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1. UVOD 

 

1.1. RAK DOJKE 

 

Podaci za 

smanjuje. U 

novije vrijeme se rak dojke uspijeva 

metastatski rak dojke dosta slaba, stoga je iznimn

2001). 

 

1.1.1. Vrste raka dojke 

 

S obzirom na invazivnost postoje dva tipa raka dojke. Neinvazivni, odnosno in situ karcinomi, 

toje 

lobularni i duktalni karcinomi in situ. Lobularni karcinom in situ 

njegovu detekciju potrebno je napraviti biopsiju tkiva dojke. Duktalni 

(https://www.onkologija.hr/ acijentice koje imaju neinvazivni tip karcinoma 

kar

kao duktalni 
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karcinom in situ http://www.msd-

prirucnici.placebo.hr/msd-prirucnik). 

Bitna klasifikacija stanica tumora dojke je ovisno o receptorima ko

(HR) 

i na receptore za hormon rasta. Ukoliko su estrogenski ili progesteronski receptori (ER i PgR) 

e stanice, vezanje estrogena odnosno progesterona 

i hormon pozitivni s vremenom izgube to svojstvo, kao i obrnuto. Druga vrsta 

humani epidermalni faktor rasta 2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2, HER2). U 

u odnosu na hormon pozitivne karcinome 

(https://www.breastcancer.org). 

 

 

 

 

, a neki od najbitnijih su kemoterapija, endokrina i 

tumorsko tkivo koje se nekontrolirano i ubrzano dijele. 

primjenjuje intrave

 mogle uzrokovati povrat bolesti odnosno 
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metastaze. Osim toga, 

(https://www.onkologija.net

antimetaboliti, vinka alkaloidi i spojevi s platinom. Ova vrsta terapije zbog svoje neselektivnosti 

je kose, 

krvne slike (leukopenija, trombocitopenija  

Endokrina terapija kod ER pozitivnog raka dojke. 

tumorske stanice. Selektivni modulatori estro

nica dojke, a u isto 

vrijeme u nekim drugim tkivima djeluju kao agonisti kako ne bi uzrokovali p

ada tamoks  

lijekova kod predmeno  s karcinomom dojke

daju i analozi 

hormone, LHRH

18). 

, da ciljano djeluju na 

Ciljanim lijekovima se smatraju protutijela koja 

 upotrebljavani su i inhibitori o 

inhibitori poli ADP-riboza polimeraze (PARP) i inhibitori  receptora vaskularnog endotelnog 

faktora rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF). Navedeni 

sistemsku kemoterapiju (ESMO, 2018). 
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1.2. FULVESTRANT 

 

1.2.1. Mehanizam djelovanja 

 

 

Slika 1. Kemijska struktura fulvestranta. 

 

kim djelovanjem koji se koristi u terapiji HR

tamoksifen i ostali SERM-ovi 

estradiola na ER s a

Nakon vezanja na E  dimerizaciju receptora, njegovu migraciju u jezgru 

fulvestrant-ER je nestabilan te dolazi do ubrzane degradacije proteina ER. Aktivacijom ER se 

 

progesteron na tumorsko tkivo u smislu smanjenja njegove proliferacije, dijeljenja i 

angiogeneze. 
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1.2.2. Farmakokinetika 

 

ava se 

1/2) iznosi otprilike 50 dana. Ima veliki volumen 

distribucije te se brzo i u velikoj mjeri raspodjeljuje u tkiva. Pokazalo se i da se u velikom udjelu 

www.halmed.hr).  

Metabolizam fulvestranta nije u cijelosti 

-keton, sulfon, 3-

www.halmed.hr). In vitro ispitivanja su pokazala da citokrom 

P450 (CYP) in vivo ispitivanja 

ukazuju na to da prevladaju putevi koji ne u  enzime te stoga 

inhibitorima CYP-a. 

