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KRATICE

ACN - acetonitril

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

EIC — kromatogram izoliranog iona (eng. Extracted lon Chromatogram)
ESI — ionizacija elektrorasprSenjem (eng. Electrospray lonization)

FGF — faktor rasta fibroblasta (eng. Fibroblast Growth Factor)

FLD — fluorescencijski detektor (eng. Fluorescence detector)

FVC — forsirani vitalni kapacitet

GERB — gastroezofagealna refluksna bolest

HPLC — tekué¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid

Chromatography)

IPF — idiopatska plu¢na fibroza

K — karboksipirfenidon

MS — spektrometar masa (eng. Mass Spectrometer)

P — pirfenidon

PAR — paracetamol

PDGF — faktor rasta iz trombocita (eng. Platelet Derived Growth Factor)

TGF — transformirajuci faktor rasta (eng. Transforming Growth Factor)

TIC — kromatogram potpune struje iona (eng. Total lon Current Chromatogram)
tr— vrijeme zadrzavanja (eng. Retention Time)

VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta (eng. Vascular Endothelial Growth Factor)
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1. UvVOD
1.1. IDIOPATSKA PLUCNA FIBROZA

Fibrotske bolesti op¢enito obuhvacaju poremecaje u kojima dolazi do formiranja tkiva
slicnog oziljnome na za to neprimjerenim mjestima, poput srca, pluca, jetre i sl. Do sada ih je
okarakterizirano viSe od 60, a odgovorne su za priblizno 45% smrti u SAD-u. Fibroza pluca
moze biti uzrokovana autoimunim procesima, gastroezofagealnim refluksom, intoksikacijom
azbestom ili teSkim metalima, ali kada je uzrok nepoznat, radi se o idiopatskoj plu¢noj fibrozi
(IPF) (Gan i sur., 2011).

Idiopatska pluéna fibroza teSka je i1 fatalna bolest koja pogada uglavnom musku
populaciju stariju od 60 godina (Margaritopoulos i sur., 2016). Prevalencija u svijetu je 14-
42,7 na 100 000, a godi$nja incidencija 6,8-16,3 na 100 000, sto IPF svrstava u rijetke bolesti,
medutim uocen je porast pojavnosti u posljednjih 30 godina (Adamali i Maher, 2012). Glavni
simptomi su kratko¢a daha i1 kroni¢ni kasSalj, a preZivljenje nakon dijagnoze u prosjeku je 3
godine (Margaritopoulos i sur., 2016). Medu rizi¢ne ¢imbenike kao najvazniji ubrajaju se
pusenje, virusne infekcije plu¢a u proslosti, izlozenost zagadenju i oksidativni stres (Maher 1
sur., 2007).

Patofiziologija bolesti jo$ nije u potpunosti razjasnjena. Isprva se smatralo kako se radi
o kroni¢noj upali kao odgovoru na neprekidne mikroozljede alveolarnih pluénih stanica pa su
za lijeCenje koristeni imunosupresivi poput kortikosteroida i azatioprina. No, utvrdeno je da
takva terapija ne pokazuje znacajne uéinke u poboljSanju zdravstvenog stanja pacijenata kao
ni u sprjeavanju pogorSanja bolesti pa je tvrdnja o isklju¢ivo upalnoj podlozi odbacena (Oku
i sur., 2008; Mabher i sur., 2007).

Danas se IPF u mnogoc¢emu poistovjeéuje s karcinomom, buduci da je izrazito
individualna bolest. Ukljuuje poremecaje u vise signalnih puteva, kada se visSe ne mogu
mobilizirati kompenzatorni mehanizmi pleiotropizma (pojave da jedna molekula iskazuje vise
razli¢itih uc€inaka u stanici) i redundancije (postojanje viSe razli¢itth molekula koje mogu
obavljati istu funkciju) kojima bi nezahvaéene molekule mogle nadoknaditi ulogu neke od
pogodenih. Nova shvacanja ukazuju na ¢injenicu kako je upala tek pomo¢ni faktor, a ne uzrok
ove bolesti, dok se klju¢nom smatra disfunkcija epitelnog i epitelno-mezenhimalnog odgovora
na kroni¢nu ozljedu, uz istodobnu ukljucenost drugih sustava poput koagulacijske kaskade,
antioksidacijskih  puteva, apoptoze, upalnih citokina, angiogeneze i vaskularnog
remodeliranja, faktora rasta, surfaktanata te regulatornih faktora matriksa (Maher i sur.,
2007).



Utvrdeno je da dolazi do disbalansa profibrotskih (faktor rasta vezivnog tkiva (eng.
Connective Tissue Growth Factor, CTGF), transformirajuci faktor rasta (eng. Transforming
Growth Factor, TGF), faktor rasta iz trombocita (eng. Platelet Derived Growth Factor,
PDGF), trombin, faktor Xa) i antifibrotskih agensa (prostaglandin E2, interferon y) koji
pogada endotel, epitel i fibroblaste (slika 1). Posljedica je pretjerana aktivacija miofibroblasta,
koji pristizu u pluéno tkivo iz krvotoka kao cirkuliraju¢i fibrociti i procesom epitelno-
mezenhimalne tranzicije iz rezidentnih epitelnih stanica. Oni proizvode velike koli¢ine
izvanstani¢nog matriksa ¢ija glavna komponenta je vlaknasti protein kolagen. Istovremeno su
inhibirani mehanizmi uklanjanja viska matriksnih proteina pa tkivo biva zahvaceno

ireverzibilnim fibrozacijskim promjenama (Adamali i Maher, 2012; Mabher i sur., 2007).
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CCL-2 — kemokin ligand 2; CTGF — faktor rasta vezivnog tkiva; EP — prostanoid E; HGF — faktor rasta hepatocita; IL — interleukin;
KGF — faktor rasta ketatinocita; LPA — lizofosfatidna kiselina; NOX4 — NADPH oksidaza 4; PAR — receptor aktiviran proteazom;
TGF — transformirajudéi faktor rasta; VEGF — vaskularni endotelni faktor rasta.

Slika 1. Prikaz poremeéaja na vise razli¢itih razina ukljucenih u patogenezu IPF-a i na njih
usmjerenih terapijskih opcija koje bi mogle pomo¢i u lijecenju: ihibicijom fibrogeneze,
poticanjem antifibrotskih puteva, smanjenjem ozljede alveolarnog epitela
(prilagodeno prema Adamali i Maher, 2012)

Znacajnu ulogu u patogenezi IPF-a ima i genetska podloga — polimorfizmi odredenih
gena, primjerice onih povezanih s funkcijom telomeraze, enzima odgovornog za produljenje
telomera stanicne DNA 1 time Zivota stanice, kao 1 somatske mutacije (Margaritopoulos i sur.,
2016).

Pluéne infekcije virusima koji su sposobni mijenjati genetski materijal domacina

indukcijom somatskih mutacija smatraju se jednim od vaznih rizi¢nih ¢imbenika za razvoj



bolesti. Takoder, one mogu dovesti do dodatnog pogorsanja stanja kod postojeceg IPF-a, bas
kao i infekcije virusima koji svojom precipitacijom u plu¢ima dovode do ozljede i upale
alveolarnih stanica (Adamali i Maher, 2012; Mabher 1 sur., 2007). Medu spomenute viruse
pripadaju Epstein-Barr, virus hepatitisa C, herpes virusi 7 i 8, citomegalovirus te parvovirus.
Lijecenje virusne infekcije stoga moze dovesti do poboljSanja stanja pacijenata (Adamali i
Maher, 2012).

Progresija IPF-a nagla je i nepredvidiva, o€ituje se u akutnim pogorsanjima plu¢ne
funkcije — egzacerbacijama, koja s vremenom dovode do potpunog gubitka sposobnosti
izmjene plinova i smrti. Prepoznaju se kao znatno pogorSanje dispneje i snazan pad tlaka
kisika u arterijskoj krvi u odsustvu pluéne infekcije 1 uz odgovaraju¢ radiografski nalaz
(Adamali i Maher, 2012; Maher i sur., 2007).

Najcesce komplikacije IPF-a su rekurentne infekcije, plu¢na hipertenzija, a zabiljezena
je 1 povecana incidencija raka plu¢a (Adamali i Maher, 2012).

Jedan od ¢esto uocavanih komorbiditeta IPF-a je gastroezofagealna refluksna bolest
(GERB) (Margaritopoulos i sur., 2016). Utvrdeno je da prisustvo GERB-a moze dovesti do
pogorsanja IPF-a wuslijed nastanka dodatnih ozljeda kronicnom traheobronhijalnom
aspiracijom zelucanog sadrzaja koja pogoduje stvaranju profibrotskog okruzenja. Lije¢enje
GERB-a, ukoliko je prisutan, doprinosi stabilizaciji pluéne funkcije i duljem prezivljavanju
(Adamali i Maher, 2012).

Ciljevi u lije¢enju IPF-a prvenstveno su usporavanje napredovanja, ublazavanje
simptoma i pravovremeno prepoznavanje komplikacija. OStecenja koja nastaju uslijed fibroze
imaju ireverzibilne posljedice pa ¢ak ni otklanjanjem oziljnog tkiva nije mogucée povratiti
normalnu funkciju organa (Adamali i Maher, 2012; Miric i sur., 2001). Stoga se uspje$nim
lije€enjem smatra ono kojim se uspije postici stabilnost pluéne funkcije, odnosno prevencija
akutnih egzacerbacija (Adamali i Maher, 2012). Jedina terapijska opcija koja ostvaruje
poboljsanje plu¢ne funkcije za sada je joS uvijek samo transplantacija plu¢a (Hernandez i sur.,
2018).

U klinickim su studijama tijekom godina ispitivani razli¢iti lijekovi, od prekursora
antioksidansa glutationa N-acetilcisteina, preko protuupalnih lijekova interferona i
etanercepta, antikoagulansa varfarina, antagonista endotelinskih receptora bosentana,
macitentana i ambrisentana, inhibitora fosfodiesteraze sildenafila do inhibitora tirozin kinaza
imatiniba i nintedaniba te anti-TGF agensa pirfenidona (Margaritopoulos i sur., 2016). Tek su
pirfenidon i nintedanib pokazali uocljive klini¢ke rezultate i doveli do poboljSanja stanja

pacijenata.



1.2. ANTIFIBROTSKI LIJEKOVI: PIRFENIDON I NINTEDANIB

Pirfenidon (slika 2) prvi je lijek koji je pokazao zadovoljavaju¢ terapijski ucinak u
idiopatskoj plu¢noj fibrozi, za koju je trenutno registriran kao orphan drug (lijek siroce,
istrazivan za rijetka, zivotno ugrozavaju¢a ili kroni¢no onesposobljavaju¢a Stanja)
(www.ema.europa.eu). Prvotno je proucavan kao analgetik, antipiretik i protuupalni agens
niske toksi¢nosti (Gadekar, 1976), a njegovo je antifibrotsko djelovanje (sposobnost

sprjecavanja patoloski pretjeranog odlaganja izvanstani¢nog matriksa u procesu cijeljenja)

HBCQ
|

N~ "0

otkriveno slucajno (Margolin, 1994).

