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1. UVOD

1.1. Rak dojke

Rak dojke najc¢esca je zlocudna bolest u zena, a vrlo rijetko moze se pojaviti i u muskaraca (<
1% ukupno oboljelih). U svijetu se svake godine dijagnosticira vise od 1.700.000 novih
sluc¢ajeva raka dojke, a 500.000 Zena umire od ove tesko izljecive bolesti. Usprkos visokoj
incidenciji, smrtnost od raka dojke se u posljednjih 20-tak godina kontinuirano smanjuje zbog
op¢eg napretka u medicini, novih lijekova na trziS§tu i najbitnije, pravovremenog

dijagnosticiranja (http://hlpr.hr/).

Svim vrstama raka zajednicko je da nastaju iz zdravih stanica. U normalnim uvjetima u
stanicama postoji ravnoteza izmedu rasta i smrti. Medutim, postoje svakojaki ¢imbenici koji
mogu dovesti do odredenih promjena u genomu koji reguliraju te procese. Okoli$ni ¢imbenici
poput kemijskih supstanci i ionizirajuc¢eg zracenja, bioloSki ¢imbenici (npr. virusi), pa ¢ak i
stres mogu pridonijeti nastanku genskih mutacija. U tom sluaju zdrava stanica gubi
moguénost odgovora na odredene signale, gubi nadzor nad stani¢nom diobom i pocinje se
nekontrolirano umnazati. Vazno je napomenuti da ne uzrokuje svaka promjena u genima
nastanak raka, ve¢ je to kompleksan proces za koji je nerijetko potrebno viSe mutacija u

razli¢itim genima da bi doSlo do zlo¢udne preobrazbe (http://www.onkologija.hr/).

Iako se ve¢ina mutacija dogada tijekom Zivota, uoCena je nasljedna komponenta koja
pridonosi razvoju raka dojke. Geni BRCA1 1 BRCA2 dobili su naziv upravo prema cinjenici
da mutacije u njihovim genskim lokusima znacajno doprinose sklonosti za razvoj raka dojke
(BRCA = BReast CAncer). Funkcionalni BRCA geni vazni su za kontrolu stani¢nog rasta i
mehanizma popravljanja oSte¢enja DNA molekule. Ukoliko je osoba naslijedila mutaciju
jednog ili obaju gena, bilo od strane oca ili majke, popravljanje oStecenja DNA bit ¢e
naruseno. Stanica ¢e lakSe postati zlo¢udna zbog povecane osjetljivosti na djelovanje drugih
Stetnih ¢imbenika i genomske nestabilnosti. IstraZzivanja su pokazala da Zene s mutiranim
BRCA genima imaju vjerojatnost od 45-85% za nastanak raka dojke, a 11-62% za nastanak

raka jajnika. Iz tog razloga tezi se da se testiranje na naslijedenu sklonost raku dojke



temeljenu na naslijedenim mutacijama u genima BRCA1 i BRCA2 provodi kao dio

preventive (Levanat i Levaci¢ Cvok, 2010).

Osim genske sklonosti, u rizicne ¢imbenike za razvoj tumora dojke ubrajaju se:

Dob

Povijest reproduktivnog i menstrualnog ciklusa (opasnost od nastanka tumora dojke

raste proporcionalno s duljinom izloZzenosti estrogenu)
Osobna i obiteljska anamneza

Benigne bolesti dojke

Izlozenost ioniziraju¢em zracenju

Konzumacija alkohola i puSenje

Hormonska nadomjesna terapija (primjena oralnih kontraceptiva prije 25. godine

Zivota u trajanju dulje od 4 godine povecéava rizik od nastanka tumora dojke za 52%)
Visokokalori¢na prehrana, prekomjerna tjelesna teZina, nedovoljna tjelesna aktivnost

Socioekonomski status (Zene viSeg socioekonmskog statusa, s manje djece i

prvorotkinje u kasnijoj Zivotnoj dobi ¢es¢e obolijevaju)

(Sercer, 2018; Kasteli¢, 2019).

1.2. Podjela raka dojke

Tumori dojke dijele se na dobro¢udne (benigne) i zlo¢udne (maligne), a osnovna razlika je u

njihovoj sposobnosti Sirenja. Benigni tumori za razliku od malignih ne infiltriraju druga tkiva

I ne metastaziraju te ih je stoga lakse lije€iti, a naj¢e$¢i medu njima je fibroadenom.

S obzirom na mjesto nastanka, zlo¢udni tumori dojke najCeS¢e nastaju iz epitela. U c¢ak 90%

slu¢ajeva radi se o duktalnom epitelu koji €ini stijenku mlije¢nih kanalia, a rjede o

lobularnom epitelu unutar mlije¢nih Zlijezda. Postoje i neepitelni tumori ¢ija je pojavnost

manje cCesta, primjerice angiosarkomi, primarni stromalni sarkomi 1 filodes tumori.

(http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/).


http://www.msd-prirucnici.placebo.hr/

Zloc¢udni tumori mogu se podijeliti na neinfiltrirajuée in situ tumore koji nisu probili bazalnu
membranu (duktalni i lobularni karcinom in situ) i na infiltrijajuéi, invazivni rak koji je probio
bazalnu membranu kanalic¢a ili reZnjica i proSirio se u okolno tkivo dojke odkuda limfnim
sustavom moZze metastazirati u ostale dijelove tijela. Metastatski rak dojke moze zahvatiti
gotovo sve organe, a najcesce zahvaca pluca, jetru, kosti, mozak i kozu. Moze se lijeciti, ali

nije izlje¢iv (Kumar i sur., 1994).

U 8 od 10 slucajeva invazivnog raka radi se o invazivnom duktalnom karcinomu, a rjede o
invazivnom lobularnom karcinomu, medularnom karcinomu, mucinoznom karcinomu,
papilarnom karcinomu, tubularnom karcinomu i Pagetovoj bolesti (Damjanov i sur., 2014;

https://www.cancer.org/).

1.3. Molekularna klasifikacija raka dojke

Osim prema mjestu nastanka i stupnju invazivnosti, tumori se razlikuju i na molekularnoj
osnovi. Biopsijom se utvrduju ¢imbenici 1 karakteristike koji odreduju bioloSko ponasanje

tumora 1 koji uz utvrdeni stadij bolesti utjeCu na prognozu i odabir lijecenja.

1.3.1. Hormonski status

Hormonski ovisnim tumorima se nazivaju oni tumori u kojima su prisutni hormonski
receptori. Zenski spolni hormoni (estrogen i progesteron) veZu se na receptore poticuéi
ekspresiju specificnih gena, ubrzan rast i zloCudno ponaSanje stanice. Kod Zena u
premenopauzi 60%, a kod Zena u postmenopauzi 67% tumora su hormon pozitivni. Ovako
visok postotak zastupljenosti hormonski ovisnih tumora zapravo je povoljan jer su oni obicno
bolje diferencirani, niZeg stupnja zloc¢udnosti 1 imaju povoljniji tijek bolesti od hormonski

neovisnih tumora (http://hlpr.hr/).



1.3.2. HER?Z2 status

HER?2 je transmembranski protein koji se nalazi na povrSini svih zdravih stanica 1 preko njega
se kontrolira dijeljenje i rast stanica te osigurava obnavljanje oSte¢enih stanica i tkiva. Uslijed
genskih osteéenja, u zlo¢udnim stanicama dolazi do stvaranja znatno veceg broja molekula
receptora pa se rast stanica ubrzava i postaje nekontroliran i nezaustavljiv. HER2-pozitivni
tumori znatno su zlocudniji od ostalih, brze metastaziraju i ¢esS¢e dovode do smrti i recidiva
bolesnica. Svaka peta zena koja oboli od raka dojke ima HER2-pozitivan tumor. Od tumora

koji su hormonski ovisni samo ih je oko 10% i HER2-pozitivno (http://hlpr.hr/).

1.3.3. Ki-67

Ki-67 nuklearni je protein koji je prisutan u jezgri stanice u svim fazama stani¢nog ciklusa,
osim kad je stanica u mirovanju (Go faza). Pripada skupini proliferacijskih biljega. Funkcija
mu nije u potpunosti razjasnjena, ali nesumnjivo je da je presudan u procesu stanicne
proliferacije jer je u slucaju njegova uklanjanja stani¢na dioba inhibirana. Visoke vrijednosti
ovog prognostickog faktora ukazuju na losiju prognozu bolesti, vec¢i rizik povrata bolesti i

metastaziranja (http://hlpr.hr/).