 

1.2.3. Indikacije 

 

Fulvestrant je u Hrvatskoj odobren 

metastatskog karcinoma dojke pozitivnog na  koje prethodno nisu 

 k

Indiciran je i u kombinaciji s palbociklibom 

uznapredovalog ili metastatskog raka dojke koji je HR pozitivan i HER2 negativan kod 

koje su prethodno primale endokrinu terapiju. U predmenopauzalnih ili perimenopauzalnih 

je potrebno primjenjivati zajedno s agonistom

LHRH (www.halmed.hr). 
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1.2.4. Nuspojave 

 

  jetrenih 

enzima

anemija i trombocitopenija. Preko 30% bolesnica je kao nuspojave prijavilo bolove u kostima, 

spojava (na 

ljestvici od 1. do 5. stupnja

(www.halmed.hr). 

 

1.3. INHIBITORI O CIKLINU D OVISNIH KINAZA 4 I 6 

 

1.3.1. Mehanizam djelovanja 

 

Mehanizam djelovanja inhibitora o ciklinu D ovisnih kinaza 4 i 6 (CDK4/6) je vrlo kompleksan 

 

 nekoliko faza te da bi stanica napredovala kroz ciklus

. U tom procesu su vrlo bitni CDK enzimi   spajanje 

 

aktivaciju CDK 4 i 6. Kompleks ciklina i CDK fosforilira retinoblastomski protein (pRb). 

Kako bi se inhibirao taj 

proces, koriste se CDK inhibitori koji  CDK4/6 i n

 (Ban i sur., 2019). 

raju s endokrinom terapijom (npr. tamoksifen, fulvestrant) 
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Poznato je da prijenos signala preko ER-

-a i bez estrogena 

(Bani sur., 2019). Osim toga, u tumorima koji razviju rezistenciju na endokrinu terapiju, ER 

navedenih razloga, ima smisla upotrebljavati endokrinu terapiju i CDK 4/6 inhibitore u 

kombinaciji 

MONALEESA i MONARCH upravo to i dokazano. 

 

Slika 2. Kemijske strukture abemacikliba (A), palbocikliba (P) i ribocikliba (R). 

 

Prvi CDK inhibitori koji su razvijeni nisu bili dovoljno selektivni, odnosno inhibirali su 

Nakon njih su razvijeni novi CDK inhibitori koji su usmjereni uglavnom na CDK 4 i 6 te imaju 

ribociklib (Kisqali) i abema

-
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1.3.2. Indikacije i farmakokinetika 

 

HR+, HER2-, u 

nom endokrinom terapijom. Dodatno je 

abemaciklib osim kod metastatskog karcinoma dojke, indiciran i kod ranog HR+, HER2-

je potrebno uz endokrinu terapiju koristiti i 

agonist LHRH. 

ralno, u ciklusima od 28 

 3 tjedna kontinuirane primjene i 7 dana pauze. Abemaciklib se jedini 

primjenjuje u kontinuitetu bez pauze. 

 

INHIBITORA O CIKLINU D OVISNIH KINAZA 4 I 6  

 

1.4.1. PALOMA-3 (fulvestrant + palbociklib) 

 

bitora. 

Jedna od njih je PALOMA-3 studija u kojoj je ispitivan utjecaj kombinacije fulvestranta i 

palbocikliba na trajanje perioda bez napredovanja bolesti u usporedbi s fulvestrantom i 

koje boluju od HR+, HER2- metastatskog 

karcinoma dojke koji je napredovao uz prethodnu endokrinu terapiju. Ispitanice su podijeljene 

u dvije skupine, jedna skupina je dobivala fulvestrant i palbociklib, a druga fulvestrant i 

placebo. Primjenjivan je fulvestrant u obliku intramuskularne injekcije od 500 mg na 1. i 15. 

dan prvog 28-

primale i palbociklib oralno u dozi od 125 mg jednom dnevno kroz 3 tjedna te nakon toga tjedan 
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 najmanje 4 tjedna prije prvog 

ciklusa dobivale i agonist LHRH (goserelin) kao i svaki put za vrijeme primanja fulvestranta. 

