje; niska ionska
jakost moze dovesti do adsorpcije

uzorka

Temperatura

Mijenja viskoznost pufera (2-3% za
svaki °C)

Temperaturu je potrebno kontrolirati

programski

Organsko otapalo

Mijenja zeta potencijal ili viskoznost

(najéesce smanjuje EOF)

Utjecaj je slozen, ucinci se najcesce
odreduju eksperimentalno; mogu
promijeniti selektivnost metode

Surfaktant

Adsorbira na stijenku kapilare

hidrofobnim ili ionskim interakcijama

Anionski povecavaju EOF; kationski

mogu promijeniti smjer EOF-a

Neutralni hidrofilni

polimeri

Adsorbiraju na stijenku kapilare

hidrofobnim interakcijama

Smanjenje EOF promjenom
povrsinskog naboja ili povecanjem

viskoznosti

Kovalentne modifikacije

Kemijsko vezanje na stijenku kapilare

Trajne su; stabilnost upitna

1.2.4. Vrste kapilarne elektroforeze

Standardni uredaj za kapilarnu elektroforezu nudi moguénost izvodenja razlicitih
elektroforetskih tehnika. One se razlikuju prema mehanizmu razdvajanja analita Sto je moguce

zbog razli¢itih modifikacija uvjeta analize, kapilare, radnog pufera te nacina detekcije analita.



Kapilarnoelektroforetske tehnike te vrsta analita koje je moguce analizirati pojedinom
tehnikom prikazani su u Tablici 2. Upravo zbog razli¢itih moguénosti izvodenja tehnike,

kapilarna elektroforeza ima Sirok spektar primjene i brojne prednosti. (Serti¢, 2013).

Tablica 2. Vrste kapilarne elektroforeze (Preuzeto iz: Dami¢ i Nigovi¢, 2010)

Vrsta kapilarne elektroforeze Vrsta analita
Kapilarna zonska elektroforeza (CZE) Nabijeni analiti
Kapilarna gel elektroforeza (CGE) DNA, RNA, proteini
Micelarna elektrokineticka Neutralni i nabijeni analiti
kromatografija (MEKC)
Kapilarno izoelektricno fokusiranje Proteini i peptidi
(CIEF)
Kapilarna izotahoforeza (CITP) loni
Kiralna kapilarna elektroforeza (CCE) Kiralne molekule
Kapilarna elektrokromatografija (CEC) Male molekule
Mikroemulzijska elektrokineti¢ka Analiti slabo topljivi u vodi
kromatografija (MEEKC)
Nevodena kapilarna elektroforeza Analiti netopljivi u vodi
(NACE)

Kapilarna zonska elektroforeza (engl. Capillary Zone Electrophoresis, CZE) ili
kapilarna elektroforeza slobodne otopine najéesce je koristena kapilarnoelektroforetska tehnika
kojom je moguce brzo i efikasno analizirati brojne analite. Separacija se temelji na razlici
izmedu veli¢ine 1 naboja razliCitih analita pri odredenom pH, analiti se razlikuju u
elektroforetskoj pokretljivosti u danom puferu pri ¢emu dolazi do njihove separacije. Ovom
tehnikom moguce je istodobno analizirati katione i anione koji ¢e se zbog elektroosmotskog
toka gibati u smjeru iste elektrode, dok nije moguce izvesti separaciju neutralnih spojeva jer

koeluiraju s elektroosmotskim tokom (Li, 1992).
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Kapilarna gel elektroforeza (engl. Capillary Gel Electrophoresis, CGE) temelji se na
razlici u veli¢ini analita koji putuju kroz pore gelom napunjene kapilare. Gel djeluje kao
molekularno sito pri ¢emu manje molekule ulaze u pore gela i sporije putuju kroz kapilaru, dok
se ve¢e molekule brze gibaju jer nece uc¢i u pore gela. Najcesce se koriste linearno povezani
gelovi (poliakrilamid i metilceluloza), kovalentno unakrsno povezani (bis-poliakrilamid) ili
gelovi vezani vodikovim vezama (agaroza). Tehnika se najcesce rabi za analize DNA, RNA,

peptida i proteina (Dami¢ i Nigovi¢, 2010).

Micelarna elektrokineticka kromatografija (engl. Micellar Electrokinetic Capillary
Cromatography, MEKC) predstavlja kombinaciju elektroforeze i kromatografije. U otopinu
radnog pufera dodaju se povrsinski aktivne tvari (surfaktanti ) koje iznad kriti¢éne micelarne
koncentracije (CMC) formiraju sferi¢ne micele ¢ije su polarne glave u kontaktu s puferom, a
hidrofobni repovi okrenuti prema unutra$njosti micele. Tehnikom je osim nabijenih moguce
analizirati i neutralne analite koji stupaju u razlicite interakcije s micelama, te zbog njihovog
naboja putuju kroz kapilaru. Micele mogu biti pozitivno ili negativno nabijene ovisno o vrsti
koriStenog surfaktanta. NajceSce se koristi natrijev dodecilsulfat (engl. Sodium dodecyl sulfate,
SDS) koji tvori negativno nabijene micele. One se zbog svog naboja krecu prema anodi, no
noSene elektroosmotskim tokom ipak putuju prema katodi. Interakcija analita s micelama
putem elektrostatskih 1 hidrofobnih interakcija je nacelo s kojim se susrecemo u kromatografiji
te se kaze da micele tvore pseudostacionarnu fazu. Brzina kretanja analita ovisit ¢e o konstanti
raspodjele izmedu micela i vodene otopine (za neutralne analite), a za nabijene analite i 0

njihovom naboju 1 veli€¢ini (Dami¢ i Nigovi¢, 2010).

Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje (engl. Capillary Isoelectric Focusing, CIEF) je gel
elektroforetska tehnika u kojoj se kapilara puni mjeSavinom analita 1 amfolita pri ¢emu se u
kapilari stvori pH-gradijent. Na anodi se nalazi kisela otopina (pH 3), a na katodi bazi¢na
otopina (pH 9) te primjenom elektri¢nog polja peptidi i proteini putuju kroz medij do podrucja
na kojem gube naboj, tj. do podrucja gdje pH vrijednost odgovara njihovoj izolektri¢noj to¢ci.
Zbog gubitka naboja se viSe ne gibaju u mediju ve¢ se na tom mjestu zaustavljaju. Kad je
postignuto stabilno stanje, struja vise ne tece, a odijeljene uske vrpce analita se pokre¢u prema
detektoru primjenom tlaka ili dodatkom soli. Tehnika je visokog razlucivanja te je moguce

razdvojiti proteine koji se u izoelektri¢noj toci razlikuju svega 0,005 pl jedinica (Serti¢ 2016).

Kapilarna izotahoforeza (engl. Capillary Isotachophoresis, CITP) je tehnika koja se

provodi u diskontinuiranom mediju, tj. rabe se dva elektrolita razli¢ite pokretljivosti. Vodeci
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elektrolit ima vecu pokretljivost no ioni analita, a terminalni elektrolit manju pokretljivost.
Molekule analita se kondenziraju u odijeljene zone izmedu vodecéeg i terminalnog elektrolita, a
svi analiti unutar odredene zone putuju istom brzinom koja je definirana brzinom vodeéeg
elektrolita. Kako bi se odrzala ravnotezna brzina, unutar svake zone se mijenja elektri¢no polje
te je ono najslabije u zoni s najve¢om pokretljivoscu. Taj fenomen odrzava ostre granice medu
zonama. Za razliku od CZE gdje je koli¢ina analita proporcionalna povrsini pika, u CITP je
koli¢ina analita proporcionalna duljini zone, a CITP se koristi kao standardna metoda u analizi
seruma, plazme, urina i cerebrospinalne tekucine, a kombinira se i s drugim tehnikama za

ukoncentriravanje uzorka (Li 1992; Dami¢ i Nigovi¢ 2010).

Kiralna kapilarna elektroforeza (engl. Chiral Capillary Electrophoresis, CCE) je
tehnika koja se koristi za analizu kiralnih molekula. U otopinu radnog pufera se doda kiralni
sektor (ciklodekstrini, krunski eteri, zu¢ne soli, kompleksi bakar(II)-aspartata itd.), a
selektivnost se postize uporabom odgovarajuce vrste i koncentracije kiralnog selektora te
dodatkom modifikatora poput alkohola, povrSinskih tvari i metalnih iona. Tehnika je puno
jeftinija od uobicajeno koristene plinske ili tekuc¢inske kromatografije, a za razliku od kiralne
kromatografije, visoka ucinkovitost se postize koriStenjem relativno malog broja kiralnih
sektrora. Tehnika se koristi za analizu i razdvajanje aminokiselina i kiralnih lijekova. (Serti¢
2016).

Kapilarna elektrokromatografija (engl. Capillary electrocromatography, CEC) je nova
tehnika visoke uc¢inkovitosti koja objedinjuje kapilarnu elektroforezu i klasi¢nu kromatografiju,
a primjenjuje se za analizu malih molekula. Koristi se kapilara ispunjena kromatografskom
stacionarnom fazom napunjena in situ polimerizacijom ili silanizacijom, a postoje i
komercijalno dostupne napunjene kapilare. Analiti se tako razdvajaju zbog razliCite
elektroforetske pokretljivosti te razlike u koeficijentu razdijeljenja izmedu stacionarne i

mobilne faze (Dami¢ i Nigovi¢, 2010).

Mikroemulzijska elektrokineticka kromatografija (engl. Microemulsion Electrokinetic
Cromatography, MEEKC) je tehnika koja kao medij za separaciju analita Koristi
mikroemulziju. Mikroemulzije su stabilne bistre otopine koje se sastoje od uljne (najcesce
heptan ili oktan) i vodene faze stabilizirane surfaktantnom i kosurfaktantom, a moze se sastojati
od kapljica vode rasprsenih u uljnoj fazi ili kapljica ulja rasprSenih u vodenoj fazi. Do separacije
analita dolazi zbog razdijeljenja izmedu vodene i uljne faze mikroemulzije. Selektivnost 1

razluCivanje izmedu analita se postizu odabirom otapala 1 mijenjanjem koncentracije
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surfaktanta. Tehnika se prvenstveno koristi za analizu molekula tesko topljivih ili netopljivih u
vodi ( Terabe 2009., Dami¢ i Nigovi¢ 2010).

Nevodena kapilarna elektroforeza (engl. Nonaqueous Capillary Electrophoresis,
NACE) je kapilarnoelektroforetska tehnika koja koristi samo organska otapala, a koristi se u
svrhu analize analita netopljivih u vodi. Kako viskoznost i dielektri¢na konstanta izravno utjecu
na EOF, zbog dodatne selektivnosti i moguénosti razdvajanja analita primjenom odredenih
organskih otapala pri razvoju metode, koristi se i za analite topljive u vodi (Dami¢ i Nigovi¢
2010).

1.2.5. Primjena kapilarne elektroforeze u farmaciji

Kapilarna elektroforeza kao mocna separacijska metoda ima Siroku primjenu u
farmaciji, primjenjuje se u istrazivanju, razvoju, kontroli kvalitete, Cistoce i u stabilitetnim
studijama lijekova. Razvoj razli¢itih tehnika kapilarne elektroforeze omogucio je analizu
Sirokog spektra analita, od malih organskih molekula, iona i neutralnih molekula, do velikih
molekula poput DNA i proteina. Svaka od razvijenih tehnika ima prednosti i nedostatke u
analizi pojedine vrste analita. Kapilarna elektroforeza svakako nudi brojne prednosti, ne
zahtijeva znatnu predobradu uzorka, jednostavna je, brza, automatizirana, podrazumijeva
razli¢ite mehanizme separacije 1 niske troSkove analize te veliko razlu¢ivanje i efikasnost ¢ak 1
s malim volumenima analita. Koristi se u analizi ljekovitih oblika, kapsula, tableta, krema,
injekcijskih otopina te sloZenih uzoraka poput bioloskih tekucina 1 tkiva gdje se uspjesno
primjenjuje za analizu lijekova i njihovih metabolita. CE se pokazala kao korisna analiticka
tehnika u analizi lijekova gdje se koristi kao brza i jednostavna metoda za precizno odredivanje
sadrZaja lijeka u svim vrstama lijekovitih oblika. Zbog velike mo¢i razlu€ivanja se koristi za
odredivanje CistoCe lijekova, a najvecu prednost pokazuje u analizi peptidnih lijekova i proteina.
Osim navedenog, primjenjuje se za analizu kiralnih molekula i enantiomerne Cistoce zbog
razvoja tehnike kao Sto je kiralna kapilarna elektroforeza. Takoder, kapilarna elektroforeza
omogucuje 1 odredivanje biomolekularnih interakcija i stupanj vezanja lijeka na proteine