Ovisno o proteinima koje eksprimiraju, tumori dojke Klasificirani su na pet podtipova.
Luminalni A karcinom dojke je estrogen i/ili progesteron ovisan, HER2-negativan s niskim
razinama Ki-67 te ima najbolju prognozu u usporedbi s ostalim podtipovima. Luminalni B
karcinom takoder je pozitivan na estrogenske i/ili progesteronske receptore, a ovisno o HER2
statusu moze biti HER2-pozitivan i HER2-negativan. Ima visoku razinu Ki-67 zbog cega
raste brze i ima neSto loSiju prognozu. Trostruko negativan karcinom nema receptore za
hormone i ne eksprimira velike kolicine HER2 proteina $to znatno otezava njegovo lijecenje
koje se svodi uglavnom na kemoterapiju s lijekovima na bazi platine. Raste 1 §iri se brze nego
ostali tipovi karcinoma dojke, a Cesto se pojavljuje u zena mladih od 40 godina koje imaju
mutacije BRCAL gena. HER2-pozitivan karcinom je hormonski neovisan. Raste brze od
luminalnih podtipova i ima loSiju prognozu, ali se Cesto uspjesno lijeci imunoterapijom

(Damjanov i sur., 2014; https://www.cancer.org/).



1.4. Terapija raka dojke

Kirursko lijeCenje smatra se terapijom izbora za rani stadij karcinoma dojke. Cilj kirurSkog
zahvata je odstraniti tumorsku masu i1 pazu$ne limfne Cvorove koji se potom Salju na
patohistoloSku pretragu u svrhu procjene prognosti¢kih i prediktivnih ¢imbenika. Opseg i
vrsta zahvata ovise o vrsti, veli¢ini, smjestaju i broju tumora unutar dojke. U posStednim
operativnim zahvatima uklanja se tumor (tumorektomija) i/ili dio okolnog zdravog tkiva
dojke (segmentektomija ili kvadrantektomija). Mastektomijom se uklanja cijela dojka, a
subkutanom mastektomijom odstranjuje se svo tkivo, ali se ostavlja koza dojke i bradavica.
Nakon kirur§kog lijeCenja karcinoma dojke moze se napraviti neki od rekonstruktivnih
zahvata. U lokalno uznapredovalih te velikih tumora primjenjuje se sve vise i neoadjuvantna
terapija s idejom da se tumorska masa smanji i dovede u operabilan stadij nakon Cega je

moguce obaviti postedni kirurski zahvat i sacuvati dojku.

S ciljem lijeCenja mikrometastatskih zariSta i sprjeCavanja povrata bolesti uslijed eventualno
zaostalih malignih stanica koje nisu operativno uklonjene Kkoristi se adjuvantna terapija. Ona
obuhvaca lokalnu radioterapiju (primjenjuje se na leZiSte tumora i regionalne limfne ¢vorove)
ili sistemsko lijecenje kemoterapijom, bioloSkim 1 hormonskim lijjekovima ovisno o dobi
pacijentice, stadiju bolesti 1 bioloSkim karakteristikama tumora. U samo 15% slu¢ajeva nije
potrebno primjenjivati adjuvantno lijeCenje, i to uglavnom kod Zena u postmenopauzi s
niskozlo¢udnim tumorima koji su hormonski ovisni i HER2 negativni, promjera manjeg od 2

cm 1 kod kojih nije doSlo do limfovaskularne invazije okolnog zdravog tkiva.

Nazalost, unato¢ adjuvantnom lijeenju, kod odredenog broja pacijentica do¢i ¢e do povrata
bolesti, a kod nekih Zena ve¢ u trenutku dijagnoze postoje metastaze u ostalim dijelovima
tijela. Cilj sustavnog lijeCenja za uznapredovalu bolest je produljenje Zivota i poboljSanje
njegove kvalitete. Uznapredovali metastatski rak dojke vecinom se tretira sistemski
kemoterapijom, hormonskom, bioloSkom terapijom ili njithovim kombinacijama. Lokalna
terapija poput zracenja 1 kirurSkih zahvata ne koristi se u svrhu lijecenja raka, nego
olaksavanja simptoma, boli i komplikacija (npr. smanjenje boli u kostima uslijed metastaza u
kostima, kirurSki zahvat kako bi se smanjio pritisak tumora na lednu moZzdinu). Svakoj
pacijentici pristupa se individualno, a odabir sistemske terapije ovisi o vrsti tumora (prisutnost
ER/PR receptora, HER2 status), stupnju prosirenosti bolesti, prisutnim komorbiditetima, dobi

I menopauzalnom statusu pacijentice (https://www.cancer.org/; http://hlpr.hr/).
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1.4.1. Kemoterapija

Kemoterapijski lijekovi djeluju na stanice koje su u fazi diobe. Svaki citostatik djeluje na
pojedinu fazu (ili viSe njih) u stanicnom ciklusu. Kombiniranjem razliitih citostatika se
djeluje na vise faza stanicnog ciklusa i tako poboljSava protutumorski uc¢inak. Citostatici ne
djeluju samo na tumorske stanice, ve¢ i na zdrave stanice koje su u fazi dijeljenja. Zato se
prilikom primjene kemoterapije javljaju brojne nuspojave (gubitak kose, proljevi, mucnina i
povracanje, osipi, poremecaji krvi, umor i slabost). Primjenjuju se u ciklusima kako bi se
omoguc¢io oporavak zdravih stanica. Osnovne skupine citostatika su antraciklini
(doksorubicin, epirubicin), taksani (paklitakesl, docetaksel), antimetaboliti (5-FU,
kapecitabin, gemcitabin, metotreksat), alkilirajuéi lijekovi (ciklofosfamid, tiotepa), derivati
platine (cisplatina, karboplatina) i vinka alkaloidi (vinkristin, vinorelbin, vinblastin)

(http://www.onkologija.hr/; http://hlpr.hr/; cancer.org).

1.4.2. Hormonska terapija

Hormonska terapija prvi je izbor lije€enja kad zloCudne stanice na svojoj povrsini
eksprimiraju estrogenske 1/ili progesteronske receptore. Djeluju¢i na te receptore, Zenski
spolni hormoni poti¢u rast tumora i1 metastaziranje. Cilj hormonske terapije je blokirati
proizvodnju estrogena ili interakciju estrogena i estrogenskog receptora te posljedi¢nu
aktivaciju signalnih puteva koji kontroliraju angiogenezu, proliferaciju i apoptozu te
zaustaviti rast tumora. Postoji nekoliko vrsta hormonske terapije ovisno o mehanizmu
djelovanja. Selektivni modulatori estrogenskih receptora imaju agonisticko, odnosno
antagonisticko djelovanje na estrogenske receptore ovisno o ciljnom tkivu odnosno stanici za
koju se vezu. Najpoznatiji predstavnik je tamoksifen koji ima antiestrogensko djelovanje na
stanice dojke, a uz to smanjuje razinu kolesterola u krvi i pridonosi o¢uvanju gusto¢e kostiju

Zena u menopauzi zbog agonistickog djelovanja u navedenim tkivima.

U predmenopauzalnih Zena, ER pozitivni rak dojke obi¢no ¢e se lijeciti s tamoksifenom
tijekom 5 do 10 godina. Ova terapija se moze zamijeniti inhibitorom aromataze ako bolesnica
6


http://hlpr.hr/

tijekom prvih 5 godina uzimanja tamoksifena postane postmenopauzalna (Vrbanec i sur.,
2015).