Slika 2. Strukturna formula pirfenidona

Rije¢ je o maloj molekuli laktamske strukture (5-metil-1-fenil-2-piridinon), relativne
molekulske mase 185.23 g/mol, koja se moze dobiti jednostavnom sintezom iz brombenzena i
5-metil-2-piridinona u organskom otapalu uz bakrov (I) oksid kao katalizator pri povisenoj
temperaturi (slika 3) (Radhakrishnan, 2013).

H,C
\
CH,4 ‘
Br
= Cu,0 N o
+ —_—
N elevated
temperature

O

Slika 3. Sinteza pirfenidona (prilagodeno prema Radhakrishnan, 2013)

Mehanizam antifibrotskog djelovanja pirfenidona i dalje nije potpuno jasan. Do sad je
najvise istrazivan njegov inhibicijski utjecaj na TGF-B kao jedan od klju¢nih citokina u
fibrozi, ali smatra se kako ucinak postize modulacijom viSe razli¢itih signalnih puteva:
inhibicijom bazi¢nog faktora rasta fibroblasta (bFGF), faktora rasta deriviranog iz trombocita

(PDGF), faktora nekroze tumora o (TNF-a), faktora deriviranog iz stromalnih stanica la


http://www.halmed.hr/

(SDF-1a), interleukina 18 (IL-18), a indukcijom interleukina 10 (IL-10) i plu¢nog interferona
vy (IFN-y). In vitro i in vivo ispitivanjima utvrdeno je kako smanjuje proliferaciju stanica
inhibicijom sinteze DNA te sintezu kolagena smanjenjem ekspresije gena, inhibira prolil
hidroksilazu (enzim vazan za u¢vrs$¢avanje i stabilnost strukture kolagena), smanjuje razine
intercelularne adhezijske molekule 1 na fibroblastima i sakuplja hidroksilne radikale (Gan i
sur., 2011).

Brojnim klinickim studijama dokazana je njegova djelotvornost (CAPACITY,
ASCEND) i sigurnost primjene (RECAP, PASSPORT) za lijecCenje idiopatske pluéne fibroze.
Pokazao se boljim od placeba u smanjenju pada forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC,
maksimalne koli¢ine zraka koju bolesnik moze forsirano izdahnuti nakon $to je duboko
udahnuo) kao markera stupnja progresije bolesti i doveo do produljenja zivota pacijenata
(Cottin i sur., 2018; Costabel i sur., 2017; Margaritopoulos i sur., 2016; King i sur., 2014;
Adamali i Maher, 2012; Noble i sur., 2011; www.ema.europa.eu).

Nuspojave koje se javljaju su ovisne o dozi, a najéeSc¢e obuhvacaju probavne tegobe
poput gubitka apetita, mucnine i proljeva te dermatoloske probleme — osip i fotoosjetljivost
(www.ema.europa.eu). U rijetkim slucajevima potrebno je kratkotrajno smanjenje doze ili
obustavljanje primjene, ali podnosljivost se opéenito popravlja nakon prvih 6 mjeseci terapije
(Margaritopoulos 1 sur., 2016). Takoder se moZe uzimati s hranom kako bi se izbjegle
gastrointestinalne nuspojave (www.ema.europa.eu) jer hrana odgada apsorpciju lijeka i
smanjuje mu vr$nu koncentraciju, uz blagi uc¢inak na smanjenje ukupne bioraspoloZivosti
(Rubino i sur., 2009).

Nakon oralne primjene pirfenidona nataste, vrSna koncentracija u plazmi se postize za
0,6 h, a cjelokupna doza eliminira unutar 12 h, pretezno urinom (> 80%) (Wen i sur., 2014).
Metabolizam se odvija vrlo brzo nakon apsorpcije, uglavnom oksidacijom preko CYP1A2, ali
i drugih CYP enzima (Schaefer i sur., 2011), do 5-hidroksipirfenidona i zatim 5-
karboksipirfenidona (slika 4). U pokusima na Zivotinjama utvrdene su visoke koncentracije 5-
karboksipirfenidona u tkivima (Togami i sur., 2015) te je dokazana njegova bioloska
aktivnost u smanjenju razina hidroksiprolina induciranih TGF-B1, sto upucuje na sinergizam

pirfenidona 1 njegovih metabolita u cjelokupnom antifibrotskom u¢inku (Togami i sur., 2013).
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pirfenidon 5-hidroksipirfenidon 5-karboksipirfenidon

Slika 4. Metabolizam pirfenidona i njegovi glavni metaboliti
(prilagodeno prema Togami i sur., 2015)

U novije se vrijeme razmatra mogucnost inhalacijske primjene kojom bi se lijek
dostavio izravno na mjesto djelovanja pa bi se mogle koristiti nize doze uz manje sistemskih
nuspojava, buduéi da je peroralna distribucija pirfenidona u plu¢a razmjerno mala. Do sada je
ovaj oblik primjene uspjesno testiran na zivotinjskom modelu (Togami i sur., 2015; Rasooli i
sur., 2018). Osim toga, zbog velike sli¢nosti IPF-a s karcinomom, sve se veca paznja
posvecuje istrazivanju kombinacija sinergistickih lijekova (Margaritopoulos i sur., 2016)
poput pirfenidona i rapamicina (Molina-Molina i sur., 2018), ili pirfenidona i spironolaktona
(Miric 1 sur., 2001), kojima bi se postigla bolja kontrola napredovanja te olakSanje simptoma
ove teske bolesti.

Kontraindikacije za primjenu pirfenidona su ozbiljni jetreni i bubrezni problemi,
budu¢i da moze dovesti do povecanja razine jetrenih enzima i da se vecina doze eliminira
preko bubrega. Zabranjena je kombinacija s antidepresivom fluvoksaminom zbog njegovog
jakog inhibitornog ucinka na CYP enzime, medu kojima je i CYP1AZ2, uslijed ¢ega dolazi do
Cetverostrukog povecanja izloZenosti pirfenidonu (Www.ema.europa.eu).

Osim u plu¢nom, pokazalo se kako pirfenidon zaustavlja fibrozu i u bubreznom,
jetrenom 1 sréanom tkivu pa se i dalje istrazuje zbog mogucnosti proSirenja indikacije na
terapiju fibrotskih bolesti koje ih zahvacaju (Schaefer i sur., 2011). Takoder je potencijalna
njegova primjena u progresivnoj multiploj sklerozi (Walker i Margolin, 2001), dijabeti¢koj
retinopatiji (Sun i sur., 2011), zatajenju srca (Yamagami i sur., 2015), benignoj hipertrofiji

prostate, cirozi jetre, sklerodermi, Alzheimerovoj bolesti i dr. (Margolin, 1994).
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Nintedanib (slika 5) je drugi trenutno registrirani lijek za IPF. Djeluje kao inhibitor
receptorskih tirozin kinaza — receptora za faktor rasta fibroblasta (eng. Fibroblast Growth
Factor Receptor, FGF-R), faktor rasta iz trombocita (eng. Platelet Derived Growth Factor
Receptor, PDGF-R) i vaskularni endotelni faktor rasta (eng. Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor, VEGF-R), tako S§to se natjeCe za vezno mjesto molekule adenozin trifosfata
(ATP) 1 time onemogucava aktivaciju receptora nakon vezanja odgovarajuceg citokina. In
vitro studije su pokazale kako interferira s proliferacijom, migracijom i diferencijacijom
fibroblasta te sekrecijom izvanstani¢énog matriksa. Zbog svog djelovanja na FGF-R i VEGF-R
naSao je primjenu 1 kao citostatik za karcinom ne-malih stanica pluc¢a, kolorektalni karcinom i
karcinom jajnika, dok se za antifibrotski u¢inak kljuénom, ali ne i dovoljnom, smatra

inhibicija PDGF-R.

N{ (e

Slika 5. Strukturna formula nintedaniba

PDGF u plu¢ima stvaraju alveolarni makrofagi i epitelne stanice, a djeluje kao
potentan mitogen za fibroblaste. FGF proizvode alveolarni makrofagi, fibroblasti, glatke
miSi¢ne stanice i alveolarne epitelne stanice. Kao i PDGF, FGF produljuje prezivljavanje i
aktivnost fibroblasta. VEGF ima kontroverzne ucinke u pluénoj fibrozi — u samim je
fibroznim Zari$tima njegova koncentracija sniZzena, dok je u okolnim krvnim Zilama povec¢ana.
Davanje VEGF-a stakorima dovodi do pogor$anja fibroze, no njegovom se inhibicijom
suzbijaju 1 njegovi pozitivni, vazoprotektivni ucinci u plué¢ima koji su posebice vazni kod
pluéne hipertenzije, Cestog komorbiditeta IPF-a. 1z tog razloga jo$ nije u potpunosti jasno

pridonosi li inhibicija angiogeneze antifibrotskom uc¢inku (Wollin i sur., 2015).



1.3. SPREGNUTI SUSTAV HPLC-DAD-FLD-MS

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) tehnika je koja omogucuje razdvajanje molekula analita na temelju
njihovih razli¢itih karakteristika poput lipofilnosti/hidrofilnosti, naboja, veliine Cestica ili
optickih svojstava, prolaskom kroz kolonu definiranog sastava noSenih teku¢om mobilnom
fazom pod visokim tlakom. Mehanizmi odjeljivanja ovise o vrsti interakcije analita s
odredenom stacionarnom fazom, a najce$¢i su razdioba, adsorpcija, ionska izmjena,
raspodjela prema veli€ini Cestica i stereokemijske interakcije. Uredaj se sastoji od spremnika
za mobilne faze, sustava za obradu otapala, crpke pod visokim tlakom, sustava za unoSenje
uzorka, kolone i detektora (Nigovic¢, 2014d).

HPLC se moze spregnuti s razli¢itim detektorima koji omogucuju identifikaciju i
kvantifikaciju analita ukoncentriranih u kromatografskim pikovima, poput detektora diodnog
niza (eng. Diode Array Detector, DAD), fluorescencijskog detektora (eng. Fluorescence
detector, FLD) i spektrometra masa (eng. Mass Spectrometer, MS).