plazme $to se koristi u prouc¢avanjima farmakokinetike lijekova.

Najjednostavnija 1 ujedno najcesce koristena tehnika je kapilarna zonska elektroforeza,
a sve viSe se koristi 1 micelarna elektrokineticka kromatografija. CZE je naSla primjenu u
odredivanju djelatne tvari u ljekovitom obliku, provjeri €istoe, odredivanju oneciS¢enja,
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studijama farmakokinetike, identifikaciji 1 odredivanju metabolita lijekova u bioloskim
uzorcima, a znacajan uspjeh postignut je u peptidnom mapiranju. CZE je zamijenila i
tradicionalno koristenu ionsku kromatografiju u separaciji anorganskih i organskih kiselina.
MEKC za razliku od CZE omogucuje analizu i nenabijenih analita te se tako koristi za njihovu
te analizu nabijenih analita i1 Sirok raspon tvari hidrofilnog i hidrogobnog karaktera
(aminokiseline, nukleotidi, vitamini, velik broj lijekova...). Pojedine tehnike kapilarne
elektroforeze i vrsta analita za ¢iju se analizu koriste ranije su prikazane u Tablici 2 (Ahuja
2008; Damic¢ i Nigovi¢ 2010).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Karcinom dojke globalni je zdravstveni problem i najc¢es¢e dijagnosticirana zlo¢udna
bolest u svijetu. Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) za 2020. godinu,
11,7 % svih dijagnosticiranih karcinoma ¢inio je upravo karcinom dojke, a bio je poguban za
684 996 zena te je kao takav jedan od primarnih uzroka smrti zena U Svijetu.
(https://www.who.int/). Najéesc¢i podtip karcinoma dojke jest HR+/HER2-, ili hormonski
ovisan karcinom, koji ¢ini 68% svih dijagnosticiranih karcinoma dojke. No unato¢ velikoj
ucestalosti, 90% pacijenata prezivi barem 5 godina nakon dijagnoze jer HR pozitivni karcinomi

naj¢esce reagiraju na endokrinu terapiju (https://seer.cancer.gov, Beus i Raji¢, 2019).

Bolje poznavanje mehanizama nastanka i razvoja karcinoma dojke dovodi do razvoja
novih inovativnih lijekova koji u kombinaciji s ve¢ postoje¢om endokrinom terapijom dovode

do napretka u lijeenju.

Ribociklib je novoodobren antineoplastik, registriran 2017. godine, a Koristi se u
politerapiji s hormonskom terapijom, inhibitorom aromataze ili fulvestrantom kod
uznapredovalog ili  metastatkog karcinoma pozitivnog na hormonski  receptor

(https://ema.europa.eu).

Velik problem pri lije¢enju raka dojke jesu brojne nuspojave. Kako bi se postigao zeljeni
terapijski u¢inak i maksimalna moguca sigurnost, smanjila toksi¢nost i incidencija nuspojava,
vazno je osigurati adekvatnu izlozenost lijeku odnosno odabrati optimalnu dozu lijeka za
pojedinog pacijenta. Znacajan doprinos u tome ima razvoj pouzdanih i to¢nih analiti¢kih
metoda za terapijsko pracenje lijeka (engl. Therapeutic Drug Monitoring, TDM) Stoga je cilj
ovog istrazivanja bio razviti jednostavnu kapilarnoelektroforetsku metodu za analizu

antineoplastika ribocikliba.
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. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERUALI

3.1.1. Kemikalije

Otopina fosfatnog pufera 50mM, pH=2,5 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka)

[zopropanol 99,9% (Sigma Aldrich, Njemacka)

Metanol (J.T. Baker, Nizozemska)

Acetonitril (J.T. Baker, SAD)

Otopina boratnog pufera 50mM, pH=9,3 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka)

Natrijev dodecil sulfat (Poch, Poljska)

Ultracista voda pripremljena WaterPro sustavom za prociS¢avanje vode (Labonco,

SAD)

3.1.2. Standardi

Ribociklib (BioVision)
Diazepam (JGL, Rijeka, Hrvatska)

3.1.3. Radni instrumenti

Analiti¢ka vaga AG245 (Mettler, Toledo, Grieffensee, Svicarska)

Sustav za kapilarnu elektroforezu s integriranim detektorom niza dioda (Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Sustav za procis¢avanje vode WaterPro (Labonco, SAD)

Ultrazvuc¢na kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

Vortex mjesalica (Ika, Njemacka)
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3.1.4. Pribor

e Bocice za uzorkovanje za kapilarnu elektroforezu od 1ml (Agilent Technologies, SAD)

e Poliuretanski ¢epovi za bocice za uzorkovanje za kapilarnu elektroforezu (Agilent
Technologies, SAD)

e Kapilara od izvucenog kvarca unutrasnjeg promjera 50 um, ukupne duljine 38 cm,
efektivne duljine 30 cm (Agilent Tecnologies, Waldbronn, Njemacka)

e Pipete model Pipet-Lite XLS (Rainin instrument LLC, Oakland, CA, SAD)

e Nastavci za pipete (Rainin instrument LLC, Oakland, CA, SAD)

e Staklene tikvice s ravnim dnom 5 ml (Iso Lab)

e Staklene tikvice s ravnim dnom 10 ml (Iso Lab)

3.1.5. Programski paketi

e CS, OpenLab CDS ChemStation Edition (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka)
e Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema kapilare

Prije prvog koriStenja instrumenta kapilara od izvucenog Kkvarca aktivirana je
ispiranjem 5 minuta s metanolom, 10 min 1M NaOH, potom 10 minuta ultra¢istom vodom

te 20 minuta otopinom radnog pufera.