Studija je nastavljena do progresije bolesti, ne . Podatak 

koji se pratio je vrijeme u kojem n  (engl. progression-free 

survival, PFS). Medijan PFS vrijednosti za grupu koja je primala fulvestrant i palbociklib je 

iznosio 5-9 mjeseci, a za grupu koja je primala placebo umjesto palbocikliba 4-

naka, nuspojave 3. i 4. stupnja

odili kod 13 % 

PALOMA-

ebom bez obzira na 

stupanj endokrine rezistencije i razinu ekspresije hormonskih receptora te ta kombinacija 

predstavlja potencijalnu terapijsku -, HR+ karcinomom dojke 

koji je napredovao uz prethodnu endokrinu terapiju (Cristofanilli i sur., 2016). 

 

1.4.2. MONARCH-2 (fulvestrant + abemaciklib) 

 

 

HR+, HER2- karcinoma dojke koji je napredovao uz primjenu endokrine terapije, napravljena 

je -2. U toj studiji su ispitanici podijeljeni u dvije skupine: jedna 

bio je isti kao u PALOMA-3 studiji, odnosno 500 mg i.m. 1. i 15. dan prvog 28-dnevnog ciklusa 

puta dnevno kroz 28 dana. Terapija je nastavljena sve do progresije bolesti, smrti itd. Primarni 

cilj studije bio je procijeniti period bez napredovanja bolesti kod obje skupine i sveukupno 

i abemaciklib te 9,3 mjeseci za skupinu bez abemacikliba. Pratio se i period do druge progresije 

bolesti (PSF2)  koji je bio 23,1 mjesec za skupinu s abemaciklibom, odnosno 20,6 mjeseci za 

skupinu s placebom. 

abemaciklibom i fulvestrantom su bile neutropenija, anemija i leukopenija. Od nehema
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kontrolirana loperamidom. Rezultati MONARCH-2 studije su pokazali da dodatak 

g napredovalog 

 

 

1.4.3. MONALEESA-3 (fulvestrant + ribociklib) 

 

MONALEESA-

-

ribocikliba i fulvestranta u terapiji HR+, HER2- metastatskih karcinoma dojke. Sudjelovali su 

ispita

endokrine terapije ili imaju novi uznapredovali tumor dojke i nisu primali nikakvu terapiju ili 

vanje iz ispitivanja je 

CDK4/6 inhibitor ili kemoterapiju. Podijeljeni su u dvije skupine od kojih je jedna primala 

fulvestrant i ribociklib, a druga fulvestrant i placebo. Kao i u prethodnim studijama, 

primjenjivan je fulvestrant intramuskularno u dozi od 500 mg na 1. i 15. dan prvog 28-dnevnog 

dnevno kroz 21 dan te 7 dan

do uznapredovanja bolesti za skupinu koja je primala fulvestrant i ribociklib je iznosio 20,5 

mjeseci u odnosu na 12,8 mjeseci za one koji su primali fulvestrant i placebo. Parametar koji je 

32,4 % za skupinu koja je u terapiji imala i ribociklib za razliku od one bez ribocikliba za koju 

ve 3. stupnja su bile neutropenija i leukopenija, a 

dogodile su se kod otprilike 10 % pacijenata. MONALEESA ispitivanja pokazala su terapijsku 

prednost kombinacije ribocikliba s fulvestrantom/letrozolom/tamoksifenom kod pacijentica s 
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HR+, HER2- karcinomom dojke u odnosu na monoterapiju bez ribocikliba. Dodatak ribocikliba 

kupno 

(Yardley, 2019). 

 

1.5. KAPILARNA ELEKTROFOREZA 

 

Kapilarna elektroforeza je novija separacijska i kvantifikacijska tehnika kojom se razdvajaju 

, 

upotre

djelotvornosti (engl. High performance liquid chromatography, HPLC), tehniku koja se 

). HPLC 

 

U ovoj metodi n

prema jednoj od elektroda. Primjenjuje se visok napon (10-30 kV) na usku kapilaru ispunjenu 

komponentu i elektrolit. Molekule analita migriraju kroz kapilaru brzinom koja  ovisiti o 

jenjenom naponu i duljini 

kapilare (Watson, 2012). 