NajceSce koristen tip detektora je DAD, koji mjeri koli¢inu apsorbirane svjetlosti u
ultraljubi¢astom i vidljivom spektru (190-800 nm). Kako bi molekula bila vidljiva ovim
detektorom, mora imati kromofor, odnosno nezasi¢enu organsku funkcionalnu skupinu.
Ovisno o drugim skupinama vezanima za kromofor, svaka molekula ima svoj UV-Vis
spektar, pokazuje maksimum apsorpcije na odredenoj valnoj duljini. Brojne su molekule koje
se mogu detektirati na ovaj nacin, $to tehniku ¢ini Siroko primjenjivom, ali ne i narocito
selektivnom (Nigovi¢, 2014e).
osjetljiviji je od DAD 10-1000 puta. Molekule analita se pobuduju svjetlos¢u odredene valne
duljine, a mjeri se intenzitet emisije svjetlosti na 50-150 nm veéoj valnoj duljini, buduci da se
molekula u temeljno stanje vraca tek nakon gubitka dijela energije na translacijsko i rotacijsko
gibanje. Analiti pogodni za ovu vrstu detekcije imaju rigidne strukture s visoko konjugiranim
dvostrukim vezama, §to smanjuje vjerojatnost vibracijske relaksacije. Potrebno je poznavati
optimalnu valnu duljinu ekscitacije analita — odgovara maksimumu apsorpcije na njegovom
apsorpcijskom UV-Vis spektru. Detektor sadrzi dva monokromatora — za odabir valne duljine

pobude i valne duljine na kojoj promatramo emisiju zracenja (Nigovi¢, 2014a).



visokom vakuumu ili neposredno prije ulaska u visoki vakuum pri ¢emu dolazi do njihove
fragmentacije, a nastali fragmenti se razdvajaju u elektricnom polju prema omjeru mase i
naboja. Budu¢i da stvara fragmente specificnih masa, MS detekcija daje uvid u strukturu
molekule. Maseni spektrometar takoder omogucuje snimanje MS" spektara ako se ukljuci vise
analizatora medusobno povezanih kolizijskim ¢elijama. U kolizijskoj ¢eliji dolazi do dodatne
fragmentacije samo odabranog iona pa se nastali fragmenti razdvajaju u sljede¢em analizatoru
i detektiraju (Nigovi¢, 2014c).

Jedan od naj¢eS¢e koriStenih nacdina ionizacije u LC-MS sustavima je ionizacija
elektrorasprSenjem (eng. Electrospray lonization, ESI). Temelji se na stvaranju pozitivno
(kod ESI* nacina) ili negativno (kod ESI™ na¢ina) nabijenih iona analita uslijed isparavanja
mobilne faze i formiranja nabijenih kapljica u struji dusika na vrhu kapilare pod naponom.
Uslijed povecanja Coulombovih sila odbijanja medu istovjetno nabijenim Cesticama dolazi do
pucanja kapljica i rasprSenja nastalih iona koji ulaze u analizator, bivaju razdvojeni na temelju
omjera mase i naboja te detektirani. Ioni koji na taj nacin nastaju su najces¢e protonirani ili
deprotonirani pseudomolekulski ioni, a u ESI* nac¢inu ionizacije Cesto dolazi i do stvaranja
metalnih adukata. Mehanizam ionizacije jo$ nije u potpunosti razjasnjen, ali opéenito vrijedi
pravilo da se pozitivnim nacinom ionizacije analiziraju bazi¢ni analiti, a negativnim kiseli. Uz
pseudomolekulske ione, u spektru su prisutni i fragmenti nastali cijepanjem, na temelju kojih

je moguce donositi zakljucke o kemijskoj strukturi analita (Banerjee i Mazumdar, 2012).



1.4. RAZVOJ HPLC METODE

Promjenom razli¢itih parametara metode moZe se utjecati na ponaSanje analita u
kromatografskoj koloni i time poboljSati medusobno odjeljivanje pikova ¢ime se postize veca
selektivnost detekcije.

Stacionarnu fazu unutar kolone ¢ine zrna punila veli¢ine Cestica izmedu 3 1 10 pm
gradena od umrezenog silikagela. Smanjenjem veliine Cestica povecava se djelotvornost
kolone, ali pritom raste tlacno opterecenje sustava, dok povec¢anjem dolazi do Sirenja pikova 1
smanjenja djelotvornosti kolone. Silikagel kao punilo moze biti koriSten u svom izvornom,
polarnom obliku (normalno-fazna kromatografija) ili dodatno modificiran slabije polarnim,
nepolarnim (obrnuto-fazna kromatografija) ili kiralnim skupinama (kiralna kromatografija).
Pored velicine 1 kemijskih svojstava vazan je i izgled Cestica stacionarne faze, budu¢i da
njihov nepravilan oblik dovodi do otpora prijenosu mase analita i time Sirenja pikova.

Vaznu ulogu imaju i parametri kolone, njena temperatura i duljina. Poveéanjem
temperature povecava se brzina analize uz istovremeno povecanje djelotvornosti kolone
(suzenje pikova) zbog smanjenja utjecaja prijenosa mase izmedu mobilne i stacionarne faze.
Pritom je potrebno voditi rauna o termostabilnosti analita kako ne bi doSlo do njihove
razgradnje. Povecanjem duljine kolone povecava se djelotvornost, ali produljuje trajanje
analize 1 potroSnja mobilne faze.

Mobilna faza nudi vecu slobodu za finu modifikaciju budu¢i da se regulacijom njene
polarnosti bitno utjee na zadrzavanje analita. U najceS¢e koriStenoj, obrnuto-faznoj
kromatografiji, gdje se koristi kombinacija nepolarne stacionarne i polarne mobilne faze,
dodatak nepolarnijeg otapala smanjit ¢e vrijeme zadrzavanja nepolarnih analita 1 produziti
polarnih. Dodatak polarnijeg otapala ¢e pak produljiti vrijeme zadrzavanja nepolarnih analita,
dok ¢e polarnih skratiti. Moze se koristiti izokratna eluacija mobilnom fazom konstantnog
sastava, ili gradijentno ispiranje pri kojem sastav mobilne faze varira kroz vrijeme.

Osim sastava mobilne faze, vazan je i njen pH — ionizacijom analita mijenja se
njegova polarnost i ponaSanje u koloni, te brzina protoka — pri ve¢im brzinama protoka brza je
analiza i zbog smanjenja utjecaja difuzije analita u koloni uzi su pikovi. No, prevelikim
povecanjem brzine protoka pocinju prevladavati ucinci otpora prijenosu mase izmedu
mobilne 1 stacionarne faze (utjecaj oblika 1 veliine Cestica stacionarne faze) na ponaSanje

analita, zbog Cega se pikovi proSiruju (Nigovi¢ 2014 b, d).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Pirfenidon je novi lijek registriran za idiopatsku pluénu fibrozu koji se zbog svojih
povoljnih uc¢inaka istrazuje i za lijeenje fibrotskih bolesti ostalih organa. Nakon apsorpcije
podlijeze brzom metabolizmu do aktivnog metabolita 5-karboksipirfenidona. U novije je
vrijeme prepoznata potreba za njihovom istodobnom analizom kod pracenja farmakokinetskih
parametara poput tkivne raspodjele lijeka te prilagodavanja doze radi osiguranja ucinkovitosti
lijecenja i smanjenja toksi¢nih uc¢inaka.

Cilj ovog istrazivanja bio je optimizirati uvjete za ekstrakciju, separaciju i detekciju
pirfenidona i njegovog metabolita unutar bioloskog matriksa sr¢anog tkiva Stakora primjenom
tehnike tekucinske kromatografije spregnute s detektorom niza dioda, fluorescencijskim
detektorom i masenim spektrometrom.

Bilo je potrebno posti¢i zadovoljavajuéu ekstrakciju obaju analita iz kompleksnog
uzorka uz $to bolje otklanjanje mogucih interferencija matriksa. Nadalje, radi postizanja
separacije analita na kromatografskoj koloni uz prihvatljivu selektivnost i razlu¢ivanje, valjalo
je odabrati povoljan sastav mobilne i stacionarne faze, kao i brzinu protoka i temperaturu
kolone. Naposlijetku, bilo je nuzno osigurati uvjete za selektivnu i osjetljivu detekciju analita
u slozenom bioloskom uzorku u svrhu njihove identifikacije i stvaranja temelja za daljnje

kvantitativno odredivanje.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI
3.1.1. KEMIKALIJE

Amonijev formijat — Fluka (SAD)

Acetonitril, Gistoée za tekuéinsku kromatografiju — Lach-Ner (Ceska)
Metanol — J. T. Baker (SAD)

Mravlja kiselina — Kemika (Hrvatska)

Standard benzokain — Kemika (Hrvatska)

Standard karboksipirfenidon — Toronto Research Chemicals (Kanada)
Standard N,N-dimetilaminobenzaldehid — Lach-Ner (Ceska)
Standard paracetamol — Merck (Njemacka)

Standard pirfenidon — Toronto Research Chemicals (Kanada)
Standard kodein — Lach-Ner (Ceska)

Standard kofein — Kemika (Hrvatska)

3.1.2. RADNI INSTRUMENTI

Analiti¢ka vaga AG245 — Mettler Toledo (Svicarska)
Centrifuga — Eppendorf Centrifuge 5415D (SAD)
Nanofuge Hoefer Scientific Instruments San Francisco (SAD)
IKA mini G (Njemacka)
Generator dusika NM30LA — Peak Scientific (UK)
Helij — Messer (Austrija)
HPLC — Agilent 1100 Series (Njemacka)
MS — Agilent Technologies LC/MSD Trap VL (Njemacka)
Sustav za procis¢avanje vode Waterpro — Labonco (SAD)
Ultrazvucna kupelj — Elma xtra TT Elmasonic (Njemacka)
Upariva¢ — Savant SC210A SpeedVac Concentrator (SAD)
Vorteks — IKA mini G (Njemacka)
LLG UniTEXERI1 (Njemacka)
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3.1.3. PRIBOR

Kromatografska kolona Symmetry C18 dimenzija 4,6 x 150 mm, veli¢ine Cestica 3,5 um
— Waters (SAD)

Mikropipete — Rainin pipet lite (Svicarska)

Plasti¢ne epruvete Eppendorf — LLG Labware (Njemacka)

Bocice za uzorkovanje — Agilent Technologies (Njemacka)

3.1.4. PROGRAMSKI PAKETI

ChemsStation for LC 3D — Agilent Technologies (Njemacka)
LC/MSD Trap Software 5.2 — Agilent Technologies (Njemacka)
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3.2. METODE
3.2.1. PRIPREMA MOBILNE FAZE

Mobilna faza A pripremljena je kao 0,1%-tna otopina mravlje kiseline u acetonitrilu
(ACN), a mobilna faza B kao 0,1%-tna otopina mravlje kiseline u vodi pro¢iséenoj WaterPro
sustavom. Umjesto 0,1%-tne vodene otopine mravlje kiseline, kao mobilna faza B isprobana

je i 0,1%-tna otopina mravlje kiseline u 10 mM amonijevom formijatu.