U postmenopauzalnih Zena najve¢i dio estrogena ne potjeCe iz jajnika ¢ija se funkcija
smanjuje, nego biosintezom iz muskog spolnog hormona androstendiona koji se izluCuje u
nadbubreznoj Zlijezdi. Aromatazni inhibitori blokiraju enzim aromatazu koji sudjeluje u toj
pretvorbi i smanjuju stvaranje estrogena u perifernim tkivima. Razlikujemo nesteroidne,
reverzibine inhibitore anastrazol i letrozol te steroidni, ireverzibilni inhibitor eksemestan.
Dobro se podnose, a studije su pokazale da su u¢inkovitiji u sprjeCavanju povrata bolesti od
tamoksifena. U terapiji se Kkoristi i fulvestrant koji je potpuni antagonist estrogenskih
receptora i poti¢e njihovu degradaciju. Indiciran je u lijeCenju hormonski ovisnog raka dojke s
udaljenim metastazama ukoliko je lijeCenje tamoksifenom i inhibitorima aromataze bilo
neuspjesno. U premenopauzalnih Zena ucinkovit nacin sniZavanja razina estrogena je
Supresija funkcije jajnika. Ona se moze posti¢i uklanjanjem jajnika ili potiskivanjem
proizvodnje estrogena zra¢enjem, metodama koje su zbog svoje ireverzibilnosti i moguénosti
nastanka sekundarnih tumora uglavnom napustene, a u svjetlu nove vrste tzv. kemijske

kastracije primjenom LHRH agonista (goserelin, leuprolid) (Vrdoljak i sur., 2013).

1.4.3. Ciljana terapija

U svakom se lijecenju, a posebice onkoloSkom, tezi da bude §to u€inkovitije, selektivnije 1 Sto
manje toksi¢no. Dobro poznavanje biologije i funkcioniranja tumorskih stanica omogucilo je
ciljano djelovanje terapije na specifi¢ne tumorske biljege koji imaju ulogu u procesu rasta,
razvoja i Sirenja tumora. Glavna prednost ciljane terapije je upravo usmjereno uniStavanje
tumorskih stanica bez negativnog u¢inka na zdrave stanice, a posljedi¢no i manjeg broja inace

karakteristi¢nih nuspojava kemoterapije (www.onkologija.hr).

Anti-HER2 lijekovi djeluju na HER2 receptor blokiraju¢i signalizaciju i smanjujuci
proliferaciju stanica kod HER2 pozitivnog raka dojke. Trastuzumab, lapatinib, pertuzumab,
trastuzumab emtansine (T-DM1) i neratinib koriste se kao suvremeni anti-HER2 lijekovi.
Palbociklib, ribociklib i abemaciklib smanjuju proliferaciju stanica u tumorima blokirajuci
kinazu ovisnu o ciklinima. Inhibitori ciljane molekule rapamicina (mTOR), kao §to je

everolimus, smanjuju rast i umnoZzavanje tumorskih stanica stimuliran mTOR intrastani¢cnom
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signalizacijom. Inhibitori enzima poli ADP-riboza polimeraze (PARP) otezavaju stanicama
raka popravak oste¢ene DNA §to dovodi do smrti stanica raka. Olaparib i talazoparib su novi
PARP inhibitori koji se mogu koristiti u lijeCenju nekih bolesnica s BRCA mutacijama.
Inhibitor receptora vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF) bevacizumab sprjecava
rast krvnih zila unutar tumora (neoangiogenezu), te na taj nacin uskracuje tumoru kisik i

hranu potrebnu za rast (Podolski i sur., 2015).

1.5. Palbociklib

Palbociklib je nov antineoplastik plasiran na trziSte 2016. godine pod trgovackim nazivom
Ibrance od strane Pfizera (https://www.ema.europa.eu/). Indiciran je za lijeCenje lokalno
uznapredovalog ili metastatskog raka dojke koji je pozitivan na hormonski receptor (HR+), a
negativan na receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2 (HER2)

(https://www.pfizer.com/).

U postmenopauzalnih Zena primjenjuje se zajedno s hormonskim lijekovima protiv raka dojke
¢ija je svrha zaustaviti, odnosno smanjiti u¢inak estrogena na proliferaciju tumorskih stanica.
Hormonska terapija pokazala se vrlo u¢inkovitom u lijeCenju karcinoma dojke, ali joj je
ucinak ograni¢en ucestalom pojavom rezistencije. U razvoju rezistencije veliku ulogu igra
promjena aktivnosti proteina koji reguliraju stani¢ni ciklus (ciklina D1), a koji je glavna meta
djelovanja palbocikliba (Kovacevi¢, 2016). Jedna od mogucih kombinacija je s letrozolom,
inhibitorom enzima aromataze koji je odgovoran za biosintezu estrogena iz androgena. Druga
je s fulvestrantom, kompetitivnim antagonistom estrogenskih receptora, u Zena koje su
prethodno neuspjeSno primile endokrinu terapiju. Klinicka su ispitivanja pokazala da
kombinacija palbocikliba s letorzolom i fulvestrantom znacajno produzuje vrijeme bez
progresije bolesti. Bolesnice koje su uzimale palbociklib i letrozol zivjele su u prosjeku 24,8
mjeseci bez pogorSanja bolesti, za razliku od 14,5 mjeseci za Zene kojima je davan placebo 1
letrozol. Pozitivni rezultati uoceni su i kod ispitivanja zajedni¢ke primjene palbocikliba i
fulvestranta gdje je vrijeme bez progresije bolesti za 6,6 mjeseci dulje nego pri primjeni
placeba 1 fulvestranta. Vazno je napomenuti da se za premenopauzalne Zene endokrina
terapija uvijek kombinira s agonistom hormona koji oslobada luteiniziraju¢i hormon
(http://www.halmed.hr/).



Palbociklib se primjenjuje oralno, a preporucena doza je 125 mg jednom dnevno uzastopno
tijekom 21 dana nakon cega slijedi 7 dana bez terapije kako bi se dovrSio potpuni ciklus od 28

dana (http://www.halmed.hr/).

Inhibitori CDK 4/6 generalno imaju relativno prihvatljiv sigurnosni profil. Toksi¢nost
palbocikliba pretezno je hematoloska. Naj¢esc¢a nuspojava jest neutropenija i razlikuje se od
one uzrokovane kemoterapijom jer se javlja kao posljedica antiproliferativnoga, a ne

citotoksi¢nog djelovanja na prekursorske stanice u kosStanoj srzi (Ban i sur., 2019).

1.5.1. Mehanizam djelovanja palbocikliba

Tumor, izmedu ostalog, nastaje kao posljedica abnormalnosti u regulaciji stani¢nog ciklusa.
Danas se zna da su vazni ¢imbenici ukljuceni u prijelaz stani¢nog ciklusa iz faze u fazu grupa
proteina ciklini i enzimi kinaze koje aktiviraju. S patogenezom raka dojke je povezana
pretjerana aktivnost ciklina D1 1 ciklin ovisnih kinaza CDK4 1 CDK6. Naime, kad se nadu u
kompleksu s ciklinom D1, CDK4/6 fosforilirat ¢e retinoblastomski (Rb) protein koji je u
hipofosforiliranom obliku ¢vrsto vezan na transkripcijski faktor E2F. Fosforilacija potice
otpustanje Rb proteina i transkripciju gena koji su odgovorni za prijelaz iz G, u S fazu i
napredovanje stani¢nog ciklusa. Takoder je poznato da ciklin D ima ulogu u razvijanju
rezistencije na hormonsku terapiju jer moze aktivirati prijenos signala preko estrogenskih
receptora bez prisutnosti estrogena. U svrhu utiSavanja proliferacije tumorskih stanica i
smanjenja hormonske rezistencije, palbociklib je razvijen kao visoko selektivan, reverzibilni
inhibitor CDK4 i CDKG6 (Ban i sur., 2019).

1.5.2. Farmakokinetika palbocikliba

Nakon peroralne primjene apsorbira se 46% doze, a stanje dinamicke ravnoteze postiZze se
unutar 8 dana kad se lijek dozira jednom dnevno. Hrana utjee na apsorpciju i
bioraspolozivost lijeka. Ukoliko se uzima s masnom hranom, AUC se poveca za 21%, a cmax
za 38%. Nadalje, unos hrane znafajno smanjuje varijabilnost izmedu pacijenata, stoga je
preporuka uzimati ga uz obrok. 85% apsorbirane doze veze se na proteine plazme. Intenzivno
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se metabolizira u jetri, a glavni metaboli¢ki putevi ukljucuju oksidaciju i sulfonaciju preko
CYP3A i SULT2AL. Iz tog razloga, potrebno je izbjegavati snazne inhibitore (klaritromicin,
azolne antimikotike, sakvinavir, sok od grejpa) i induktore CYP3A (karbamazepin, fenitoin,
rifampicin, gospina trava). Metaboliti se vecinski izlu¢uju fecesom, a samo 17% urinom. Nije
potrebna prilagodba doze lijeka u bolesnica s blagim, umjerenim i teSkim o$te¢enjem bubrega
(klirens kreatinina > 15ml/min). U slucaju teSkog oStecenja jetre (Child Pugh stadij C),

preporucena doza lijeka je 75 mg dnevno u istom rezimu (http://www.halmed.hr/).