Na pocetku svakog radnog dana kapilara se ispire 10 minuta 10% (v/v) fosfornom
kiselinom, 10 minuta ultrac¢istom vodom te 10 minuta otopinom radnog pufera. Prije nego

je utvrdeno da je za analizu pogodan pufer niskog pH, analiza je provodena u bazi¢nim
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uvjetima te je za ispiranje kapilare umjesto 10% (v/v) fosforne kiseline koristen 0,1 M

natrijev hidroksid.

Nakon svake analize kapilara je ispirana 1 minutu 10% (v/v) fosfornom kiselinom
te 1 minutu otopinom radnog pufera, a prije svake analize je ispirana 2 minute otopinom

radnog pufera.

Prilikom mijenjanja koncentracije radnog pufera, kapilara je ispirana 5 minuta

puferom nove koncentracije.

Na kraju svakog radnog dana kapilara je ispirana ultra¢istom vodom 20 minuta, a

krajevi kapilare uronjeni su u vijale s ultra¢istom vodom.

3.2.2. Priprema otopina radnog pufera

Otopina surfaktanta SDS-a koncentracije 100 mM pripremljena je otapanjem 2,8837
g SDS-a u manjoj koli¢ini vode u odmjernoj tikvici od 100 mL na ultrazvucnoj kupelji radi

boljeg otapanja. Tikvica je potom nadopunjena vodom do oznake.

KoriStena je gotova otopina boratnog pufera, koncentracije 50 mM, pH 9,3
proizvodaca Agilent Technologies (Waldbronn, Njemacka) te gotova otopina fosfatnog

pufera, pH 2,5, koncentracije 50 mM istog proizvodaca.

Gotove mati¢ne otopine surfaktanta, fosfatnog i boratnog pufera uvane su na
sobnoj temperaturi, a neposredno prije analize, otopine radnih pufera pripremljene su
mijesanjem odgovarajucih volumena otopine boratnog ili fosfatnog pufera te otopina SDS-

a, organskog otapala 1 ultraciste vode.

3.2.3. Priprema standardne otopine

Standardna otopina ribocikliba pripremljena je vaganjem odredene koli¢ine
standarda ribocikliba, prenoSenjem u staklenu tikvicu volumena 5 ml, a otapanje u 50%
(v/v) metanolu pospjeseno je koristenjem ultrazvucne kupelji tijekom 10 minuta. Otopina
je razrijedena dodatkom 50% (v/vV) metanola te je dobivena konacna koncentracija 1,06

mg/ml. Tijekom rada koriStena je zaStitna oprema.
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Standardna otopina unutarnjeg standarda diazepama pripremljena je vaganjem
odredene koli¢ine diazepama, prenoSenjem u staklenu tikvicu volumena 10 ml te otapanjem

u acetonitrilu do konacne koncentracije 1,04 mg/ml.

3.2.4. Uyvjeti analize

Analiza je provodena na uredaju za kapilarnu elektroforezu proizvodaca Agilent
Technologies (Waldbronn, Njemacka) s integriranim detektorom niza dioda s kapilarom od
izvucenog kvarca duljine 38 cm, efektivne duljine 30 cm, unutrasnjeg promjera 50 pum,

takoder proizvodaca Agilent Technologies (Waldbronn, Njemacka).

Uzorci su injektirani 4 s, pod tlakom 50 mbar, pri temperaturi 20 °C. Analize su

provodene na valnoj duljini detektora 270 nm gdje ribociklib ima apsorpcijski maksimum.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odabir vrste i pH pufera

Prvi ispitivani parametar pri razvoju nove kapilarnoelektroforetske metode je vrsta
i pH pufera. O pH pufera ovisit ¢e naboj analita te elektroosmotski tok koji predstavlja tok
Cistog pufera u kapilari. Silanolne skupine (SiOH) na unutrasnjoj stjenci kapilare vise su ili
manje ionizirane ovisno o pH pufera. Pri pH veéem od 4, silanolne skupine ¢e biti
deprotonirane (SiO-), a kationi iz otopine bit ¢e im privuceni jakim elektrostatskim silama
te ¢e EOF biti jaci, a vrijeme analize krace, dok ¢e pri nizim vrijednostima pH vrijeme

analize biti dulje.

Promjenom pH pufera mijenja se i ionizacija analita, §to utjeCe na njegovu
elektroforetsku pokretljivost. Buduéi da su pKa vrijednosti ribocikliba 5,5 i 8,6 , molekula
¢e biti nenabijena pri pH vecem od 8,6, ionizirana pri pH vrijednostima izmedu 5,5 1 8,6, a
dvostruko ionizirana pri pH manjem od 5,5. Moze se zakljuciti da ¢e analizi odgovarati
pufer niskog pH pri kojem ¢e molekula biti nabijena i kretati se pod utjecajem elektri¢nog
polja u smjeru katode. Niske vrijednosti pH, s druge strane, ne pogoduju EOF koji nece biti

znacajan, no molekula ribocikliba bi se zbog svog pozitivnog naboja kretala ispred EOF.