3.2.2. PRIPREMA OTOPINA STANDARDA

Koristena je otopina standarda pirfenidona i karboksipirfenidona u smjesi acetonitrila i
vode (50:50, V/V). Koncentracija pirfenidona u standardnoj otopini bila je 1 mg/mL, a
karboksipirfenidona 0,5 mg/mL. Unutarnji standardi (benzokain, fenazon, N,N-
dimetilaminobenzaldehid, kodein, kofein i paracetamol) pripremljeni su otapanjem u smjesi
acetonitrila i vode (50:50, V/V) u koncentraciji 1 mg/mL.

3.2.3. PRIPREMA ISPITIVANIH UZORAKA

Kao uzorci su posluzili desni ventrikli tri netretirana Stakora i tri Stakora tretirana
pirfenidonom, pulverizirani u tarioniku i ¢uvani pri temperaturi -70 °C.

Za preliminarnu identifikaciju analita u slozenom bioloskom uzorku i optimizaciju
HPLC metode, upotrjebljivani su uzorci Stakora tretiranih pirfenidonom kao i uzorci $takora
netretiranih pirfenidonom (negativni kontrolni uzorci), pripremljeni na jednak nacin. Odvaga
od 10 mg ekstrahirana je s 200 pL smjese acetonitrila i vode 50:50 (V/V) uz vorteks 5 min.
Uzorci su zatim ostavljeni stajati na sobnoj temperaturi 30 min, nakon ¢ega su centrifugirani 5
min na 11 000 rpm. Supernatanti su uzeti u analizu.

Tijekom optimizacije ekstrakcije kao otapala koriSteni su acetonitril, metanol te
smjesa acetonitrila i vode 50:50 (V/V). Odvage od 10 mg uzoraka tretiranih S$takora
suspendirane su u 1 mL odgovarajuceg otapala, vorteksirane 5 min i ostavljene stajati na
sobnoj temperaturi 30 min. Zatim su centrifugirane 5 min na 11 000 rpm, a supernatanti su
upareni do suha. Suhi su ostaci nakon uparavanja otopljeni u 100 uL. smjese acetonitrila i
vode 50:50 (V/V) i centrifugirani 6 min na 6 000 rpm.
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Za provjeru uspjesnosti ekstrakcije, talog zaostao nakon prvog centrifugiranja uzoraka
ponovno je ekstrahiran s 200 puL vode uz primjenu vorteksa 5 min i ultrazvucne kupelji 10

min te centrifugiran 6 min na 6 000 rpm.

3.2.4. KROMATOGRAFSKI UVIJETI

Koristena je Symmetry (Waters) C18 kolona dimenzija 4,6 x 150 mm, veli¢ine Cestica
stacionarne faze 3,5 um. Temperatura kolone podesena je na 28 °C. Eluacija je provedena
mobilnom fazom sastavljenom od acetonitrila, vode i mravlje kiseline odnosno acetonitrila,
10 mM amonijevog formijata i mravlje kiseline. Isprobana je izokratna eluacija uz sastav
mobilne faze ACN:H20 = 40:60, 45:55, 50:50 (V/V), ACN:HCOO'NHs" = 40:60 (V/V) te
gradijentno ispiranje variranjem omjera ACN:H2O. Ispitane su brzine protoka mobilne faze
0,4 1 0,5 mL/min. Pri brzini protoka 0,5 mL/min koriSten je split mobilne faze u omjeru 1:3
pri ulasku u MS detektor, dok je pri brzini od 0,4 mL/min cjelokupni protok mobilne faze

prenesen na maseni spektrometar.

3.2.5. UVJETI ZA MASENU SPEKTROMETRIJU

Koristen je maseni spektrometar Agilent 6300 Series Ion Trap uz pozitivni nacin
elektrosprej ionizacije. Temperatura izvora ionizacije iznosila je 325 °C, a napon na kapilari
3,5 kV. Kao plin za suSenje i rasprSivanje mobilne faze te plin nosa¢ koristen je duSik pri
protoku od 6 L/min i tlaku 10 psi. Kao plin za fragmentaciju koristen je helij, odrzavajuci
energiju kolizije na 27%. Snimane su mase iona u rasponu m/z 100-300 uz broj sakupljenih
iona 30 000 u 200 ms.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. OPTIMIZACIJA HPLC METODE

Prije pristupanja analizi samog bioloskog uzorka, potrebno je optimizirati uvjete
HPLC metode. Cilj je posti¢i zadovoljavajuce razdvajanje analita uz relativno kratko vrijeme
trajanja analize te ispitati dostupne mogucénosti detekcije kako bi se osigurala potrebna
selektivnost i osjetljivost. To se provodi injektiranjem smjese standarda analita uz razli¢ite
parametre sastava i brzine protoka mobilne faze. MoZe se mijenjati 1 kromatografska kolona
(duljina, sastav, polarnost, veli¢ina Cestica stacionarne faze), no u ovom slucaju se prvotno
odabrana, obrnuto-fazna C18 Symmetry (Waters) dimenzija 4,6 x 150 mm i veliine Cestica
3,5 um pokazala prihvatljivom, budu¢i da je osigurala zadovoljavajuéu simetriju i
razlucivanje pikova.

Variranje sastava mobilne faze pruza znatno vise mogucnosti za finu optimizaciju
eluacije pa je tijekom preliminarne analize otopine standarda analita isprobano nekoliko
kombinacija otapala.

Detekcija analita u ranim fazama istrazivanja izvrSena je pomoc¢u detektora diodnog
niza. Pirfenidon i 5-karboksipirfenidon imaju znatno drugacije UV-Vis spektre §to ih ¢ini

pogodnima za ovaj nacin detekcije (slike 6 i 7).

[ *DAD1,4.535 (96.3 MAU, -) Ref= 4.294 & 4.872 of PIRFE202.D [ *DAD1,3.285 (77.5mAU, - ) Ref=3.172 & 3.546 of PIRFE202.D
[ *DAD1,4.576 (417 mAU, -) Ref=4.294 & 4.872 of PIRFE202.D ] *DAD1,3.318 (272 mAU, -) Ref=3.172 & 3.546 of PIRFE202.D
[ *DADL,4.614 (1346 mAU, - ) Ref=4.294 & 4.872 of PIRFE202.D [] *DAD1,3.346 (982 mAU, -) Ref=3.172 & 3.546 of PIRFE202.D
[ *DADL,4.655 (1822 mAU, - ) Ref= 4.294 & 4.872 of PIRFE202.D [] *DAD1,3.375 (1437 mAU, -) Ref=3.172 & 3.546 of PIRFE202.D
(] *DAD1,4.702 (1370 AU, - ) Ref= 4.204 & 4.872 of PIRFE202.D [} *DAD1,3.407 (897 mAU, -) Ref=3.172 & 3.546 of PIRFE202.D
Norm Norm
) 14004 [
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Slika 6. UV-Vis spektar pirfenidona Slika 7. UV-Vis spektar 5-karboksipirfenidona
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Tijekom optimizacije analiticke metode mijenjani su razliciti kromatografski uvjeti.
Variran je sastav mobilne faze pri jednakoj brzini protoka (0,4 mL/min) — KkoriStena je
izokratna eluacija smjesom acetonitrila, vode i mravlje Kiseline u razli¢itim volumnim
omjerima, kao i smjesom acetonitrila, 10 mM amonijevog formijata i mravlje kiseline.
Takoder je iskuSano gradijentno ispiranje smjesom acetonitrila, vode i mravlje kiseline,
opisano u tablici 1. Odnosi vremena zadrzavanja analita (tr) i sastava mobilne faze prikazani

su u tablici 2.

Tablica 1. Sastav mobilne faze kod gradijentne eluacije:

Vrijeme (min) udio mobilne faze A* (%) udio mobilne faze B** (%)
0-5 50 50
610 90 10
11-15 50 50

*0,1%-tna otopina HCOOH u ACN
**(,1%-tna otopina HCOOH u vodi

Udio nepolarnijeg otapala, acetonitrila, povecan je nakon oéekivanog vremena eluacije
5-karboksipirfenidona ne bi li se ubrzalo ispiranje pirfenidona, no nije doslo do bitnijih

promjena u njegovu vremenu zadrzavanja.

Tablica 2. Ovisnost vremena zadrzavanja 5-karboksipirfenidona (K) i pirfenidona (P) o
sastavu mobilne faze:

Sastav mobilne faze (V/V/IV) tr (K) (min) tr (P) (min)
ACN:H20:HCOOH = 40:60:0,1% 4,9 7,5
ACN:H20:HCOOH = 45:55:0,1% 4,5 6,6
ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% 4,3 59
ACN:10 mM HCOO'NH4":HCOOH = 60:40:0,1% 4,3 6,0
Gradijentna eluacija sa smjesom ACN:H20:HCOOH 4,4 6,0

Povecanjem udjela polarnijeg otapala znatno se produZuje zadrzavanje nepolarnog
pirfenidona, dok se zadrzavanje relativno polarnijeg 5-karboksipirfenidona produzuje u
manjoj mjeri. Gradijentnim ispiranjem nije postignuta znacajna promjena u Vremenu
zadrzavanja analita. Buduci da je i pri manjem udjelu vode u mobilnoj fazi razdvajanje pikova
potpuno, odabrana je izokratna eluacija uz sastav mobilne faze ACN:H:O:HCOOH =

50:50:0,1% (V/VIV), pri kojoj je i vrijeme analize najkrace.
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Povecanjem brzine protoka mobilne faze povecava se brzina eluacije analita i time

skrac¢uje vrijeme trajanja analize. Takoder se kompenzira utjecaj brzine difuzije molekula u

mobilnoj fazi pa se povecava razluéivanje pikova. Tablica 3 prikazuje odnose vremena

zadrzavanja analita i brzine protoka mobilne faze pri jednakom sastavu (ACN:H20:HCOOH

= 50:50:0,1%, VIV/V).

Tablica 3. Ovisnost vremena zadrzavanja 5-karboksipirfenidona i pirfenidona o brzini protoka
pri istom sastavu mobilne faze (ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1%, V/V/V):

Brzina protoka

tr 5-karboksipirfenidona

tr pirfenidona

(mL/min) (min) (min)
0,4 4,3 59
0,5 3,3 4,6

Pri vecoj brzini protoka mobilne faze takoder je osigurano uéinkovito razdvajanje

pikova analita, uz krace trajanje analize. Medutim, uz brzine protoka vec¢e od 0,4 mL/min ne

moze se cjelokupna mobilna faza prenijeti na maseni detektor, ve¢ se dio mora odbaciti. Time

se gubi na osjetljivosti detekcije, koja je od velike vaznosti u analizi lijekova i njihovih

metabolita u bioloskim uzorcima, stoga je odabrana brzina protoka 0,4 mL/min.
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Nakon utvrdivanja uvjeta pri kojima dolazi do potpunog razdvajanja pikova standarda
bilo je potrebno dobiti uvid u moguce interferencije pikova iz matriksa bioloskog uzorka, radi
Cega je pri odabranim uvjetima — sastavu mobilne faze ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1%
(VIVIV) i brzini protoka 0,4 mL/min, kromatografiran uzorak netretiranog Stakora uz dodatak
otopine standarda (pozitivni kontrolni uzorak; slika 8).