1.6. Nacelo kapilarne elektroforeze

Kapilarna clektroforeza je separacijska tehnika u kojoj nabijene Cestice pod utjecajem
elektri¢nog polja putuju kroz kapilaru ispunjenu otopinom elektrolita prema jednoj od

elektroda. Razdvajanje analita temelji se na razli€itoj brzini putovanja iona koju opisuje izraz:
v =LE

gdje v oznaCava brzinu putovanja iona, . elektroforetsku pokretljivost, a E primijenjeno
elektricno polje. Jakost elektriénog polja izrazava se u V/cm jer ono ovisi o primijenjenom

naponu i duljini kapilare:
E=VII

Sto se veéi potencijal primjeni kroz kapilaru, ioni ¢e se brze kretati ovisno o njihovoj

elektroforetskoj pokretljivosti koja je opisana izrazom:
Ue = q/6mnr

gdje q oznacava naboj iona, 1 viskoznost medija te r radijus iona. 1z formule je vidljivo da je
pokretljivost proporcionalna naboju iona, a obrnuto proporcionalna polumjeru ¢estice. Dakle,
djelovanjem elektri¢nog polja manje ¢e Cestice s ve¢im nabojem prve doc¢i do detektora (Slika

1, Serti¢, 2013; Nigovi¢, 2014).

Bitna karakteristika kapilarne elektroforeze je elektroosmotski tok koji uvelike utjeCe na
vrijeme migracije iona, ali omogucuje 1 kretanje neutralnih analita kroz kapilaru. To je tok
Cistog pufera, a posljedica je silanolnih skupina u unutrasSnjosti kapilare Ciji negativni naboj
raste s porastom pH pufera. Ukoliko je pH dovoljno visok (pH > 3), silanolne skupine ¢e biti

deprotonirane i privlaciti ¢e katione iz otopine elektrolita. Nastaje takozvani elektri¢ni dvosloj
10
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koji se sastoji od ¢vrstog (kationi privuceni silanonim skupinama) i difuzijskog dijela (kationi
I anioni). Pod utjecajem elektri¢nog polja, kationi iz difuzijskog dijela privuceni su katodi, a
za sobom povlace okolnu tekuc¢inu. Buduéi da je smjer kretanja kationa i elektroosmotkog
toka jednako usmjeren, elektroosmotska pokretljivost toka pridodat ¢e se pokretljivosti
kationa i oni ¢e prvi do¢i do detektora. Slijede neutralne Cestice koje su nosene iskljucivo
elektroosmotskim tokom i krecu se jednakom brzinom. Njihovo razdvajanje moguce je postic¢i
dodatkom surfaktanta u otopinu pufera. S obzirom da je veli¢ina elektroosmotskog toka za
jedan red veli¢ine vecéa od elektoforetske pokretljivosti aniona, i anioni putuju prema katodi
(Damic¢ i Nigovi¢, 2010; Watson, 2012).

ANIONI KATIONI

I - EOF NEUTRALNE W+ EOF

SPECIJE

b |

® 0 O ® @ o
g@@fg @g@
+ @8%@*% ® oL-
© O ® ® ® g
© ® ® @

EOF

Slika 1 Putovanje ionskih i neutralnih ¢estica kroz kapilaru u CE (prilagodeno iz Watson,
2012)

Osim §to omogucuje kretanje svih analita u istom smjeru neovisno o naboju, specifi¢na odlika
elektroosmotskog toka u kapilari je ravan profil toka koji, za razliku od laminarnog u
tekucinskoj kromatografiji, uzrokuje manju disperziju zona analita, odnosno daje uze i vise

pikove (Watson, 2012).

Prilikom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode potrebno je uloZiti vremena za
optimizaciju parametara koji utje¢u na elektroforetsku pokretljivost analita i elektroosmotski
tok poput vrste, koncentracije i pH pufera, vrste i koncentracije surfaktanta, dodatka
organskog otapala, temperature i napona (Tablica 1). No, prednosti su brojne pa tako treba
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istaknuti kratko vrijeme analize, visoku u¢inkovitost i niske troskove, jednostavnost tehnike te

ekolosku prihvatljivost zbog malog potrebnog volumena otapala i uzorka (Damié¢ i Nigovié,

2010). Brzina, preciznost 1 to¢nost ove tehnike iskoristena je u kvantitativnoj analizi lijekova

u svim vrstama ljekovitih oblika. Zbog visoke mo¢i razlucivanja djelotvorna je u odredivanju

profila Cistoce lijekova, a svoju primjenu je nasla i u analizi peptidnih lijekova, odijeljivanju

enantiomera te analizi lijekova i njihovih metabolita u bioloskim teku¢inama (Nigovi¢, 2014).

Tablica 1 Cimbenici koji utje¢u na elektroosmotski tok (Watson, 2012; Lauer i Rozing, 2014)

pH pufera

lonska jakost pufera

Elektri¢no polje

Temperatura
Organski modifikatori
Surfaktant

Modifikacije unutrasnje
stijenke

EOF raste s porastom pH pufera (prebrz EOF rezultira
eluacijom analita prije njihove separacije, prespor EOF
uzrokuje adsorpciju kationa na SiO- Coulombovim
interakcijama)

EOF se smanjuje s pove¢anjem ionske jakosti pufera
(prevelika ionska jakost generira visoku struju i uzrokuje
Jouleovo zagrijavanje)

EOF raste s porastom napona

(opasnost od Jouleovog zagrijavanja kod prejakog
elektri¢énog polja)

EOF raste s porastom temperature jer se smanjuje
viskoznost

Najcesce smanjuju EOF mijenjajuci potencijal na
unutrasnjosti kapilare, dielektricku konstantu pufera i
viskoznost

Kationski smanjuju EOF, anionski povecavaju
Neutralni sloj smanjuje EOF, ionski povecava
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Karcinom dojke najc¢esca je zlocudna bolest i ima najvisu incidenciju mortaliteta u Zenskoj
populaciji u svijetu. Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) u 2018.
godini rak dojke bio je poguban za 627 000 zena, Sto ¢ini 15 % ukupnih smrti uzrokovanih
malignim bolestima (https://www.who.int/). S obzirom na ionako visoku, a uz to i u porastu,
pojavnost raka dojke, zabrinjava i ¢injenica da je ¢ak 20 % pogodenih Zena mlade od 50

godina, a 36 % mlade od 64 (https://www.europadonna.org/).

Individualni odgovor pacijentica na terapiju, velik broj nuspojava citostatika te razvoj
rezistencije dodatni su razlozi za velik interes farmaceutske industrije u potrazi za Sto
selektivnijim, sigurnijim i u¢inkovitijim lijekovima.

Palbociklib je relativno nov antineoplastik na trzistu, a koristi se u politerapiji s inhibitorom

aromataze ili fulvestrantom kod hormonski ovisnog tumora dojke koji je negativan na HER2

(humani epidermalni faktor rasta 2) (https://www.ema.europa.eu/en).

Registraciji svakog lijeka prethode ispitivanja radi utvrdivanja kakvoce, djelotvornosti i
sigurnosti primjene. Djelotvornost se dokazuje klinickim ispitivanjima, neSkodljivost
toksikolosko-farmakoloskim ispitivanjima, a farmaceutskim ispitivanjima provjerava Se i
utvrduje njegova kakvoca. Ljekovite i pomocéne tvari koje ulaze u sastav gotovog
farmaceutskog oblika moraju odgovarati farmakopejskim zahtjevima kakvocée s obzirom na
kvalitativan i kvantitativan sastav. Analitika ispitivanja obuhvacaju identifikaciju, ispitivanje
Cistoce, odredivanje sadrzaja, ispitivanje stabilnosti dozirnih oblika, oslobadanja aktivnih tvari
iz ljekovitog oblika, odredivanje oneciS¢enja i razgradnih produkata te koncentracije lijekova

i metabolita u bioloskim uzorcima (Nigovi¢ i sur., 2014b).