 

1.5.1. Elektroosmotski tok 

 

Moglo bi se je kretanje molekula u kapilarnoj el

 i neutralne molekule posjeduju elektroforetsku pokretljivost. 

prema katodi zbog postojanja elektroosmotskog toka (engl. Electroomostic flow, 

negativnog naboja na stijenci 
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negativnom naboju silanolnih g

Ni  

 

 

Slika 3. 

2012). 

 

-a 

dodatak organskog modifikatora i surfaktanta te modifikacije stijenke kapilare (Watson, 2012).

zi 

Anioni Neutralne molekule Kationi 
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dvojiti neutralni 

oosmotskim tokom. Ukoliko je potrebno analizirati 

2010). 

 

1.5.2  

 

micele. Mic u HPLC-u te se u MEKC-u one nazivaju 

pseudostacionarna faza. Kako bi nastale micele, mogu se koristiti anionski, kationski ili 

eru kao i 

putovanja neutralnih molekula ovisi o njihovoj hidrofobnosti, odnosno o koeficijentu raspodjele 

 brzine 

kretanja micela i brzine EOF-a (Slika 4).  
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Slika 4. Prikaz elektroferograma MEKC- 9). 

 

 

interakcija skratiti i vrijeme analize. Osim toga, 

e 

te smanjuje viskoznost pufera, odnosno ubrzava vrijeme analize. 

ionizacij

molekula. Tada se i koeficijent distribucije smanjuje, kao i vrijeme migracije (Otsuka i Terabe, 

1996). 

  

EOF Analit Micele 
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2.  

 

Rak dojke je 

spol, r  

prisutnost raka dojke u obiteljsko  

ojih su odobreni palbociklib, ribociklib i abemaciklib. Indicirani su za 

-, a koriste se, 

, u kombinaciji s fulvestrantom. Kako bi takva kombinacija bila  vitija 

koncentracija u krvi.  (engl. Therapeutic Drug Monitoring, TDM)  

ta kako bi se doza lijeka 

individualno odredila u svrhu postizanja maksimalnog terapijskog odgovara 

 

Stoga je cilj ovog rada razvoj nove kapilarnoelektroforetske metode za simultanu analizu 

fulvestranta i tri CDK 4/6 inhibitora, abemacikliba, palbocikliba i ribocikliba. Kapilarna 

elektroforeza odabrana je jer je 

tehnika.  te se pri 

iznimno visokim pH vrijednostima, u ovom radu 

kromatografija. 
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. MATERIJALI 

 

3.1.1. Kemikalije 

 

 Acetonitril ( J.T. Baker, Deventer, Nizozemska) 

 Di-natrij tetraborat 10-hidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska) 

 Hidroksipropil- -  

 Metanol (J.T. Baker, Gliwice, Poljska) 

 Natrijev dodecil sulfat (Poch, Gliwice, Poljska) 

 Otopina natrijevog hidroksida 1 M (Agilent Technologies, ) 

 Otopina pufera z

SDS-a (Agilent Technologies, ) 

 

Kansas City, MI, SAD) 

 

3.1.2. Standardne supstance 

 

 Abemaciklib (Toronto Research Chemicals Inc., Toronto, Kanada) 

 Fulvestrant (European Pharmacopeia Reference Standard) 

 Palbociklib (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) 

 Ribociklib (Biovision, Milpitas, SAD)  
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3.1.3. Radni instrumenti 

 

  

 Sustav za kapilarnu elektroforezu (G7100A) s integriranim detektorom niza dioda 

 

  

  

  

 WaterPro sustav  

 -Kinetic Technologies, Wisconsin, SAD) 

 

3.1.4. Pribor 

 

 s, 

 

 m, promjera 

25 mm (VWR International, Radnor, Pennsylvania, SAD) 

 m, ukupne duljine 40 cm, 

duljine 32 cm od  

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

 

3.1.5. Programski paketi 

 

 OpenLab CDS, ChemStation Edition, Rev. C.01.10 (201) (Agilent Technologies, 

 

 Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft, Seattle, SAD) 
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3.2. METODE 
 
 

3.2.1. Priprema otopine radnog pufera 

 

Otopina surfaktanta SDS-a (natrijeva dodecil sulfata) koncentracije 100 mM pripremljena je 

otapanjem 1,442 grama SDS- nu tikvicu volumena 50 mL. 