DADT A, Sig=210,4 Ref=360,50 (PIRFENID\PIRFE325. D)

T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Slika 8. DAD kromatogram negativnog kontrolnog uzorka obogac¢enog standardima:
paracetamol (unutarnji standard, U.S., 10 png/mL), 5-karboksipirfenidon (K, 5 pg/mL),
pirfenidon (P, 10 pg/mL), sastav mobilne faze ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% (V/V/V),
brzina protoka 0,4 mL/min, valna duljina detekcije 210 nm

Brzina protoka i sastav mobilne faze pokazali su se prihvatljivima za analizu
bioloSkog uzorka jer ne dolazi do koeluacije analita s matriksom, koja bi se mogla javiti pri
veéim brzinama protoka time narusivsi selektivnost DAD detekcije.

S mobilnom fazom sastava ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% (V/V/V) i brzine protoka
0,4 mL/min postignuto je vrijeme zadrzavanja pirfenidona 5,9 min, a 5-karboksipirfenidona

4,3 min te je prijedeno na slijedecu fazu ispitivanja — optimizaciju uvjeta detekcije.
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4.2. OPTIMIZACIJA DETEKCHNE
4.2.1. DETEKTOR DIODNOG NIZA

Prouceni su UV-Vis spektri analita kako bi se odredile najpovoljnije valne duljine za
njihovu detekciju u slozenom bioloskom uzorku (slika 9). Buduci da su spektri pirfenidona i
5-karboksipirfenidona znacajno razli¢iti, moguée ih je identificirati na kromatogramu

dobivenom pomocu detektora diodnog niza.

1 *DAD1, 4.614 (1346 mAU, - ) Ref=4.294 & 4.872 of PIRFE202.D
[ 1 *DAD1, 3.346 (1029 mAU, - ) Ref=4.294 & 4.872 of PIRFE202.D

Norm.T

1200+

1000+

800

6004

400

200+

T T T T T T T T
200 225 250 275 200 325 350 375 0]

Slika 9. Usporedba UV-Vis spektara pirfenidona (puna crta) i 5-karboksipirfenidona (iscrtkano)

Moguce valne duljine za simultanu detekciju i kvantifikaciju oba analita su 210, 240 i
300 nm, budu¢i da tamo oba pokazuju jednaku apsorbanciju, dok je za detekciju pojedina¢nih
analita uputno odabrati valne duljine na kojima najjace apsorbiraju, stoga su korisne valne

duljine detekcije za 5-karboksipirfenidon 262 nm, a za pirfenidon 225 i 315 nm.
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4.2.2. FLUORESCENCISKI DETEKTOR

U ranijim istrazivanjima utvrdeno je kako pirfenidon i 5-karboksipirfenidon pokazuju
prirodnu fluorescenciju, §to ih ¢ini podobnima za detekciju fluorescencijskim detektorom.
Odabrane su valne duljine ekscitacije koje odgovaraju njihovim apsorpcijskim maksimumima
na UV-Vis spektrima — 225 nm za pirfenidon i 262 nm za 5-karboksipirfenidon, dok je
emisija pracena na 400 nm (slika 10). Za implementaciju ove vrste detekcije potrebni su
daljnji koraci optimizacije uz odabir prikladnog unutarnjeg standarda, buduci da paracetamol
nije pogodan za ovaj nacin detekcije. Takoder je potrebno odabrati optimalnu valnu duljinu

pra¢enja emisije, s obzirom na to da se ona moze nalaziti u rasponu od 50 do 150 nm iznad

valne duljine pobude.

5978

mi

Slika 10. Kromatogram otopine standarda paracetamola (50 pg/mL, nije vidljiv primjenom
fluorescencijskog detektora), 5-karboksipirfenidona (K, 10 pg/mL) i pirfenidona (P, 10 pg/mL);
sastav mobilne faze ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% (V/V/V), brzina protoka 0,4 mL/min uz
FLD detekciju — valne duljine ekscitacije 225 (puna crta) i 262 nm (iscrtkano), a emisije 400 nm
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4.2.3. SPEKTROMETAR MASA

Za nedvojbenu potvrdu identiteta analita koristen je maseni detektor, koji je znatno
osjetljiviji i selektivniji od DAD.

Isproban je pozitivni i negativni nacin ionizacije elektrorasprSenjem (ESI* i ESIY).
Pozitivna elektrosprej ionizacija ukljuCuje stvaranje pozitivno nabijenih, protoniranih
pseudomolekulskih iona analita ili njihovih metalnih adukata. Protonirani molekulski ioni
pirfenidona imaju omjer m/z jednak 186, a 5-karboksipirfenidona 216. Na slikama 11 a) i b)
prikazani su ESI* MS kromatogrami otopine standarda — kromatogram potpune struje iona
(eng. Total lon Current Chromatogram, TIC) i izoliranih iona (eng. Extracted lon
Chromatogram, EIC).

nnnnnnn

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]

Slika 11 a) ESI" MS kromatogram potpune struje iona otopine standarda
pirfenidona (1 pg/mL) 1 5-karboksipirfenidona (0,5 pg/mL) pri sastavu mobilne faze
ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% (V/V/IV) i protoku 0,4 mL/min;
b) ESI* MS kromatogram izoliranih iona m/z 186 (P, crno) i m/z 216 (K, crveno)

MS spektar u piku 5-karboksipirfenidona prikazan je na slici 12. Vidljiv je njegov
pseudomolekulski ion m/z 216 te adukt s natrijem m/z 238. Na MS? spektrima dobivenima
fragmetacijom pika protoniranog molekulskog iona (slike 13 i 14) isti¢u se pikovi m/z 1979
(gubitak kisika), 187,9 (gubitak karbonila), 169,9 (gubitak karboksilne skupine), 139,9
(gubitak fenila). Slika 15 prikazuje predlozenu shemu fragmentacije.
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Intens. +MS

x104
251 189.1
207 [M+H]*
157 216.1
1.0
05 166.2 [M+Na]* a7t
% N~ O U, DN S0 U s i LA ‘
100 150 200 250 300 350 m/z
Slika 12. ESI* MS spektar u piku 4,3 min — pik 5-karboksipirfenidona. Vidljiv je
pseudomolekulski ion [M+H]" m/z 216 te adukt s natrijem [M+Na]* m/z 238.
Intens. +MS2(216.0)
8007 169.9
187.9
600
400+
200+
197.9
0 o A <
1!|50 l 1E|!O ' ZOIO ' 2&0 ' z‘lw ' 2!:‘30 ’ 2&'30 miz

Slika 13. ESI* MS? spektar pseudomolekulskog iona m/z 216, raspon snimanih m/z 150-290

Intens. ] +MS2(216.0)
] 139.9
300 |
200 169.9
1 187.9
100
0 ] A n A A fon “M\ ’\ A A A .4
T T T ] T T T T T T T T T
120 140 160 180 200 220 miz

Slika 15. Predlozena shema fragmentacije 5-karboksipirfenidona
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Na MS spektru u piku pirfenidona (slika 16) uocljiv je molekulski ion m/z 186 te
adukti s natrijem m/z 208 i kalijem m/z 224. Na MS? spektrima dobivenima fragmentacijom
pseudomolekulskog iona (slike 17 i 18) dominiraju pikovi m/z 167,9 (gubitak kisika), 158,0
(gubitak karbonila) i 110,0 (gubitak fenila). PredloZena fragmentacija prikazana je na slici 19.

Intens. +MS

X104 [M+H]+ 186.0
1.00
0.75

0.50

0.25 ] [M+Na]* [M+K]*

166.2 208.0 224.0 279.1
A A A e

0.00 T T T T T T T
100 150 200 250 300 350 miz

Slika 16. ESI" MS spektar u piku 6,0 min — pik pirfenidona. Vidljiv je pseudomolekulski ion
[M+H]" m/z 186, adukt s natrijem [M+Na]* m/z 208 i adukt s kalijem [M+K]* m/z 224.

Intens. J +MS2(186.0)

30007 1550
2500
2000
1500 J

1000 3

500 3 167.9

c_: fl’lh A L 2
T T T T T T T T T T T v T
160 180 200 220 240 260 280 m/z

Slika 17. ESI* MS? spektar pseudomolekulskog iona m/z 186, raspon snimanih m/z 150-290

Intens. +MS2(186.0)
600 158.0
i 1100
500
400 4
300
2003 142.9
100 3
d A, .
T T T T T T " T T T J 1 T
120 140 160 180 200 220 miz

Slika 18. ESI* MS? spektar pseudomolekulskog iona m/z 186, raspon snimanih m/z 100-240

167,9 1580
’ /

° N 110,0

Slika 19. Predlozena shema fragmentacije pirfenidona
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Negativna elektrosprej ionizacija provodi se pri negativnom naponu na kapilari pa

u.S.

T T T T T T T T T T
] 1 2 3 4 5 L 7 8 9 Time [min]

Slika 20. MS kromatogram potpune struje iona dobiven negativnom elektrosprej ionizacijom

smjese standarda paracetamola (U.S., 50 pg/mL), 5-karboksipirfenidona (K, 10 pg/mL)
i pirfenidona (10 pg/mL)

/

Time [min]

T T T T T T T T T
] 1 2 3 4 5 [ 7 9

Slika 21. ESI- MS kromatogram izoliranog iona m/z 214 — pik 5-karboksipirfenidona [M-H]

100 -

. A A A A A
] 1 2 3 4 5 [ 7 9

Time [min]

Slika 22. ESI" MS kromatogram izoliranog iona m/z 184 — nema istaknutih pikova

dolazi do deprotoniranja analita, ukoliko je to moguce, odnosno nastanka deprotoniranog
molekulskog iona [M-H]. Kromatogram potpune struje iona prikazan je na slici 20. 5-
karboksipirfenidon sadrzi kiselu karboksilnu skupinu te njegov signal m/z 214 mozemo uociti
na kromatogramu (slika 21), no pirfenidon ne sadrzi kisele funkcionalne skupine i ne dolazi
do njegove deprotonacije pa ovaj nacin ionizacije nije primjenjiv za njegovu analizu (slika
22).
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4.3. IDENTIFIKACIJA ANALITA U BIOLOSKOM UZORKU

Nakon $to su odabrani uvjeti analize i ustanovljena vremena zadrzavanja analita,
pristupljeno je eluaciji uzorka tretiranog Stakora uz primjenu DAD, FLD i MS detektora. Bilo
je potrebno provjeriti zadovoljava li pojedini detektor kriterije osjetljivosti i selektivnosti za
detekciju niskih koncentracija analita u prisustvu matriksa bioloskog uzorka. Kromatogrami

dobiveni DAD i FLD detekcijom prikazani su na slici 23.