Cilj ovog istrazivanja bio je razviti kapilarnoelektroforetsku metodu analize palbocikliba,
odnosno optimizirati parametre kako bi njegova detekcija i kvantifikacija u farmaceutskom

obliku bila sto jednostavnija i brza.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

e Acetonitril (Bisolve Chimie SARL, Dieuze, Francuska)

¢ Dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Fosforna kiselina 10% (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

e Metanol (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)

e Natrijev dihidrogenfosfat dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

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

e Otopina natrijevog hidoksida 0,1 M (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
e Otopina natrijevog hidoksida 1 M (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Natrijev tetraborat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Ultracista voda pripremljena WaterPro sustavom za proc¢iS¢avanje vode (Labconco,

Kansas City, MI, SAD)

3.1.2. Standardi

e Cefaleksin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Diazepam (JGL, Rijeka, Hrvatska)

e Palbociklib (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

o Salicilna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Sulfadiazin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Sulfametoksazol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Sulfatiazol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
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3.1.3. Radni instrumetni

e Analiticka vaga AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, gvicarska)

e Centrifugirka (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e Sustav za kapilarnu elektroforezu (G1600A) s integriranim detektorom niza dioda
(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Sustav za procis¢ivanje vode WaterPro (Labonco, Kansas City, MI, SAD)

e Ultrazvuc¢na kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

e Vortex mjeSalica (Ika, Njemacka)

3.1.4. Pribor

e Bocice za uzorkovanje za kapilarnu elektroforezu od 1,5 mL (Agilent Technologies,
Waldbronn, Njemacka)

o Injekcijski filtri, Acrodisc GHP, veli¢ina pora 0,20 pm, promjera 26 mm (Gelmann,
Ann Arbor, SAD)

e Kapilara od izvucenog kvarca unutra$njeg promjera 50 pum, ukupne duljine 35 cm,
duljine 27 cm do detektora (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

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

3.1.5. Programski paketi
e 3D-CE/MSD ChemStation, Rev. A. 10.02 (1757) (Agilent Technologies, Waldbronn,

Njemacka)
e Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft)
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema radnog instrumenta

Prije prvog koristenja kapilaru smo kondicionirali 5 minuta s metanolom, 10 minuta s 1 M

NaOH, 10 minuta s ultracistom vodom te na kraju 20 minuta s otopinom radnog pufera.

Na pocetku svakog radnog dana za ispiranje kapilare koriSteni su redom 0,1 M NaOH,
ultracista voda i otopina radnog pufera, svako ispiranje u trajanju od 10 minuta. Nakon §to je
utvrdeno da je za analizu pogodan pufer niskog pH, umjesto 0,1 M NaOH, koristena je 10 %
(v/v) fosforna kiselina.

Nakon svake analize kapilara je ispirana 2 minute fosfornom kiselinom, a potom 2 minute
otopinom radnog pufera. Prilikom mijenjanja pH radnog pufera, kapilara je obavezno ispirana

15 minuta s otopinom radnog pufera novog pH.

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

bili su uronjeni u vijale s istom.

3.2.2. Priprema radnog pufera

Otopina boratnog pufera koncentracije 100 mM pripremljena je otapanjem odgovarajuce
koli¢ine natrijevog tetraborata dekahidrata u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 100 mL.

Otapanje je pospjesSeno koriStenjem ultrazvucne kupelji.

Otopina surfaktanta natrijevog dodecil sulfata koncentracije 100 mM pripremljena je na isti
nacin.
100 mM otopina borata i 100 mM otopina SDS razrijedivane su s ultracistom vodom u

odgovaraju¢em omjeru kako bismo dobili 20 mM otopinu boratnog pufera i 30, odnosno 60
mM otopinu SDS.

100 mM otopina fosfatnog pufera pH=7,4 pripremljena je otapajuci odgovarajuce koli¢ine
natrijevog dihidrogenfosfat dihidrata i dinatrijevog hidrogenfosfata dihidrata u ultracistoj vodi
u odmjernoj tikvici od 50 mL. Za pripremu otopina nizih pH, dodavani su razli¢iti volumeni
klorovodi¢ne Kiseline uz istovremeno mjerenje pH vrijednosti na pH-metru.
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Mati¢ne otopine pufera i surfaktanta cuvane su na sobnoj temperaturi na tamnom mjestu, a
svaki su dan prije pripreme radnih pufera profiltrirane kroz membranski filter Sirine pora 0,20

pm.

3.2.3. Priprema standardnih otopina

Mati¢na standardna otopina palbocikliba pripremljena je otapanjem 0,578 mg standarda
palbocikliba u 2 ml smjese otapala H2O:acetonitril (ACN) = 50:50 (v/v). Eppendorfica je

¢uvana omotana parafilmom na +4 °C.

Standardne otopine tvari koje su bile ispitivane kao potencijalni unutarnji standardi
pripremljene su otapanjem odgovarajuée koli¢ine tvari u razli¢itim otapalima. Diazepam je
otopljen u metanolu u odmjernoj tikvici od 5 mL, tako da se postigne koncentracija od 2
mg/mL. Za otapanje cefaleksina i salicilne kiseline koriStena je voda, a za otapanje
sulfadiazina, sulfatiazola i sulfametoksazola acetonitril. Odmjerne tikvice ¢uvane su na +4 °C.
Svaki dan su se radne otopine neposredno prije analize pripremale razrjedivanjem mati¢nih
otopina sa smjesom otapala H20:ACN u razli¢itim omjerima. Koncentracije unutarnjih

standarda iznosile su 50 pg/mL, a palbocikliba 100 pg/mL.

Buduci da je palbociklib citostatik, tijekom rada koriStena je odgovarajuca zastitna oprema.

3.2.4. Uvjeti analize

Analiza je provodena na uredaju za kapilarnu elektroforezu s kapilarom od izvucenog kvarca
duljine 35 cm, unutraS$njeg promjera 50 um, proizvodaca Agilent Technologies (Waldbronn,
Njemacka). Uzorci su injektirani u kapilaru pri temperaturi od 25 °C, pod tlakom od 50 mbar,
tijekom 6 sekundi. Analize su provodene pri valnoj duljini detektora od 210 nm. Napon od 25
KV i 50 mM fosfatni pufer pH=2,5 pokazali su se optimalnim za analizu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odabir vrste i pH pufera

Prvi parametar koji smo ispitivali u razvoju nove metode bio je vrsta i pH pufera. Odabrati
prikladan pH pufera kljucno je za kontrolu elektroosmotskog toka, a o njemu ovise i stupanj
ionizacije te posljedi¢no elektroforetska pokretljivost analita. Pri visokom pH kisele silanolne
skupine su u unutraSnjosti kapilare ve¢inom deprotonirane 1 nalaze se u ioniziranom obliku
(SiO-). Kationi iz otopine elektrolita privuceni su im jakim elektrostatskim silama §to za
posljedicu ima brzi EOF i krace vrijeme analize. Budu¢i da su pKa vrijednosti palbocikliba
3,1 (piridinski N) i 7,4 (piperazinski N), molekula ¢e biti neutralna pri pH vecem od 7,4,
ionizirana u pH rasponu 3,1-7,4, te dvostruko ionizirana pri pH manjem od 3,1. Za oc¢ekivati
je da ¢e analizi pogodovati nizak pH. Takav radni pufer pak nije pogodan za EOF, ali
palbociklib kao kation putuje ispred njega $to opet ide u prilog odabiru kapilarne zonske

elektoforeze i niskog pH pufera. Struktura palbocikliba prikazana je na Slici 2.