 

Otopina boratnog pufera koncentracije 100 mM je pripremljena otapanjem 1,9069 g borata u 

 

-a 

 

ofiltrirane prije uporabe 

ukoliko je to bilo potrebno. 

 

3.2.2. Priprema standardnih otopina 

 

metanolu u tikvici volumena 5 mL. Dobivena je koncentracija 0,9962 mg/mL fulvestranta. 

ribocikliba i otapanjem u metanolu u tikvici volumena 5 mL. Koncentracija dobivene otopine 

je iznosila 0,9976 mg/mL. 

a abemacikliba pripremljena je vaganjem 0,04348 g standarda 

abemacikliba i otapanjem u metanolu u tikvici volumena 5 mL. Koncentracija dobivene otopine 

je iznosila 0,8696 mg/mL. 



19
 

darda 

palbocikliba i otapanjem u smjesi otapala acetonitril:voda = 

 

fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba 

i ribocikl g/mL u smjesi otapala 

metanol:voda:acetonitril = 49:40:

metode. 

C, a prilikom rukovanja 

 

- -ciklodekstrina u vodi pripremljena je otapanjem 

0,2856 g hidroksipropil- -ciklodekstrina i 899 mg standarda fulvestranta u vodi. Da bi se 

m. Koncentracija ciklodekstrina u dobivenoj otopini je iznosila 100 mM, a 

fulvestra

 

 

3.2.3. Priprema radnog instrumenta i uvjeti analize 

 

topinom 

radnim puferom 20 minuta. 

vako ispiranje u trajanju od 10 minuta). Prije svake 

analize kapilara je kondicionirana 5 min otopinom natrijeva hidroksida i 5 min otopinom radnog 

pufera. Prilikom promjene sastava radnog pufera kapilara je isprana 10 minuta novim puferom 

prije analize. 

N
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u i kapilare 

Technologies. Uzorci su injektirani u kapilaru tijekom 5 sekundi, pod tlakom od 50 mbar i pri 

temperaturi od 25 C. Vrijednost napona je mijenjana tijekom optimizacije metode. Valna 

duljina pri kojoj su promatrani rezultati iznosi 210 nm. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 

4.1. ANALIZA FULVESTRANTA 

 

4.1.1. Odabir radnog pufera 

 

 upoznalo se elektroforetsko 

p o 

. Fulvestrant je za razliku 

od abemacikliba, palbocikliba i ribocikliba vrlo lipofilan spoj te je prije optimizacije metode za 

osiguravanja njegove najbolje topljivosti, odnosno optimalnog kapilarnoelektroforetskog 

Uzi   je koristiti radni 

. S obzirom na to da 

je fulvestrant nenabijen os potrebno koristiti 

MEKC metodu. 

pH biti neutralni. U ovoj metodi se koristi surfaktant koji stvaranjem micela 

 obno razdvajanje 

prema micelama, odnosno hidrofobnosti. 

g, 

o njihovom naboju u odabranom pH pufera.  

-a. 

struju pa je iste potrebno izbjegavati (Hancu, 2013). U ovom eksperimentu je kao anionski 

surfaktant upotrijebljen SDS te boratni pufer 3) 

stoga je daljnje ). Prvi pik je pik 
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Slika 5. Elektroferogram standardne otopine fulvestranta. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borata, 50 mM SDS-a), 30 kV, 20  uzorak: standardna 

otopina  

 

Kako bi se potvrdilo  je UV-Vis spektar pika (Slika 6). 