[ DAD1 A, Sig=210,3 Ref=300,0 (FIRFENIDVFIRFE344.0)
1 DAD1 B, Sig=220,4 Ref=380,50 (PIRFENID\PIRFE344.0)
[ DAD1 C, Sig=240,4 Ref=380,50 (PIRFENIDVPIRFE344.0)
1 DAD1 D, Sig=262,4 Ref=380,50 (PIRFENID\PIRFE344.0)
[ DAD1 E, Sig=300,4 Ref=360,50 (PIRFENIDVPIRFE344.0)
[ FLD1 A, Ex=225, Em=400 (FIRFENIDWIRFE344.0)

[ FLDM B, Ex=225, Em=400 (PIRFENIDWPIRFE344 D)

[ FLD1 C. Bx=262, Em=400 (FIRFENIDWIRFE344.D)

= PMP1, Solwent A

= FWF1, Flom

2 =)

z
3

Slika 23. DAD kromatogram uzorka tretiranog Stakora
na valnim duljinama detekcije 210, 220, 240, 262 i 300 nm
te FLD kromatogrami na valnim duljinama pobude 225 i 262 nm.

Vidljivi su pikovi pirfenidona (P) i 5-karboksipirfenidona (K) pri vremenima
zadrzavanja 5,9 i 4,3 min. Glavnina matriksa uzorka eluira ranije od analita stoga ne
interferira s analizom.

DAD detekcija nije dovoljno selektivna i osjetljiva u analizi slozenih uzoraka u kojima
se analiti nalaze u tragovima, pikovi analita su vrlo slabo vidljivi ¢ak i na valnim duljinama
maksimuma UV-Vis apsorpcije. Fluorescencijska je detekcija pruzila bolje rezultate, ali
zahtijeva slozeniju optimizaciju zbog suzenog izbora unutarnjih standarda, sto ¢e biti predmet
buduéih eksperimenata. Zato se detekcija analita u nastavku istrazivanja uglavnom temeljila

na masenoj spektrometriji, kao iznimno selektivnoj i osjetljivoj analitickoj tehnici.

26



Prilozeni su MS kromatogrami i spektri jednog od uzoraka desnog ventrikla Stakora
tretiranih pirfenidonom, pripremljenog jednostavhom ekstrakcijom u 50%-tnom acetonitrilu
uz vorteks, ultrazvu¢nu kupelj i centrifugiranje pri ¢emu je supernatant uzet za analizu (slike
24-28).

Intens. |
x10% ]

25+

2.0+

RSN S S S B B S S Sy e B B B S B e p B e S B S B S S B B A S S B S B S S S S S B S S p s
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]

Slika 24. ESI-MS kromatogram potupne struje iona
uzorka ventrikla Stakora tretiranog pirfenidonom

Kromatogram potpune struje iona (slika 24) kod bioloskih uzoraka nije vrlo
selektivan, zbog velike koli¢ine iona razli¢itih masa koji nastaju iz matriksa. Zato se koristi
kromatogram po odabranoj masi fragmenta (slike 25 i 26), koji pokazuje porast intenziteta
signala samo u onom vremenu kad eluira ion odredenog omjera m/z. Pripadaju¢i MS spektri
prikazani su na slikama 27 i 28. Jasno je vidljiv dominantni molekulski ion pirfenidona m/z
186, odnosno 5-karboksipirfenidona m/z 216.

x105: p

0.5+

004 ———— L e s o e e e e o e e e L s e o o e e e e S s R S S By Es S B B S |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Time [min]

Slika 25. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 186 —
pik pirfenidona (P) vidljiv je na tr 5,9 min
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Slika 26. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 216 —
pik 5-karboksipirfenidona (K) vidljiv je na tr 4,3 min

Intens. | ™S
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Slika 27. MS spektar u t = 5,9 min — vidljiv je pik protoniranog molekulskog iona m/z 186

Intens. ] ™S
x104 ]
2.5 186.0

2.0

1.5
] 216.0
288.2

1.0

054 196.9

244.2
b

0.0
- ——e e ey 17—
150 200 250 300 350 400 450 500 miz

Slika 28. MS spektar u t = 4,3 min — vidljiv je pik protoniranog molekulskog iona m/z 216
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Kao negativna kontrola posluzili su Stakori netretirani pirfenidonom. Ovdje je bilo

moguce provjeriti potencijalne interferencije matriksa (slike 29-33).

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=360,50 (D ADATAW IRFENICVFIRFEZ06.0)
DAD1 B, Sig=2254 Ret=350,50 (D ADATAFIRFENIDVFIRFES06.0)
DAD1 C, 5ig=300.4 Ret=350,50 (DADATAWPIRFENIDWIRFE306.D)
DAD1 D, Sig=315.4 ReF380,50 (DADATAWPIRFENIDWPIRFE306.0)
DAD1 E, Sig=320,4 Ref=360,50 (D ADATA RFENICWFIRFE306.0)
FLDA 4, Ex=225, Em=400 (D ADATAVFIRFENIDVF IRFE306.0)

200

500 |

400 |

200

200 |

I i i P p i I I p
1 2 3 4 5 [ 7 S 9 min

Slika 29. Kromatogram uzorka desnog ventrikla netretiranog Stakora, detekcija pomocu
DAD (210, 225, 300, 315, 320 nm) i FLD (ekscitacija 225 nm, emisija 400 nm)

Intens.
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]
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Slika 30. ESI-MS kromatogram potpune struje iona uzorka ventrikla netretiranog Stakora
“Intens.
4000
3000
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1000 WW\/\/\/W
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Slika 31. ESI-MS kromatogram izoliranih iona m/z 216 (zeleno) i m/z 186 (ruzi¢asto)
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Slika 32. MS spektar ut=4,3 min
+MS
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1021 1181 so11 371
132.1 171.0 195.1 L
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Slika 33. MS spektar ut=5,9 min

a maseni spektri na slikama 32 i 33 ne sadrze karakteristi¢ne ione m/z 186 i 216.

Na prilozenim kromatogramima izoliranih iona na slici 31 nisu vidljivi pikovi analita,
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Prilikom analize uocena je pojava carry-overa — prijenosa uzorka na iglu autoinjektora
i oneciS¢enje slijedeCeg kromatografiranog uzorka. Na kromatogramu uzorka netretiranog
Stakora prikazanom na slici 34 prisutni su pikovi s vremenima zadrzavanja 4,3 i 5,9 min. Na
MS spektrima u vrhovima tih pikova (slike 35 i 36) vidljivi su molekulski ioni obaju analita,
5-karboksipirfenidona (m/z 216) te pirfenidona (m/z 186). Ova greSka moze se izbjeci

ispiranjem igle ¢istom mobilnom fazom prije svake analize.

Intens.

P
6000
4000: \
2000:
5 6 7 8 9

T T T T
0 1 2 3 4 Time [min]

Slika 34. Kromatogrami izoliranih iona m/z 216 (zeleno) i m/z 186 (plavo)
netretiranog uzorka s carry-overom 5-karboksipirfenidona (K) i pirfenidona (P)
vidljivim na njihovim pripadajuc¢im tr (4,3 i 5,9 min);
sastav mobilne faze ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% (V/V/V), brzina protoka 0,4 mL/min

Intens. | +MS
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Slika 35. MS spektar u t = 4,3 min — vidljiv je pseudomolekulski ion m/z 216

Intens. ] ™S

6000 - 2391
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Slika 36. MS spektar u t = 5,9 min — vidljiv je pseudomolekulski ion m/z 186

31



4.4. ODABIR UNUTARNJEG STANDARDA

Pri analizi kompleksnih bioloSkih uzoraka vrlo je vazno posti¢i djelotvornu ekstrakciju
analita — odijeliti ga od vecine smetaju¢ih komponenata. Buduci da ekstrakcijski postupci nisu
uvijek potpuno ucinkoviti, ve¢ dolazi do gubitaka analita, kod njihovog kvantitativnog
odredivanja potrebno je postupak provesti uz dodatak unutarnjeg standarda. Unutarnji
standard je spoj koji mora biti stabilan, imati srodnu strukturu i svojstva analitima, kao i sli¢an
odgovor detektora, no ne smije eluirati istovremeno s pikovima analita, kao niti znatno
produljivati vrijeme analize. Pretpostavlja se da ponaSanje unutarnjeg standarda odgovara
ponasanju analita tijekom ekstrakcije pa dolazi do usporedivih gubitaka. Osim toga, unutarnji
standard otklanja pogreSske samog analitickog postupka, poput varijacija u vremenu
zadrzavanja ili povrSini kromatografskog pika, Sto je takoder od velike vaznosti kod
kvantifikacije analita prisutnih u niskim koncentracijama.

U svrhu predlaganja mogucih opcija, pripremljene su otopine standarda i promatrano
njihovo vrijeme zadrzavanja u odnosu na analite pri prethodno odabranim uvjetima analize

(tablica 4).

Tablica 4. Isprobani unutarnji standardi, njihove relativne molekulske mase i vremena
zadrzavanja pri ustaljenim uvjetima analize (sastav mobilne faze ACN:H20:HCOOH =
50:50:0,1%, V/VIV, brzina protoka 0,4 mL/min)

Standard Mr tr (min)
Benzokain 165,19 7,90
Fenazon 188,23 4,40
N,N-dimetilaminobenzaldehid 149,08 8,60
Kodein 299,37 2,60
Kofein 194,19 3,95
Paracetamol 151,16 3,85

Benzokain i N,N-dimetilaminobenzaldehid imaju znatno duza vremena zadrzavanja od
analita ¢ime dovode do produljenja trajanja analize. Kodein eluira vrlo rano pa je velika
vjerojatnost smanjene selektivnosti zbog koeluacije s pikovima bioloskog matriksa. Vrijeme
zadrzavanja kofeina i fenazona vrlo je blisko vremenu zadrzavanja 5-karboksipirfenidona te

ne dolazi do potpunog razdvajanja pikova u baznoj liniji.
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Paracetamol je pokazao najpovoljnije vrijeme zadrzavanja (slika 37). Njegov je pik
dobro razdvojen od pikova 5-karboksipirfenidona i pirfenidona, a ne produljuje vrijeme
analize. Na MS spektru u vrhu njegovog pika vidljiv je signal pseudomolekulskog iona

[M+H]* m/z 152, kao i adukt s natrijem m/z 174 (slika 38).