Druga moguénost jest osigurati znacajan EOF primjenom pufera viseg pH pri kojem
nenabijena te ju je kao takvu moguce analizirati primjenom micelarne elektrokinetiCke
kromatografije. Zbog svoje dostupnosti i niske cijene, najceS¢e koriSten je anionski
surfaktant SDS koji stvara micele pri koncentraciji vecoj od 8-9 mM. Micele Eine
pseudostacionarnu fazu koja stupa u interakcije s analitom, a same putuju prema anodi te je
potreban jak EOF kako bi putovale u smjeru negativno nabijene katode. Pri izradi ovog
diplomskog rada, u preliminarnim eksperimentima koristen je SDS u koncentracijama od
25-100 mM te boratni pufer pH= 9,18, sto nije dalo Zeljeni rezultat, logi¢an izbor bio je
nastaviti analizu pri nizem pH na kojem ¢e analit biti nabijen i1 kao takav biti pogodniji za
analizu kapilarnom zonskom elektroforezom. Koristen je fosfatni pufer pH vrijednosti 2,5
pri kojem je molekula ribocikliba pod utjecajem istosmjerne elektricne struje zbog svog
pozitivhog naboja putovala prema katodi te je dobiven pik vremena migracije oko 4 minute.

Nizak pH je imao negativan u¢inak na EOF koji je posljedi¢no bio spor i nestalan §to je
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uzrokovalo odstupanja u vremenu migracije 1 povrSini pikova. Kako bi se osigurao $to
stabilniji EOF i time smanjila odstupanja i osigurala ponovljivost metode, kapilara je
ispirana 1 minutu 10% (v/v) fosfornom kiselinom te 1 minutu otopinom radnog pufera, a
prije svake analize je ispirana 2 minute otopinom radnog pufera. Takoder, u istu svrhu su

puferi zamijenjeni nakon svake trec¢e provedene analize.

Kao unutarnji standard dodan je diazepam, molekula sli¢nih svojstava koja ¢e
eluirati u sliénom vremenu kao i analit ali ne¢e utjecati na analizu analita i smanjit ¢e
vjerojatnost pogresaka. Diazepam je u fosfatnom puferu pH=2,5 pozitivno nabijen jer ima
pKa vrijednost 3,4 i manja je molekula od ribocikliba, no eluira nakon njega jer je ribociklib
pri istim uvjetima dvostruko pozitivno nabijen. Ribociklib ima tri apsorpcijska maksimuma
od kojih je najvec¢i onaj na 270 nm. Diazepam kao i ribociklib ima tri apsorpcijska
maksimuma, a najveéi je na 240 nm $to se moze vidjeti na Slici 5 gdje su prikazani
preklopljeni karakteristi¢ni UV-Vis spektri ribocikliba i diazepama. Za daljnje analize
odabrana je valna duljina detekcije 270 nm, a koriStena je od pocetnih analiza sa samim

ribociklibom kao i nakon dodatka unutarnjeg standarda.

[ ] *DAD1,5.310 (10.2 mAU, - ) Ref=3.677 & 5.737 of 402RIB+DIA_2020-12
[ | *DAD1,4.877 (9.0 mAU, - ) Ref=3.677 & 5.737 of 402RIB+DIA_2020-12-
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Slika 5. Karakteristi¢ni UV-Vis spektri ribocikliba (crveno) i diazepama (plavo),
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Tijekom odabira optimalnog pufera za analizu ribocikliba te ribocikliba i unutarnjeg
standarda diazepama isproban je fosfatni pufer pH = 2,5 te kombinacije fosfatnog pufera i
SDS-a kako bi se vidjele razlike u elektroferogramima. U ispitivanjima s dodatkom SDS-a
koristen je negativan polaritet, tj. ,,obrnuti napon‘ dobiven zamjenom mjesta anode i katode.
Katoda se nalazila na injekcijskom kraju, a anoda na kraju detektora. Isprobane su
koncentracije 40 mM fosfatnog pufera sa 20 mM SDS-om te 30 mM fosfatni pufer sa 30
mM i 15 mM SDS-om. Dodatkom SDS-a dobiven je jasan, ali asimetrican pik ribocikliba
koji se moze vidjeti na Slici 6. Vrijeme analize je produljeno u odnosu na analizu sa samim

fosfatnim puferom, a smanjenjem koncentracije SDS-a poboljsan je izgled pika.
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Slika 6. Elektroferogram otopine standarda ribocikliba (66 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, 20 mM SDS, valna duljina detekcije 270
nm, primijenjeni napon -25 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar

Pri istim uvjetima (30 mM fosfatni pufer i 15 mM SDS) analizirani su sam ribociklib i
smjesa ribocikliba i diazepama. Kako je ranije napomenuto, smanjenjem koncentracije SDS-a
poboljsan je izgled pika (Slika 7). Analizom smjese ribocikliba sa diazepamom dobiven je jedan
pik (Slika 8), a provjerom UV-Vis spektra (Slika 9) zakljuceno je da su ribociklib i diazepam

koelulirali. Smanjenjem napona i dodatkom 10 % (v/v) izopropanola nije bilo moguce

razdvojiti pikove ribocikliba i unutarnjeg standarda.

[E == e AT DA IR
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Slika 7. Elektroferogram standardne otopine ribocikliba (66 pg/ml)
UVJETI ANALIZE: 30 mM fosfatni pufer pH2,5, 15 mM SDS, valna duljina detekcije 270 nm,
primijenjeni napon -25 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar
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Slika 8. Elektroferogram standardnih otopina ribocikliba (50 pg/ml) i unutarnjeg
standarda diazepama (50 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 30 mM fosfatni pufer pH 2,5, 15 mM SDS, valna duljina
detekcije 270 nm, primijenjeni napon -25 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s,
50 mbar

[ ] *DAD1,5.823 (1.8 mAU, - ) Ref=4.883 & 6.590 of 399DIA+RIB_2020-12-
[ ] *DAD1,6.037 (1.2 mAU, - ) Ref=4.883 & 6.590 of 399DIA+RIB_2020-12-
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Slika 9. UV-Vis spektar pika u kojem su koeluirali ribociklib i diazepam

U preliminarnim ispitivanjima se pokazalo da su simetrija i oblik pika u
ispitivanjima sa samim fosfatnim puferom (pH 2,5) (Slika 10) bili bolji nego s dodatkom