 

 

Slika 6. UV-Vis spektar fulvestranta pri 210 nm. 
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4.1.2. Odabir otapala u uzorku 

 

vrlo lipofilan spoj, dodatak organskog otapala je 

 je  metanola i vode u jednakim udjelima 

(50:50). P  otapanje fulvestranta

nepovoljan splitanje pikova uslijed nepotpunog 

. Stoga je potrebno eksperimentalno 

utvrditi optimalnu koncentraciju organskog otapala u uzorku. Nakon analize uzorka s udjelom 

 jer je 

 je bolje rezultate zbog

g otapanja analita te je nastavljena optimizacija drugih parametara uz koncentraciju 

metanola u uzorku od 65%. 

 

4.1.3. Dodatak ciklodekstrina u uzorak 

 

 hidrofobnim skupinama 

koje odbijaju molekule vode, stoga se odvija energetski povoljna reakcija, a to je zamjena 

 hidrofobnim molekulama (Slika 7). 

h tvari koje se nalaze u vodenoj otopini. 

 i -

-ciklodek

-

ni. 

Iz tog razloga je u ovom eksperimentu s fulvestrantom ispitan njegov derivat, hidroksipropil-

- za otapanje i pripremu otopine fulvestranta nije potrebno 
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(https://www.sigmaaldrich.com/HR/en). 

 

 
 

Slika 7  ciklodekstrina. 

 

Pripremom otopine fulvestranta u vodi s hidroksipropil- -ciklodekstrinom postignuto je 

tran  

ma te je, nakon nekoliko analiza s istim 

om eksperimentu (Slika 8). 

 

 
 
Slika 8. Elektroferogram standardne otopine fulvestranta s hidroksipropil- -ciklodekstrinom.

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 ardna 

- -ciklodekstrinom (100 mM). 

  



25
 

4.1.4. Dodatak organskog otapala u pufer 

 

-a kako bi 

lektivnosti metode 

(Gotti, 2012

ostvar

 (Otsuka, 1996). Optimalno organsko otapalo

potrebno je bilo odrediti eksperimentalno. u metanol, 

kao i izgled pika, dodan je metanol u pufer u koncentracijama od 5% i 10%. 

 

 

Slika 9 etanola u puferu. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 

 

 

Dodatak metanola u pufer je neznatno produljio vrijeme analize. Iako je 

fulvestranta nego pri dodatku 5% metanola u 

radni pufer (Slika 9), u daljnjim analizama je  da 

iba 

otapala povoljnije djelovati na njihovu topljivost (Slika 10). 

0

10

20

30

0 5 10

UDIO METANOLA U PUFERU (%)
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Slika 10. Elektroferogram standardne otopine fulvestranta. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50 mM SDS, 10 % 

standardn  

 

S obzirom na to d tjecaj dodatka organskog otapala u pufer na 

selektivnost metode   u kada 

 CDK inhibitore, biti dodatno ispitan utjecaj organskih otapala 

na selektivnost metode. 

 

4.1.5. Dodatak surfaktanta u uzorak 

 

Kako b  inu i izgled pika, 

ispitan je utjecaj dodatka surfaktanta SDS-a u uzorak s fulvestrantom u koncentraciji od 3,5 %.
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Slika 11. Elektroferogram standardne otopine fulvestranta sa SDS-om (A) i bez SDS-a (B) u 

uzorku. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50 mM SDS, 10 

 u smjesi  metanol:voda:SDS=58,5:38:3,5. 

 

Pokazalo se da dodatak SDS-a u uzorak nije imao 

produljuje njegovo vrijeme migracije, a izgled 

SDS-a te u daljnjim analizama nije dodavan u uzorak (Slika 11). 

 

 
4.2. ANALIZA FULVESTRANTA, ABEMACIKLIBA, PALBOCIKLIBA I 

RIBOCIKLIBA 

 
 

4.2.1. Odabir radnog pufera 

 

i u terapiji u kombinaciji s inhibitorima o ciklinu 

D ovisnih kinaza. Simultana analiza fulvestranta, abemacikiba, palbocikliba i ribocikliba 

je 

stoga pufer koji sadr -a i 10 % metanola. 