PAR \
o K

|

05— —T T T L — T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 L] Time [min]

Slika 37. ESI-MS kromatogram potpune struje iona smjese standarda
paracetamola (PAR, 10 pug/mL, tr 3,85 min), 5-karboksipirfenidona (K, 5 pg/mL, tr 4,3 min)
i pirfenidona (P, 10 ug/mL, tr 6,0 min)

Intens. { +MS
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Slika 38. MS spektar u t = 3,9 min — vidljiv je protonirani molekulski ion paracetamola [M+H]*
m/z 152 te adukt s natrijem [M+Na]* m/z 174
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UV-Vis spektar paracetamola razlikuje se od spektara pirfenidona i 5-
karboksipirfenidona (slika 39), Sto otvara moguénost jednostavnije istovremene identifikacije

i kvantifikacije primjenom UV-Vis detektora.

FDADT, 5.894 (328 mAlVal) Ref=2.817 & 6.391 of PIRFE330.[
FLADT, 4.2490 (275 mALl, - 1Ref=2 017 £ 6.201 of PIRFE320.1
FLADT, 2677 (1684 mAl Up1) Ref=2.017 & 6.301 of FIRFE220.0
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Slika 39. UV-Vis spektri paracetamola (plavo), pirfenidona (crno)
i 5-karboksipirfenidona (crveno)

Radi utvrdivanja postoje li interferencije matriksa u detekciji unutarnjeg standarda,

kromatografirani su negativni kontrolni uzorci obogaceni otopinama standarda (slike 40-42).

a)

b)

«ﬁ>v

0d

Slika 40. DAD kromatogram blank uzorka cijepljenog standardima paracetamola (3,4 ug/mL, tr
3,7 min), 5-karboksipirfenidona (1,7 pg/mL, tr 4,2 min) i pirfenidona (3,4 pg/mL, tr 5,8 min),
pri valnim duljinama DAD detekcije a) 210, b) 225 i ¢) 250 nm
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Slika 41. ESI-MS kromatogram potpune struje iona kontrolnog uzorka cijepljenog standardima
paracetamola (3,4 pg/mL), 5-karboksipirfenidona (1,7 ug/mL) i pirfenidona (3,4 pg/mL)
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Slika 42. ESI-MS kromatogrami istog uzorka kao na slici 41, izolirani su ioni m/z 152 (plavo,
paracetamol, PAR), m/z 216 (crveno, 5-karboksipirfenidon, K) i m/z 186 (smede, pirfenidon, P)

Na DAD kromatogramima na slici 40 vidljivo je kako se predloZeni unutarnji
standard moze koristiti na svim valnim duljinama detekcije, uz najbolji odaziv i najmanje
interferencije pri valnoj duljini od 250 nm. Masena se spektrometrija o¢ekivano pokazala
zadovoljavajuce selektivnom u detekciji predlozenog unutarnjeg standarda, posebice

primjenom kromatograma izoliranog iona.
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4.5. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJSKIH UVJETA PIRFENIDONA | NJEGOVOG
METABOLITA 1Z BIOLOSKOG UZORKA

Prilikom preliminarnih eksperimenata uzorci su ekstrahirani jednostavnim postupkom
izmuckivanja 50%-tnim acetonitrilom, koji je pritom i istalozio proteine iz matriksa, a
supernatant nakon centrifugiranja prenijet je u boCicu za uzorkovanje. Dobivene su
zadovoljavaju¢e koncentracije analita koje je bilo moguce detektirati predlozenom
analitiCkom metodom, medutim one ne predstavljaju realnu sliku uzorka zbog moguc¢nosti da
je dio analita jo$ zaostao u talogu nakon centrifugiranja. Znacajan je i Sum koekstrahiranog
matriksa pa je cilj optimizacije ekstrakcije, osim ukoncentriravanja Zzeljenih analita, i
uklanjanje nepozeljnih komponenata.

Za potrebe daljnjeg razvoja metode i stvaranje temelja za kvantifikaciju analita u
bioloskom uzorku (koja ¢e biti predmet buducih istrazivanja) potrebno je provesti Sto
potpuniju ekstrakciju, kojom se najveca moguca koli¢ina analita izdvaja iz matriksa. Buduci
da se pirfenidon i 5-karboksipirfenidon razlikuju u polarnosti, pretpostavljeno je da ée se
razlikovati i uéinkovitost njihove ekstrakcije pojedinim ekstrakcijskim sredstvom, stoga je
iskusano nekoliko kombinacija otapala.

Uzorci su suspendirani u razli¢itim otapalima (Cisti acetonitril, metanol i 50%-tni
acetonitril), vorteksirani, ostavljeni stajati na sobnoj temperaturi i centrifugirani. Supernatanti
su zatim odvojeni od taloga kako bi se oboje zasebno mogli dodatno obradivati. Radi
postizanja bolje osjetljivosti metode supernatanti su upareni do suha, a ti suhi ostaci otopljeni
u 50%-tnom acetonitrilu (uz ultrazvu¢nu kupelj po potrebi) i centrifugirani, nakon ¢ega su
bistri ekstrakti iznad taloga injektirani na HPLC kolonu (slike 43 i 44).
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Slika 43. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 186 (pirfenidon):
ekstrakt u metanolu (ruzicasto), 50%-tnom acetonitrilu (crno) i acetonitrilu (plavo)
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Slika 44. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 216 (5-karboksipirfenidon):
ekstrakt u 50%-tnom acetonitrilu (crno), metanolu (crveno) i acetonitrilu (plavo)

Iz prilozenih MS kromatograma na slikama 43 i 44 moguce je zakljuciti kako je
najbolje otapalo za pirfenidon metanol, a za 5-karboksipirfenidon 50%-tni acetonitril, dok
Cisti acetonitril nije pogodno ekstrakcijsko sredstvo niti za jedan analit.

Kako bi se dodatno provjerila u¢inkovitost ekstrakcijskih otapala, talozi zaostali nakon
prvog centrifugiranja ekstrahirani su vodom, ne bi li se izdvojio mogucée zaostali polarni 5-
karboksipirfenidon (koli¢ina koja je preostala ovisi o tome koliko je prvo primijenjeno
otapalo bilo u¢inkovito u njegovoj izolaciji). Primijenjena je ultrazvu¢na kupelj, kako bi se
poboljsalo otapanje i ekstrakcija, te su uzorci ponovno centrifugirani, a supernatanti
analizirani novorazvijenom metodom tekucinske kromatografije spregnute s masenim

spektrometrom (slike 45-47).
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Slika 45. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 216 taloga iz 100%-tnog metanola u vodi —
pik 5-karboksipirfenidona nije vidljiv
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Slika 46. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 216 taloga iz 100%-tnog acetonitrila u vodi —
vidljiv je intenzivan pik 5-karboksipirfenidona na tr 4,4 min
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Slika 47. ESI-MS kromatogram izoliranog iona m/z 216 taloga iz 50%-tnog acetonitrila u vodi —
pik 5-karboksipirfenidona nije vidljiv

Iz prilozenih MS kromatograma na slikama 45-47, analizom dodatnih ekstrakata
taloga uzorka, vidljivo je kako 5-karboksipirfenidon nije zaostao u uzorku niti nakon
ekstrakcije 100%-tnim metanolom, niti 50%-tnim acetonitrilom, dok je znacajnija koli¢ina
preostala nakon izmuckivanja s €istim acetonitrilom. Ovi rezultati potvrduju tvrdnju kako su

50%-tni acetonitril i 100%-tni metanol dobra ekstrakcijska otapala za 5-karboksipirfenidon.
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5. ZAKLJUCCI

Razvijena je nova HPLC-DAD-FLD-MS/MS metoda za selektivnu i osjetljivu
istovremenu analizu pirfenidona i njegovog metabolita 5-karboksipirfenidona u bioloskom

uzorku — tkivu desnog ventrikla Stakora tretiranog pirfenidonom.

Zadovoljavaju¢a kromatografska separacija analita postignuta je na Symmetry
(Waters) C18 koloni dimenzija 4,6 x 150 mm i veli¢ine Cestica 3,5 um pri temperaturi 28 °C.
Primijenjena je izokratna eluacija mobilnom fazom sastavljenom od acetonitrila, vode i
mravlje kiseline u omjeru 50:50:0,1% brzine protoka 0,4 mL/min. Vremena zadrzavanja

analita iznosila su 5,9 min za pirfenidon i 4,3 min za 5-karboksipirfenidon.

Detekcija je vrSena pomocu tri detektora — detektora diodnog niza, fluorescencijskog

detektora i masenog spektrometra.

Detektor diodnog niza posluzio je u preliminarnim ispitivanjima radi utvrdivanja
optimalnih kromatografskih postavki, ali se u analizi sloZzenog bioloskog uzorka nije pokazao
dovoljno osjetljivim ¢ak niti upotrebom valnih duljina maksimuma apsorpcije (262 nm za

pirfenidon te 225 nm za 5-karboksipirfenidon).

Uoceno je kako oba analita pokazuju prirodnu fluorescenciju, §to otvara moguénost
njihove detekcije tim putem, ali je potrebna daljnja optimizacija: odabir najprikladnije valne
duljine pracenja emisije (50-150 nm iznad optimalnih valnih duljina ekscitacije, koje
odgovaraju apsorpcijskim maksimumima — 262 i 225 nm), kao i fluoresciraju¢eg unutarnjeg

standarda.

Maseni je spektrometar uz pozitivni elektrosprej nacin ionizacije omogucio
istovremenu detekciju oba analita uz minimalne interferencije matriksa. U slozenim su
uzorcima praceni signali pseudomolekulskih iona [M+H]" pirfenidona (m/z 186) i 5-

karboksipirfenidona (m/z 216).

Analizom MS? fragmentacije molekulskog iona pirfenidona utvrdeno je kako nastaju

sljedeci ioni: m/z 167,9 (gubitak kisika), 158,0 (gubitak karbonila), 110,0 (gubitak fenila).

MS? fragmentacijom molekulskog iona 5-karboksipirfenidona dobiveni su ioni m/z
197,9 (gubitak kisika), 187,9 (qubitak karbonila), 169,9 (gubitak karboksilne skupine), 139,9
(gubitak fenila).
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Na temelju povoljnog vremena zadrzavanja (3,85 min) i svojstava bliskih analitima,

kao unutarnji standard predlozen je paracetamol.