SDS-a, a vrijeme analize krace , nakon ¢ega je slijedila optimizacija tih uvjeta.
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Slika 10. Elektroferogram standardne otopine ribocikliba (100 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 50 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm,
primijenjeni napon 30 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar

4.2. Odabir koncentracije pufera

Koncentracija pufera ¢imbenik je koji utje¢e na EOF. Pove¢anjem koncentracije, t;.
ionske jakosti pufera dolazi do kompresije elektricnog dvosloja §to dovodi do smanjenja zeta
potencijala, a samim time i smanjenja EOF ¢ime se vrijeme analize produljuje. Takoder,
povecavanjem koncentracije pufera, povecava se provodljivost same mobilne faze i1 veca je
jakost elektri¢ne struje §to dovodi do zagrijavanja elektrolita. Toplina koja se razvije
protjecanjem elektri¢ne struje naziva se Jouleovo zagrijavanje i potrebno ga je izbjegavati kako
ne bi doslo do degradacije analita zbog termolabilnosti te kako ne bi nastao temperaturni
gradijent unutar kapilare koji bi smanjio u¢inkovitost i razlu¢ivanje. Niska ionska jakost pak
moze dovesti do adsorpcije analita za stjenke kapilare pa je jako bitno odabrati optimalnu

koncentraciju pufera. Najcesce se koriste koncentracije u rasponu od 30 do 50 mM.

Tijekom izrade diplomskog rada isprobane su koncentracije fosfatnog pufera u rasponu
od 15 mM do 50 mM pri dva razli¢ita napona. Povecanjem koncentracije pufera produljivalo
se vrijeme analize, no i dalje je pri najvecoj koncentraciji bilo relativno kratko (2,4 min pri
koncentraciji pufera 50 mM) te nije bilo odlucujuci faktor. Pri koncentracijama ve¢im od 40
mM analize su bile neponovljive zbog utjecaja Jouleovog zagrijavanja. Pri manjim
koncentracijama simetrija i broj teorijskih tavana nisu bili zadovoljavajuci, dolazilo je do tzv.
tailinga pika ribocikliba zbog adsorpcije na stjenke kapilare. Na Slici 11 vidi se tailing pika pri

niskoj koncentraciji pufera, a na Slici 12 se vidi poboljSanje simetrije pika povecanjem
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koncentracije pufera. Povrsina pika (30,71) i broj teorijskih tavana (15274,67) bili su najveci
pri koncentraciji 40 mM $to upuéuje na najvecu ucinkovitost pri toj koncentraciji. Takoder,
najbolja simetrija pikova postignuta je koriStenjem pufera koncentracije 40 mM, a RSD

vremena migracije analita i njegove povrSine bile su najmanje $to upucuje.

O . kN WAL 0L N0 é

Slika 11. Elektroferogram standardnih otopina ribocikliba (50 pg/ml) i unutarnjeg

standarda diazepama (50 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 25 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm,
primijenjeni napon 30 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar

T T T T T T T T
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Slika 12. Elektroferogram standardnih otopina ribocikliba (50 ug/ml) i unutarnjeg standarda
diazepama (50 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 45 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm,
primijenjeni napon 30 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar

25



4.3. Odabir napona

Napon je bitan ¢imbenik pri razvoju nove kapilarnoelektroforetske metode jer utjece na
brzinu i kvalitetu separacije. Najjednostavniji na¢in promjene EOF je upravo promjena napona
na krajevima kapilara. Ovisnost EOF o naponu je proporcionalna pa ¢e se smanjenjem napona
smanjiti i EOF. Povecanje napona skracuje vrijeme analize, ali moze dovesti do gubitka
razluCivanja i uCinkovitosti ako dode do pretjeranog zagrijavanja kapilare zbog jace struje Sto
se moglo i vidjeti u analizama pri izradi ovog diplomskog rada. Dakle, pri nizim naponima ¢e
razlucivanje biti bolje, ali ¢e se produljiti vrijeme analize. Separacije se normalno provode pri
naponima 10-30 kV, a optimalan napon se odreduje u kombinaciji s odabirom koncentracije
elektrolita, dimenzijama kapilare i temperature kako bi se dobile zadovoljavajuce vrijednosti
struje (10-100 um ), vremena analize i povrSine pika te ponovljive separacije analita i dobro

razlu¢ivanje medu pikovima.

Prilikom odabira optimalnog napona za analizu ribocikliba, provedene su analize s

rasponom napona od 10 do 30 kV. Analiza istog uzorka pri tri razli¢ita napona prikazana je na
Slici 12.

T T T T T T T T T T T T T T T
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Slika 13. Elektroferogram standardnih otopina ribocikliba (50 pg/ml) i unutarnjeg
standarda diazepama (50 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, primijenjeni
napon 20 kV (*), 25 kV (*), 30 kV (*) temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar
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Na Slici 13 vidi se da se poveéanjem napona smanjivala povrSina pikova, vrijeme
analize, ali i u¢inkovitost separacije pikova. Pri najvisem naponu (30 kV) struja unutar kapilare
nije prelazila 90 pA §to znaci da je izbjegnuto Jouleovo zagrijavanje. Takoder, prilikom
optimizacije napona, pojavio se pik onecis¢enja €ija je povrsina bila veca $to je napon bio manji,
tako je pri nizem naponu separacija analita bila bolja, ali je pik oneciS¢enja bio najveéi. Za
oneciScéenje je pretpostavljeno da je nastao razgradnjom unutarnjeg standarda diazepama jer se
nije pojavljivalo u uzorcima koji su sadrzavali samo ribociklib bez unutarnjeg standarda. Na

Slici 14 vide se preklopljeni UV-Vis spektri unutarnjeg standarda diazepama i oneci$¢enja.
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Slika 14. UV-Vis spektri unutarnjeg standarda diazepama (plavo) i onecis¢enja

(crveno)

U skladu s prethodno spomenutom teorijom kapilarne elektroforeze, povecavanjem
napona skrac¢ivano je vrijeme analize (Slika 15). Vrijeme migracije za ribociklib pri 20 kV

iznosilo je 3,2 min, dok je pri 30 kV iznosilo 1,86 min.
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Slika 15. Graf ovisnosti vremena migracije ribocikliba o primijenjenom naponu