Slika 2 Kemijska struktura palbocikliba (P)

Tijekom izrade diplomskog rada, isprobana su dva radna pufera. Prvi je bio 20 mM boratni
pufer pH=9. Pri tom je pH analit nenabijen, a jedina vrsta kapilarne elektroforeze koja
omogucava istovremenu analizu 1 nabijenih i neutralnih Cestica je micelarna elektrokineticka
kromatografija. Stoga je u radni pufer dodan surfaktant SDS koncentracije 30, odnosno 60
mM. On stvara negativne micele koje ¢ine pseudostacionarnu fazu i stupaju u interakcije s
analitom. Kako su negativno nabijene, micele putuju prema anodi, u suprotnom smjeru od

EOF. Stoga je potrebno osigurati dovoljno jak EOF koji ¢e osigurati ukupno kretanje micela
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prema katodi, odnosno detektoru na kraju kapilare. To smo postigli visokim pH i
deprotonacijom silanolnih skupina. Zbog relativno duge analize (palbociklib eluira nakon 5
min), nezadovoljavaju¢eg oblika i simetrije pika pri ovim uvjetima (Slika 3), isproban je 30
mM fosfatni pufer u pH rasponu od 2,5 - 6,71 (Slika 4). Pri ovom pH, palbociklib je
protoniran i putuje kroz kapilaru bez dodatka surfaktanta, odnosno moguca je primjena
kapilarne zonske elektroforeze. S druge strane tako nizak pH pufera ima utjecaj na silanolne
skupine na unutras$njoj stijenci kapilare, a nestalan i spor elektroosmotski tok koji se mogao
oc¢ekivati, pokazao se i u eksperimentima. Velika odstupanja u vremenu migracije i povrsini
pikova analita pokusali su se umanjiti optimizacijom ispiranja kapilare izmedu analiza. Tako
je uvedeno ispiranje s 10% fosfornom kiselinom, a nakon analize kapilara je ispirana s
vodom. Takoder se pokazalo da je iznimno vaZzno bilo zamijeniti pufere svakih nekoliko

analiza kako bi se osigurala stabilnost toka i ponovljivost metode.

Kao unutarnji standardi kori$teni su diazepam i cefaleksin. Budué¢i da je pKa vrijednost
diazepama 3,4, pik je vidljiv samo na elektroferogramu u kojem je koristen pufer pH=2,5. Pri
drugim koriStenim pH vrijednostima pufera, diazepam je nenabijen i eluira zajedno s
elektroosmotskim tokom. pKa vrijednosti cefaleksina su 2,56 za karboksilnu i 6,88 za amino
skupinu. U rasponu pH=5,37-6,71 obje skupine su ionizirane, ali ukupno prevladava
negativan naboj karboksilne skupine. 1z tog razloga, privucen pozitivnoj anodi eluira iza EOF.
Pri pH pufera 2,5 situacija je suprotna. Buduci da je pH < pKa karboksilne skupine, ona je
neionizirana. S druge strane amino skupina je u potpunosti protonirana i cefaleksin brzo

putuje prema katodi.

Sto je pH pufera bio vi§i, analiza je bila kraéa zbog jaceg EOF, ali oblik pikova je bio vrlo 1os.
Kao najbolji izbor pokazao se pretpostavljeni pH=2,5. Simetrija, oblik pika i razlu¢ivanje
izmedu pikova su dobri, a vrijeme analize je i dalje kratko (dvostruko nabijeni palbociklib

eluira ispred EOF unutar 2 minute).
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Slika 3 Elektroferogram standardne otopine palbocikliba (P) i salicilne kiseline (SK)

UVJETI ANALIZE: 20 mM boratni pufer s dodatkom 60 mM SDS-a, 30 kV, 25 °C, uzorak:
smjesa 50 ug/ml standardne otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine salicilne
kiseline
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Slika 4 Elektroferogrami otopine standarda palbocikliba (P), diazepama (D) i cefaleksina (C)
pri razli¢itim pH vrijednostima pufera: (A) pH=6,71, (B) pH=6,44 , (C) pH=5,97, (D)
pH=5,37, (E) pH=2,5

UVJETI ANALIZE: 30 mM fosfatni pufer, 30 kV, 25 °C, uzorak: smjesa 50 ug/ml standardne
otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i 50 ug/ml standardne otopine
cefaleksina
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4.2. Odabir koncentracije pufera

Jedan od ¢imbenika koji utjeCe na elektroosmotski tok je koncentracija, odnosno ionska jakost
radnog pufera. Naime, s povecanjem iste, smanjuje se zeta potencijal na unutra$njoj stijenci
kapilare. To znaci da se smanjuje elektroosmotski tok, a vrijeme migracije analita produljuje.
Najcesce korisStene koncentracije pufera su u rasponu od 30-50 mM. Moguce je koristiti i
vecée koncentracije (100-500 mM), no s oprezom jer povecanjem ionske jakosti pufera raste

elektri¢na struja §to moze dovesti do Jouleovog zagrijavanja u kapilari.

Tijekom izrade ovog diplomskog rada, prvotne su analize vr$ene uz 30 mM fosfatni pufer. Pri
toj koncentraciji, analize su bile izrazito neponovljive. Oblik i veli¢ina pikova su se mijenjali
svakom sljede¢com analizom, a struja je bila niska (oko 50 pA) i promjenjiva. Isproban je
fosfatni pufer koncentracije 50 mM, §to je pozitivno utjecalo na gore navedene probleme.
Pikovi su bili uzi, struja je postala konstantna i porasla na 80 pA, ali je i dalje bila dovoljno

niska da se izbjegne Jouleovo zagrijavanje.

4.3. Dodatak surfaktanta

Micelarna elektrokineti¢cka kromatografija koristi se za analizu neutralnih molekula koje su u
uobicajenoj zonskoj elektroforezi noSene brzinom elektroosmotskog toka, ali se ne mogu
razdvojiti jedne od drugih niti analizirati jer izlaze iz kapilare zajedno s elektroosmotskim
tokom. U tu svrhu, u otopinu radnog pufera dodaju se povrsinski aktivne tvari koje iznad
kritiéne micelarne koncentracije formiraju micele. Micele su sfericne strukture s polarnim
glavama koje su u kontaktu s puferom i hidrofobnim repovima okrenutim prema
unutra$njosti. Neutralni spojevi stupaju u razli¢ite interakcije s micelama koje predstavljaju
pseudostacionarnu fazu te zbog njihovog naboja putuju kroz kapilaru. Vrijeme migracije
ovisit ¢e isklju¢ivo o koeficijentu raspodjele izmedu micele i okolnog pufera. Sto je spoj

hidrofobniji, duze ¢e se zadrzavati u kapilari.

Zbog svoje dostupnosti i niske cijene, najéeS¢e se koristi anionski surfaktant natrijev
dodecilsulfat (SDS). lako ga privlaci anoda zbog svojeg negativnog naboja, noSen

elektroosmotskim tokom putuje prema katodi i dolazi do detektora.
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S druge strane nabijeni analiti u micelarnoj elektrokinetickoj kromatografiji migriraju na
temelju dva ¢imbenika, elektroforetske pokretljivosti samog analita na koju utjeu naboj i

veliCina analita te koeficijenta raspodjele izmedu micela i pufera koji pak ovisi o lipofilnosti.

lako je palbociklib u odabranom pH pufera bio u ioniziranom stanju te ga se moglo analizirati
CZE, isproban je dodatak surfaktanta zbog moguénosti poboljsanja oblika i simetrije pika
analita (Slika 5). Kao unutarnji standard u ovim eksperimentima koristena je salicilna
kiselina. U micelarnoj elektrokineti¢koj kromatografiji salicilna kiselina eluira iza
palbocikliba jer stupa u jace interakcije s micelama. Palbociklib kroz kapilaru putuje brze
zbog dvostruko pozitivnog naboja i posljedi¢no manje interakcija s lipofilnim micelama. pKa
salicilne kiseline iznosi 3 i pri pH pufera 2,5 je nenabijena te ju nismo mogli detektirati

koristeci kapilarnu zonsku elektoforezu.

S obzirom da je dodatak surfaktanta pogorsao oblik pika palbocikliba, smanjio osjetljivost
metode i produljio vrijeme analize, u daljnjem radu nije uzet u razmatranje, a potraga za

boljim unutarnjim standardom opisana je u sljede¢em poglavlju.