Usporedena je ekstrakcija analita iz tkiva pomocu triju otapala — Cistog 1 50%-tnog
acetonitrila te Cistog metanola. Nakon izmuckivanja, ostatak uzorka je dodatno tretiran
vodom, ¢ime je provjerena ucinkovitost ekstrakcije polarnog metabolita navedenim
otapalima. Kao rezultat, utvrdeno je da su metanol i 50%-tni acetonitril dobra ekstrakcijska
otapala za oba analita, s tim da se metanol pokazao boljim za pirfenidon, a polarniji 50%-tni
acetonitril za 5-karboksipirfenidon. Cisti acetonitril nije pogodno ekstrakcijsko sredstvo niti

za jedan analit.
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7. SAZETAK

Pirfenidon je novi antifibrotski, antioksidativni i protuupalni lijek registriran za
terapiju idiopatske pluéne fibroze. Uz to pokazuje znacajan terapijski potencijal u sréanom,
bubreznom i jetrenom tkivu, zbog Cega se i dalje istrazuje. Za dio antifibrotskog ucéinka
odgovoran je i njegov glavni metabolit, 5-karboksipirfenidon.

Cilj rada bio je razviti selektivnu i osjetljivu analiticku metodu za istovremenu analizu
pirfenidona i 5-karboksipirfenidona unutar matriksa slozenog bioloskog uzorka, desnog
ventrikla Stakora tretiranog pirfenidonom.

U teku€inskoj kromatografiji visoke djelotvornosti koriStena je stacionarna faza
Symmetry (Waters) C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um) pri temperaturi 28 °C. Ispitane su mobilne
faze razli¢itih omjera acetonitrila ili amonijevog formijata i vode. Isprobana je izokratna
eluacija i gradijentno ispiranje, kao i razli¢ite brzine protoka. Najpovoljnijom se pokazala
izokratna eluacija uz sastav ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% i brzinu protoka 0,4 mL/min,
pri ¢emu su vremena zadrzavanja pirfenidona i 5-karboksipirfenidona iznosila 5,9 i 4,3 min.

Za detekciju su koriStena tri detektora: DAD, FLD 1 MS. DAD je posluzio u
preliminarnoj optimizaciji HPLC metode, no za analizu slozenih bioloskih uzoraka nije bio
dovoljno osjetljiv. FLD je pokazao potencijal primjene u detekciji oba spoja, ali zahtijeva
daljnju optimizaciju. MS detektorom su analiti selektivno i osjetljivo detektirani u prisustvu
kompleksnog matriksa, koriStenjem kromatograma izoliranih iona m/z 186 za pirfenidon i m/z
216 za karboksipirfenidon, a takoder je proucena i njihova MS? fragmentacija.

Paracetamol je odabran kao unutarnji standard na temelju povoljnog vremena
zadrzavanja (3,85 min) i svojstava (polarnosti i molekulske mase) bliskih analitima.

Za ekstrakciju analita isprobana su otapala Cisti 1 50%-tni acetonitril te ¢isti metanol.
Takoder je dodatnom ekstrakcijom zaostalog taloga uzorka vodom provjerena ucinkovitost
navedenih otapala u izdvajanju polarnijeg 5-karboksipirfenidona. Utvrdeno je da je najbolje
otapalo za pirfenidon metanol, dok je 50%-tni acetonitril takoder zadovoljavajuce
ekstrakcijsko sredstvo. Za metabolit 5-karboksipirfenidon 50%-tni acetonitril je osigurao
najvecu ekstrakcijsku u¢inkovitost, a i metanol se pokazao prihvatljivim. Cisti acetonitril nije

pogodno ekstrakcijsko sredstvo niti za jedan analit.
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SUMMARY

Pirfenidone is a novel antifibrotic, antioxidative and antiinflammatory agent registered
for the therapy of idiopathic pulmonary fibrosis. In addition, it shows significant therapeutic
potential in heart, kidney and liver tissue, due to which it is still under research. Its main
metabolite, 5-carboxypirfenidone, is also partially responsible for the total antifibrotic action.

The aim of the work was to develop a selective and sensitive method for the analysis
of pirfenidone and 5-carboxypirfenidone within the matrix of a complex biological sample,
right rat ventricle.

In High Performance Liquid Chromatography, a Symmetry (Waters) C18 (4.6 x 150
mm, 3.5 um) stationary phase was used, with the temperature of 28 °C. Mobile phases of
various acetonitrile or ammonium formate vs. water ratios were tested, along with isocratic
and gradient elution and different flow rates. Isocratic elution by a mobile phase consisting of
ACN:H20:HCOOH = 50:50:0.1% (V/V/V) at a 0.4 mL/min flow was chosen as best. The
retention times of pirfenidone and 5-carboxypirfenidone under such conditions were 5.9 and
4.3 min, respectively.

For the detection, DAD, FLD and MS detectors were used. DAD was applied in the
preliminary HPLC method optimisation, but proved insufficiently sensitive for the analysis of
complex biological samples with low analyte concentrations. FLD showed a potential in
detecting both compounds, although it requires further optimisation. MS detector enabled a
selective and sensitive detection in the presence of a complex matrix by using Extracted lon
Chromatograms of m/z 186 for pirfenidone and 216 for 5-carboxypirfenidone. Also, their MS?
fragmentations were studied.

Paracetamol was chosen as the internal standard due to its favourable retention time
(3.85 min) and the characteristics (polarity and molar mass) similar to the analytes.

As extraction solvents, pure and 50% acetonitrile along with pure methanol were
tested. An additional extraction of the residual precipitate with water was performed in order
to check the efficiency of the aforementioned solvents for the extraction of the more polar 5-
carboxypirfenidone metabolite. Pure methanol turned out to be the most favourable solvent
choice for pirfenidone, while 50% acetonitrile was also satisfactory. 50% acetonitrile
provided highest extraction yields for 5-carboxypirfenidone, although methanol also proved
acceptable. However, pure acetonitrile was not a good extraction solvent for either of the

analytes.
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SAZETAK

Pirfenidon je novi antifibrotski, antioksidativni i protuupalni lijek registriran za terapiju idiopatske pluéne fibroze. Uz to pokazuje
znacajan terapijski potencijal u sr€anom, bubreznom 1 jetrenom tkivu, zbog Cega se i dalje istrazuje. Za dio antifibrotskog ucinka
odgovoran je i njegov glavni metabolit, 5-karboksipirfenidon.

Cilj rada bio je razviti selektivnu i osjetljivu analiticku metodu za istovremenu analizu pirfenidona i 5-karboksipirfenidona unutar
matriksa slozenog bioloskog uzorka, desnog ventrikla Stakora tretiranog pirfenidonom.

U tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti koristena je stacionarna faza Symmetry (Waters) C18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um)
pri temperaturi 28 °C. Ispitane su mobilne faze razli¢itih omjera acetonitrila ili amonijevog formijata i vode. Isprobana je izokratna
eluacija i gradijentno ispiranje, kao i razliCite brzine protoka. Najpovoljnijom se pokazala izokratna eluacija uz sastav
ACN:H20:HCOOH = 50:50:0,1% 1 brzinu protoka 0,4 mL/min, pri ¢emu su vremena zadrzavanja pirfenidona i 5-
karboksipirfenidona iznosila 5,9 i 4,3 min.

Za detekciju su koristena tri detektora: DAD, FLD i MS. DAD je posluzio u preliminarnoj optimizaciji HPLC metode, no za analizu
slozenih bioloskih uzoraka nije bio dovoljno osjetljiv. FLD je pokazao potencijal primjene u detekciji oba spoja, ali zahtijeva
daljnju optimizaciju. MS detektorom su analiti selektivno i osjetljivo detektirani u prisustvu kompleksnog matriksa, koriStenjem
kromatograma izoliranih iona m/z 186 za pirfenidon i m/z 216 za karboksipirfenidon, a takoder je proucena i njihova MS?
fragmentacija.

Paracetamol je odabran kao unutarnji standard na temelju povoljnog vremena zadrzavanja (3,85 min) i svojstava (polarnosti i
molekulske mase) bliskih analitima.

Za ekstrakciju analita isprobana su otapala Cisti i 50%-tni acetonitril te ¢isti metanol. Takoder je dodatnom ekstrakcijom zaostalog
taloga uzorka vodom provjerena ucinkovitost navedenih otapala u izdvajanju polarnijeg 5-karboksipirfenidona. Utvrdeno je da je
najbolje otapalo za pirfenidon metanol, dok je 50%-tni acetonitril takoder zadovoljavajuce ekstrakcijsko sredstvo. Za metabolit 5-
karboksipirfenidon 50%-tni acetonitril je osigurao najvecu ekstrakcijsku u¢inkovitost, a i metanol se pokazao prihvatljivim. Cisti
acetonitril nije pogodno ekstrakcijsko sredstvo niti za jedan analit.
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SUMMARY

Pirfenidone is a novel antifibrotic, antioxidative and antiinflammatory agent registered for the therapy of idiopathic pulmonary
fibrosis. In addition, it shows significant therapeutic potential in heart, kidney and liver tissue, due to which it is still under research.
Its main metabolite, 5-carboxypirfenidone, is also partially responsible for the total antifibrotic action.

The aim of the work was to develop a selective and sensitive method for the analysis of pirfenidone and 5-carboxypirfenidone
within the matrix of a complex biological sample, right rat ventricle.

In High Performance Liquid Chromatography, a Symmetry (Waters) C18 (4.6 x 150 mm, 3.5 um) stationary phase was used, with
the temperature of 28 °C. Mobile phases of various acetonitrile or ammonium formate vs. water ratios were tested, along with
isocratic and gradient elution and different flow rates. Isocratic elution by a mobile phase consisting of ACN:H20:HCOOH =
50:50:0.1% (V/V/V) at a 0.4 mL/min flow was chosen as best. The retention times of pirfenidone and 5-carboxypirfenidone under
such conditions were 5.9 and 4.3 min, respectively.

For the detection, DAD, FLD and MS detectors were used. DAD was applied in the preliminary HPLC method optimisation, but
proved insufficiently sensitive for the analysis of complex biological samples with low analyte concentrations. FLD showed a
potential in detecting both compounds, although it requires further optimisation. MS detector enabled a selective and sensitive
detection in the presence of a complex matrix by using Extracted lon Chromatograms of m/z 186 for pirfenidone and 216 for 5-
carboxypirfenidone. Also, their MS? fragmentations were studied.

Paracetamol was chosen as the internal standard due to its favourable retention time (3.85 min) and the characteristics (polarity and
molar mass) similar to the analytes.

As extraction solvents, pure and 50% acetonitrile along with pure methanol were tested. An additional extraction of the residual
precipitate with water was performed in order to check the efficiency of the aforementioned solvents for the extraction of the more
polar 5-carboxypirfenidone metabolite. Pure methanol turned out to be the most favourable solvent choice for pirfenidone, while
50% acetonitrile was also satisfactory. 50% acetonitrile provided highest extraction yields for 5-carboxypirfenidone, although
methanol also proved acceptable. However, pure acetonitrile was not a good extraction solvent for either of the analytes.
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