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, temperatura
kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar

Pozeljno je imati §to krace vrijeme analize, no bitno je da se povecavanjem napona ne
utjeCe negativno na ostale parametre i da oni budu u zeljenim okvirima, a da vrijeme analize
ostane optimalno. Promjena primijenjenog napona utjeCe na povrsinu pika (Slika 16), broj
teorijskih tavana (Slika 17) i oblik pika (Slika 18). Smanjenjem napona dolazi do Sirenja pika i
povecava se povrSina pika §to znaci da ¢e osjetljivost metode biti veca i vice versa. Broj
teorijskih tavana, povrSina pika te ucinkovitost metode i1 sposobnost da odvoji dva analita

postaju manje povec¢anjem napona, dok simetrija pika raste.
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Slika 16. Graf ovisnosti povrSine pika ribocikliba o primijenjenom naponu

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, temperatura
kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar
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Slika 17. Graficki prikaz ovisnosti broja teorijskih tavana o naponu

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, 20 °C,
injektiranje 4 s, 50 mbar
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Slika 18. Graficki prikaz ovisnosti simetrije pika ribocikliba o naponu

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, temperatura
kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar

Na temelju grafickih prikaza i elektroferograma moze se zakljuciti da napon 25 kV daje
doru simetriju pika (simetrija 0, 935), povrsSinu, odgovarajuce razlucivanje i osjetljivost uz
optimalno vrijeme analize te stabilnu vrijednost struje ispod 100 pA koja osigurava ponovljive
analize §to se vidjelo iz RSD vrijednosti vremena migracije i povrSine pikova primjenom

napona 25 kV tijekom izrade diplomskog rada.
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4.4. Odabir temperature

Kontrola temperature bitna je u kapilarnoj elektroforezi jer temperatura utjeCe na
viskoznost pozadinskog pufera (2-3 % za svaki °C), a 0 viskoznosti pozadinskog pufera ovise
volumen injektiranog analita te vremena migracije analita. Odrzavanje konstantne temperature
bitno je 1 kako bi se izbjeglo Jouleovo zagrijavanje i temperaturni gradijent koji dovodi do
promjena EOF 1 Sirenja zona analita. Kapilara se stoga nalazi u termostatiranoj kaseti, a
temperatura se jednostavno kontrolira programski. Iako ju je potrebno odrzavati konstantnom
zbog ponovljivosti analiza, temperatura moze biti parametar koji se optimizira pri razvoju nove

metode jer utjeCe na viskoznost, EOF i vrijeme analize.

Tijekom izrade diplomskog rada, ispitan je utjecaj temperature na vrijeme analize te
ostale parametre, u rasponu od 20 °C do 31 °C. Kako bi se jasnije vidio utjecaj temperature na
ponovljivost analize te izbjegle interferencije moguce nastalih onec¢iséenja i odabrala optimalna
temperatura, s novo pripravljenom otopinom odabranog unutarnjeg standarda diazepama,

ispitane su i temperature u rasponu od 17 °C do 30 °C.

Povecanjem temperature vrijeme analize, je u skladu s teorijom, bilo krace, tako je pri
temperaturi 20 °C vrijeme migracije bilo 2,46 min dok je pri 31 °C bilo 2,07 °C $to se moze
vidjeti na Slici 19.
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz ovisnosti vremena migracije o temperaturi

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, primijenjeni
napon 25 kV, injektiranje 4 s, 50 mbar
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Razluéivanje je bilo dobro pri svim temperaturama jer je imalo puno vece vrijednosti
od 1,5 §to se smatra grani¢nim razluc¢ivanjem pikova na baznoj liniji (ako je manje, smatra se
da pikovi nisu razdvojeni, tj. da koeluiraju). Najbolje razlu¢ivanje postignuto je na temperaturi
20 °C 1 iznosilo je 13,9 dok je na ostalim temperaturama bilo nesto nize, ali i dalje dostatno za

uspjesno razdvajanje pikova (Slika 20).
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Slika 20. Graficki prikaz ovisnosti razlu¢ivanja o temperaturi

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, primijenjeni
napon 25 kV, injektiranje 4 s, 50 mbar

O temperaturi ovisi takoder i broj teorijskih tavana, N, koji je kvantitativni pokazatelj
ucinkovitosti kromatografske kolone u kapilarnoj elektroforezi. Matematicki je koncept 1
predstavlja hipotetske zone ili stanja u kojima se uspostavlja ravnoteza izmedu dviju faza, u
ovom slucaju izmedu pokretne faze, odnosno radnog pufera i stacionarne faze, odnosno
kapilare. Sto je broj tavana veéi, kolona, u ovom slu¢aju kapilara, se smatra u¢inkovitijom. Za
ribociklib je analiza bila ucinkovitija pri nizim temperaturama, a povecanjem temperature je

ucinkovitost padala Sto se moze vidjeti na Slici 21.

Elektroferogram standardne otopine ribocikliba i unutarnjeg standarda diazepama pri

optimalnim uvjetima koncentracije i vrste pufera, napona i temperature vidi se na Slici 22.
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Slika 21. Ovisnost broja teorijskih tavana o temperaturi

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm, primijenjeni
napon 25 kV, injektiranje 4 s, 50 mbar
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Slika 22. Eleitroferogrz;m standargnih otopinza ribocikliga (50 ug/r;ﬂ) i unuta:njeg stand;rda
diazepama (50 pg/ml)

UVJETI ANALIZE: 40 mM fosfatni pufer pH 2,5, valna duljina detekcije 270 nm,
primijenjeni napon 25 kV, temperatura kapilare 20 °C, injektiranje 4 s, 50 mbar
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5. ZAKLJUCAK

Ribociklib je novoodobreni lijek koji se koristi u lije¢enju HR+/HER2- lokalno
uznapredovalog ili metastatskog karcinoma dojke. Za nove lijekove potrebno je razviti brze,
jednostavne 1 pouzdane analiticke metode za detekciju i kvantitativnu analizu, a koje ¢e pomoci
u individualizaciji terapije. Tijekom izrade ovog diplomskog rada ispitani su parametri za

analizu ribocikliba metodom kapilarne elektroforeze.