TADI A, Sig=210.4 Ref=500,40 (PALBOCPALEO030.5)

o

Slika 5 Elektroferogrami standardnih otopina palbocikliba (P) i salicilne kiseline (SK) ovisno
0 dodatku SDS pri (A) 30 mM fostafni pufer pH=2,5 + 20 mM SDS i (B) 30 mM fosfatni
pufer pH=2,5

UVJETI ANALIZE: 30 kV, 25 °C, uzorak: 111 ug/ml standardne otopine palbocikliba (P) i 50
ug/ml standardne otopine salicilne kiseline (SK)
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4.4. Odabir unutarnjeg standarda

Unutarnji standard Kkoristi se prvenstveno u kvantitativnoj analizi da se osigura preciznost i
to¢nost analitiCke metode. U kapilarnoj elektoforezi nuzan je iz viSe razloga. Neki od njih su
nestabilna unutarnja stijenka koja utjece na elektroosmotski tok, moguca adsorpcija analita na
stijenku, promjene u naponu i vrlo mala koli¢ina analita koja se prilikom analize injektira u
nL volumenu $to je Cak za tri reda veli¢ine nize od tekucinske kromatografije s kojom se
kapilarna elektoforeza najceS¢e usporeduje. Prilikom odabira unutarnjeg standarda trazi se
spoj koji ima sli¢nu strukturu analitu, odnosno fizikalno kemijska svojstva koja iz nje

proizlaze.

U ovim eksperimentima isprobano je pet potencijalnih standarda: diazepam, sulfametoksazol,
sulfatiazol, sulfadiazin i cefaleksin. Najprije smo analizirali standardne otopine lijekova
samostalno pri pH radnog pufera koji se pokazao najboljim za analizu palbocikliba. Na
temelju oblika pikova i vremena migracije ustanovljeno je da su najodgovarajuci bili

diazepam i cefaleksin. Njihove strukture prikazane su na Slici 6.

NH,

Slika 6 Kemijska struktura diazepama (D) i cefaleksina (C)

Diazepam posjeduje amino skupinu pKa 3,4, a cefaleksin amino skupinu pKa 6,88 i
karboksilnu skupinu ¢iji pKa iznosi 2,56. U kiselom pH fosfatnog pufera sva tri analita bit ¢e
protonirana te ¢e se U kapilarno zonskoj elektroforezi kretati prema detektoru. Kao $to je veé
spomenuto, razlike u brzini putovanja analita ovisiti ¢e o naboju i veli¢ini iona. Iako relativna

molekulska masa ne podrazumijeva nuzno da molekula ima veéi radijus, u tumacenju ovog
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elektroferograma (Slika 7) pretpostavit ¢emo da je tako. Palbociklib unato¢ najvecoj
relativnoj molekulskoj masi (Mrp = 447,5) (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) ima najkrace
vrijeme migracije zbog dvije protonirane amino skupine za razliku od cefaleksina i diazepama
koji nose samo jedan pozitivan naboj. S druge strane Cini se da u separaciji diazepama i
cefaleksina klju¢nu ulogu ima razlika u veli¢ini iona. Iako je pri pH=2,5 cefaleksin
stopostotno ioniziran, znacajno je veéi od diazepama na S§to ukazuju i njihove relativne
molekulske mase (Mrc = 347,4, Mrp = 284,74) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 1z tog

razloga cefaleksin eluira nakon diazepama.

Pikovi diazepama i cefaleksina pri optimiziranim uvjetima bili su dobro odijeljeni od pika
palbocikliba, ostri i simetri¢ni. lako cefaleksin ima najdulje vrijeme migracije, on eluira
unutar 4 minute i ne produzuje znacajno vrijeme analize, pa su u daljnjim ispitivanjima
koriStena oba unutarnja standarda kako bi se pronasao optimalan unutarnji standard za

kapilarnozonsku elektroforetsku analizu palbocikliba.

Medutim ovaj sustav pokazao se nestabilnim §to ¢e biti spomenuto kasnije.

Slika 7 Elektroferogram smjese palbocikliba i unutarnjih standarda diazepama i cefaleksina
UVJETI ANALIZE: 30 mM fosfatni pufer pH = 2,5, 30kV, 25 °C, uzorak: 100 ug/ml
standardne otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i 50 ug/ml
standardne otopine cefaleksina

4.5. Promjena napona

Kod razvoja kapilarnoelektoforetske metode, promjena napona je vazan c¢imbenik u
optimizaciji jer bitno utjee na elektroosmotski tok i brzinu analita. Sukladno povecanju
napona povecava se jakost elektricnog polja i ubrzava se elektroosmotska pokretljivost
analita, ali i samog pufera. Promjenom napona, dakle, mozZe se utjecati na brzinu analize.

Budu¢i da se u analitici uvijek tezi §to kraCem vremenu analize, najbolje bi ju bilo provoditi
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pri  Sto visem naponu. Medutim, pri visokom naponu nerijetko dolazi do takozvanog
Jouleovog zagrijavanja. Kao posljedica porasta temperature u kapilari, moze do¢i do
nezeljenog Sirenja zona analita. Jo§ jedan od razloga povecanog opreza pri optimizaciji
napona je smanjenje ionako male osjetljivosti metode koje se ocituje smanjenjem povrsine

pikova.

U svrhu ispitivanja utjecaja napona na vremena migracije i povrsine pikova, provedene su
analize na 20, 22,5, 25, 27,51 30 kV u triplikatu. Dobiveni elektroferogrami prikazani su na
Slici 8.
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Slika 8 Elektroferogrami standardnih otopina palbocikliba (P), diazepama (D) i cefaleksina
(C) u ovisnosti 0 naponu (A) 30 kV, (B) 27,5 kV, (C) 25 kV, (D) 22,5 kV, (E) 20 kv

UVJETI ANALIZE: 30 mM fosfatni pufer pH=2,5, 30kV, 25 °C, wuzorak: 100 ug/ml
standardne otopine palbocikliba, 50 wg/ml standardne otopine diazepama i 50 ug/ml
standardne otopine cefaleksina

Iz grafickog prikaza ovisnosti vremena migracije o naponu (Slika 9), vidljivo je da se s
povisenjem napona S 20 kV na maksimalnih 30 kV ¢ak upola skratilo vrijeme analize.
Vrijeme migracije za palbociklib pri 20 kV iznosilo je 3,48 min, a pri 30 kV samo 1,67 min.
Struja unutar kapilare pri najvisem naponu nije prelazila 90 pA pa je uspjesno izbjegnuto

Jouleovo zagrijavanje.
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Ovisnost vremena migracije o naponu
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Slika 9 Graf ovisnosti vremena migracije palbocikliba, diazepama i cefaleksina o
primjenjenom naponu

UVJETI ANALIZE: 50 mM boratni pufer, 25 °C, uzorak: 100 ug/ml standardne otopine
palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i cefaleksina

U skladu s opisanom teorijom kapilarne elektroforeze, na Slici 10 potvrdeno je pak smanjenje
povrsine svih analita s porastom napona. S obzirom da je kapilarna elektoforeza brza metoda,
cilj je osigurati $to vecu osjetljivost. Na temelju grafickih prikaza i elektroferograma, napon
od 25 kV daje dobar oblik i veli¢inu pika palbocikliba uz zadovoljavajuce vrijeme analize i

razlu¢ivanje od unutarnjih standarda (Rs > 1,5, Slika 11).

Ovisnost povrsine pika o naponu
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Slika 10 Graf ovisnosti povrsine pikova palbocikliba, diazepama i cefaleksina o
primjenjenom naponu

UVJETI ANALIZE: 50 mM boratni pufer, 25 °C, uzorak: 100 ug/ml standardne otopine
palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i cefaleksina
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Ovisnost razluéivanja o naponu
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Slika 11 Graf ovisnosti razlu¢ivanja izmedu analita o primjenjenom naponu
UVJETI ANALIZE: 50 mM boratni pufer, 25 °C, uzorak: 100 ug/ml standardne otopine
palbocikliba (P), 50 ug/ml standardne otopine diazepama (D) i cefaleksina (C)

Tijekom optimizacije napona, na elektroferogramima uocen je dosad nepostoje¢i pik ispred
pika diazepama. Usporedujuc¢i UV spektar nepoznate tvari s UV spektrima ostalih analita,
uvidena je slicnost s UV spektrom cefaleksina koja je upucivala na moguénost razgradnje

cefaleksina (Slika 12).
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Slika 12 UV spektar cefaleksina i nepoznatog pika
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Da bismo to provijerili, u vijalu smo otpipetirali standardnu otopinu cefaleksina i otapala u
kojima su bili otopljeni palbociklib i diazepam te razrijedili s ACN i vodom u omjeru 1:1.
Nakon par dana snimljen je elektroferogram na kojem se vidio samo pik cefaleksina §to je

ukazivalo na to da novonastali pik ipak nije njegov razgradni produkt.
Za svaki slucaj isto smo ponovili s diazepamom, a rezultat je bio isti.