Analize su provedene na uredaju sa integriranim detektorom niza dioda, na valnoj
duljini 270 nm, u kapilari od izvuCenog kvarca duljine 38 cm, efektivne duljine 30 cm,

unutras$njeg promjera 50 um.

Ispitan je SDS u kombinaciji s boratnim puferom (pH 9,18) i sa fosfatnim puferom (pH
2,5) te Cisti fosfatni pufer. Uz boratni pufer bez dodatka SDS-a nije bilo moguce dobiti pik
ribocikliba jer molekula ribocikliba pri takvom pH nije nabijena te je koeluirala s EOF.
Smanjenjem koncentracije SDS-a u kombinaciji s fosfatnim puferom pobolj$avao se oblik i
simetrija pika. Optimalnim za analizu pokazao se fosfatni pufer pH 2,5 koncentracije 40 mM,
bez dodatka SDS-a pri kojoj je postignuta najveca ucinkovitost analize i dobivena najveca
povrSina pikova, a postignuto zadovoljavajuée vrijeme analize 1 izbjegnuto Jouleovo

zagrijavanje.

Smanjenjem napona povecavala se ucinkovitost metode na racun vremena analize, no
kako je pri svim naponima (20-30 kV) analiza bila kraca od 3,5 min, odlu¢uju¢i parametri bili
su oblik i povrsina pika. Kori§tenjem napona 25 KV dobivena je dobra simetrija, povrSina i
razlucivanje uz kratko vrijeme analize, a optimalnom temperaturom za analizu pokazala se

temperatura od 20 °C.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Ribociklib je relativno novi antineoplati¢ni lijek registriran 2017. godine koji se koristi
u politerapiji u lije¢enju HR+/HER2- lokalno uznapredovalog ili metastatskog karcinoma dojke

u kombinaciji s hormonskom terapijom, inhibitorom aromataze ili fulvestrantom.

Cilj ovog istrazivanja bio je razviti novu, brzu, jednostavnu i ekoloski prihvatljivu
elektroforetsku metodu za analizu novog citostatika ribocikliba. S obzirom na bazi¢ni karakter
ribocikliba, kao prikladna tehnika odabrana je zonska kapilarna elektroforeza uz dodatak
unutarnjeg standarda diazepama. Analiza je provedena u kapilari efektivne duljine 30 cm,

unutarnjeg promjera 50 um, pri 20 °C.

Ispitan je SDS u kombinaciji s boratnim puferom (pH 9,18) i sa fosfatnim puferom (pH
2,5) te cisti fosfatni pufer. Uz boratni pufer bez dodatka SDS-a nije bilo moguce dobiti pik
ribocikliba jer molekula ribocikliba pri takvom pH nije nabijena te je koeluirala s EOF.
Smanjenjem koncentracije SDS-a u kombinaciji s fosfatnim puferom poboljsavao se oblik i
simetrija pika. Optimalnim za analizu pokazao se fosfatni pufer pH 2,5 koncentracije 40 mM,
bez dodatka SDS-a pri kojoj je postignuta najveéa ucinkovitost analize i dobivena najveca
povrSina pikova, a postignuto zadovoljavaju¢e vrijeme analize 1 izbjegnuto Jouleovo
zagrijavanje. Koristenjem napona 25 kV dobivena je dobra simetrija, povr$ina i razlu¢ivanje uz
kratko vrijeme analize, a optimalnom temperaturom za analizu pokazala se temperatura od 20
°C.

Kapilarna elektroforeza nova je analiticka tehnika koja zbog mnogih prednosti (kratko
vrijeme analize, mogucnost analize razli¢itih vrsta analita, ekoloska prihvatljivost, niski
troSkovi, jednostavnost 1 automatiziranost) ima veliki potencijal za primjenu u klinickoj praksi
te bi ju kao takvu metodu trebalo vise koristiti kao alternativu ostalim skupljim i ekoloski manje

prihvatljivim analitickim tehnikama.
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Ribociclib is a relatively new antineoplastic drug that is used in polytherapy in the
treatment of HR + / HER2- locally advanced or metastatic breast cancer in combination with

hormone therapy, aromatase inhibitor or fulvestrant.

The main goal of this study was to develop a new, fast, simple, sensitive and ecologically
acceptable electrophoretic method for the analysis of a new cytostatic drug ribociclib. Given
the basic character of ribociclib, capillary zone electrophoresis has proven to be the most
appropriate method. The analysis was carried out in a capillary with an effective length of 30

cm, an inner diameter of 50 um, at 20 ° C.

In this study, different buffer combinations were tested: SDS in combination with borate
buffer (pH 9.18), SDS with phosphate buffer (pH 2.5) and pure phosphate buffer. While using
the pure phosphate buffer without addition of SDS, it was not possible to obtain a ribociclib
peak because the ribociclib molecule was not charged at such pH and it eluted at the same time
as EOF. Decreasing the SDS concentration in combination with phosphate buffer improved
peak shape and symmetry. Phosphate buffer (pH 2.5) without addition of SDS, with a
concentration of 40 mM has proven to be optimal for analysis, at which the highest analysis
efficiency was achieved and the highest peak area was obtained, while satisfactory analysis
time was achieved and Joule heating was avoided. Using a voltage of 25 kV, good symmetry,
surface area and resolution were obtained with a short analysis time, and the optimal

temperature for the analysis was 20 °C.

Capillary electrophoresis is a new analytical technique which due to many advantages
(short analysis time, possibility of analysis of different types of analytes, environmental
acceptability, low costs, simplicity and automation) has great potential for application in clinical
practice. Because of that, it should be used more in drug analysis, as an alternative to other,

more expensive and less environmentally friendly analytical techniques.
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