Drugo objasnjenje je da je doSlo do kemijske reakcije izmedu unutarnjih standarda.
Analizirana je vijala s uzorkom palbocikliba, cefaleksina i diazepama koja je ¢uvana par dana
u frizderu na 4 °C. Na elektroferogramu (Slika 13) vidi se pik koji vremenom migracije i UV
spektrom odgovara novonastalom piku, medutim vidno se poveéao $to znaci da se povecala

njegova koncentracija u smjesi.

S obzirom da je ovaj sustav nestabilan, u daljnjem razvoju metode bit ¢e potrebno odabrati

odgovarajuc¢i unutarnji standard.

DADI A, SIig=210,4 Re=500,40 (PALBOC\PALBO092.D)

Slika 13 Elektroferogram smjese standardnih otopina palbocikliba (P), diazepama (D) i
cefaleksina (C) nakon par dana stajanja u vijali

UVJETI ANALIZE: 50 mM fosfatni pufer pH=2,5, 25 °C, uzorak: 100 ug/ml standardne
otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i cefaleksina
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4.6. Promjena temperature

Promjenom temperature mijenja se viskoznost elektrolita, a time i EOF te vrijeme analize.

Ispitan je utjecaj temperature na brzinu analize u rasponu od 21 — 33 °C. Tijekom rada
zacepila se kapilara koju smo zatim morali skratit. Medutim, nastavili smo rad s istom jer je
ipak rije¢ o preliminarnom eksperimentu. Budu¢i da analiti tada prelaze manji put do

detektora, vremena migracije razlikovati ¢e se od ostalih ispitivanja pri istim uvjetima.

Kao §to je vidljivo na Slici 14, vremena migracije s poviSenjem temperature imaju padajuci
trend. Iznimka je cefaleksin kojem je vrijeme migracije najvece na temperaturi od 25 °C i
iznosi 2,84 min. Ocekivano, pri 33 °C trajanje analize je najkrace: vrijeme migracije

palbocikliba je 0,9 min, diazepama 1,43 min, a cefaleksin eluira unutar 1,9 min.

Ovisnost vremena migracije o temperaturi
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Slika 14 Graf ovisnosti vremena migracije o primijenjenoj temperaturi
UVJETI ANALIZE: 50 mM fosfatni pufer pH=2,5, 30 kV, uzorak: smjesa 100 ug/ml
standardne otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i cefaleksina

Pri svim ispitivanim temperaturama, susjedni pikovi su dobro odijeljeni jedan od drugog $to

je prikazano na grafu ovisnosti razlu¢ivanja o promjeni temperature (Slika 15). Najmanje
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razlucivanje izmedu palbocikliba i diazepama je na temperaturi od 31 °C i iznosi 13,04 , a
izmedu diazepama i cefaleksina na 29 °C i iznosi 7,1 §to je i dalje puno iznad minimalne
granice Rs od 1,5 za koju se smatra da omogucava dostatno razdvajanje pikova analita na

baznoj liniji.

Ovisnost razlucivanja o temperaturi
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Slika 15 Graf ovisnosti razlu¢ivanja o primijenjenoj temperaturi
UVJETI ANALIZE: 50 mM fosfatni pufer pH=2,5, 30 kV, uzorak: smjesa 100 ug/ml
standardne otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i cefaleksina

Prilikom razvoja nove kapilarnoelektoforetske metode, pozeljno je pogledati broj teorijskih
tavana u ovisnosti o raznim parametrima jer je on kvantitativni pokazatelj ucinkovitosti
kapilare, odnosno kromatografske kolone u teku¢inskoj kromatografiji. Broj teorijskih tavana
je matematicki koncept, odnosno hipotetsko stanje u kojem se uspostavlja ravnoteza izmedu
nepokretne faze (kapilare) i pokretne faze (radnog pufera). Jednostavno se moze odrediti iz

elektroferograma prema izrazu:
N = 5,54 (t/wy,)?

gdje je t migracijsko vrijeme, a Wy, §irina kromatografskog pika na polovici visine. Sto je

broj teorijskih tavana veci, kapilara je ucinkovitija (Serti¢, 2013).

Graf prikazuje da je za palbociklib analiza najucinkovitija na 25 °C, za diazepam na 27 °C, a
cefaleksin na 31 °C (Slika 16).
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Slika 16 Graf ovisnosti broja teorijskih tavana o primijenjenoj temperaturi
UVJETI ANALIZE: 50 mM fosfatni pufer pH=2,5, 30 kV, uzorak: smjesa 100 ug/ml
standardne otopine palbocikliba, 50 ug/ml standardne otopine diazepama i cefaleksina
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5. ZAKLJUCCI

Buduéi da je palbociklib nov lijek, postoji potreba za razvojem novih brzih i pouzdanih
analitickih metoda za detekciju i kvantifikaciju. U ovom istrazivanju ispitivani su parametri

za analizu palbocikliba kapilarnom elektroforezom.

Tijekom rada koriSteni su boratni (pH=9) i fosfatni (pH u rasponu 2,5-6,71) radni pufer, a
najoptimalnijim pokazao se fosfatni pufer pH=2,5. Problem neponovljivosti analiza rijesen je
povecanjem koncentracije radnog pufera s 30 mM na 50 mM, ispiranjem s 10 % fosfornom
kiselinom, a izmedu pojedinacnih analiza vodom te redovitim mijenjanjem pufera svakih

nekoliko analiza.

Dodatak surfaktanta izrazito je nepovoljno utjecao na oblik pika, osjetljivost i vrijeme analize
§to je dovelo do zakljucka da je zonska kapilarna elektroforeza najpogodnija za analizu

palbocikliba.

Nadalje, primijeceno je da se smanjenjem napona povecala osjetljivost metode, ali na ustrb
duljine trajanja analize. No, s obzirom da je pri svim promjenama napona (20-30 kV) trajanje
analize palbocikliba bilo unutar 5 minuta, odluc¢ujuc¢i faktor za odabir napona od 25 kV bio je

oblik 1 povrsina pika.

Analize su provodene u kapilari duljine 35 cm, unutarnjeg promjera 50 um pri 25 °C, s UV-
Vis detektorom uz detekciju na 210 nm, a u daljnjim istrazivanjima bit ¢e potrebno pronaci

odgovarajuc¢i unutarnji standard.
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7. SAZETAK / SUMMARY

Cilj ovog istrazivanja bio je razviti jednostavnu, brzu, osjetljivu i ekoloski prihvatljivu
kapilarnoelektoforetsku metodu za analizu relativno novog citostatika palbocikliba. S obzirom
na baziéni karakter palbocikliba, odabrana je zonska kapilarna elektroforeza uz dodatak
unutarnjih standarda diazepama i cefaleksina. Analiza je provedena u kapilari duljine 35 cm,
unutarnjeg promjera 50 um, pri 25 °C. Tijekom optimizacije parametara, kao optimalan napon
odabran je onaj od 25 kV, a analizi je pogodovao fosfatni radni pufer niskog pH=2,5 u

koncentraciji od 50 mM.

Identifikacija i kvantifikacija ljekovitih tvari rutinski je postupak u kontroli lijekova,te bi se u
buduénosti potencijal kapilarne elektoforeze i njene brojne prednosti (ekoloska prihvatljivost,
brzina i jednostavnost nakon razvoja metode i optimizacije parametara) zasigurno trebali vise

koristiti.
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The main goal of this research was to develop a simple, fast, sensitive and ecologically
acceptable capillary electrophoretic method for analysis of a relatively novel cytostatic drug
palbociclib. Palbociclib has a basic character, therefore capillary zone electophoresis has
proven to be most apt. In order to minimize possible errors, diazepam and cefalexin were used
as internal standards. The analysis was carried out in a 35 cm long capillary, with 50 um
internal diameter at 25 °C. Best results were shown when 25 kV voltage was applied and 50
mM phosphate buffer pH=2,5 was used.

Identification and quantification of therapeutic substances is a routine drug control procedure.
It needs to be fast, simple and eco-friendly. Capillary electrophoresis has all of the listed
advantages and we should definitely exploit its potential more in the future.
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