A B 
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Slika 12. Elektroferogram smjese standardnih otopina fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba 

i ribocikliba. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50 mM SDS, 10 % metanol

smjesa standardnih otopina (50  fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i ribocikliba 

u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 

 

o je vidljivo na slici (Slika 12), od smjese 4 analita na elektroferogramu su dobivena 

samo 3 pika e potrebno mijenjati parametre analize kako bi se postiglo 

razdvaj -Vis spektri 

kako bi se otkrilo koji analiti koeluiraju. 

 

  

P + R 

A 

F 
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Slika 13. UV-Vis spektri fulvestranta (F), abemacikliba (A) i palbocikliba + ribocikliba (P + 

R). 

 

Iz dobivenih Uv-Vis spektara (Slika 13

abe

koeluiraju pa 

su uzorci standardnih otopina palbocikliba i ribocikliba te smjesa istih. Analizom 

njihove smjese dobiven je jedan pik na elektroferogramu -Vis spektri iz 

navedenih analiza. 

 

 

Slika 14. Uv-Vis spektar pika dobivenog analizom smjese palbocikliba i ribocikliba.  

F 

A 

P + R 
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Slika 15. Uv-Vis spektri pikova palbocikliba i ribocikliba dobiveni 

standardnih otopina. 

 

Iz prilo -Vis spektara (Slika 14 i 15

mijenjati parametre kako bismo postigli njihovo potpuno odvajanje. 

 

4.2.2. Promjena napona 

 

 selektivnost metode, odnosno vrijeme migracije je i 

anjenja razdvajanja 

dozvoljava. vesti do 

Jouleova zagrijavanja. Jouleovo zagrijavanje je toplina koja se stvara u kapilari zbog 

na viskoznost pufera kao i na stvaranje temperaturnog gradijenta unutar kapi

. 
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Slika 16. Elektroferogram smjese standardnih otopina fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba 

i ribocikliba. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50 mM SDS, 10 % metanol), 28 

smjesa standardnih otopina (50 ) fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i ribocikliba

u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 

 

Kako bi se po  napon je smanjen s 30 kV na 28 kV (Slika 16). Time je 

postignuto bolje nije postignuto potpuno 

 u baznoj liniji. S druge strane, 

ispitan utjecaj manjih vrijednosti na

 

 

4.2.3. Promjena udjela SDS-a u puferu 

 

-  analiti ulaze u 

-

interakcija s micelama, produljiti vrijeme analize. Potrebno je eksperimentalno utvrditi 

optimalnu koncentraciju SDS-a kako bi se postiglo 

P + R A 

F 
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(Soliman, 2014). Do oncentracija SDS-a od 50 mM te je, u 

-a u puferu na 60 mM, 65 mM i 70 mM kako 

bi se ispitao utjecaj SDS-  

 

 

Slika 17. Elektroferogrami smjese standardnih otopina fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba 

-a u puferu: (A) 50 mM, (B) 60 mM, (C) 65 mM 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50/60/65 mM SDS, 10 % metanol), 28 

uzorak: smjesa standardnih otopina (50 ) fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i 

ribocikliba u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 
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Slika 18. Graf ovisnos  ribocikliba (plavo), abemacikliba

 i fulvestranta (sivo) o koncentraciji SDS-a u puferu. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50/60/65 mM SDS, 10 % metanol), 28 

uzorak: smjesa standardnih otopina (50 ) fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i 

ribocikliba u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 
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Slika 19 (plavo) te 

abemacikliba i fulvestranta  o koncentraciji SDS-a u puferu. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 50/60/65 mM SDS, 10 % metanol), 28 

uzorak: smjesa standardnih otopina (50 ) fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i 

ribocikliba u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 

 

raciji SDS-a u puferu (Slika 18) je vidljivo da su 

entraciji 60 mM SDS-

 (Slika 19) te je pri koncentraciji 60 mM SDS-a u radnom puferu 

, vrijeme analize je produljeno za 

otprilike 5,5 minuta. 

Analiza s 70 mM SDS-a nije prikazan , u tim uvjetima, u 

prihvatljivom vremenu, eluira samo fulvestrant. 

o pojave pikova ostalih analita. 

Tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode korisno je prikazati i ovisnost broja 

teorijskih tavana (N) o koncentraciji SDS-a u puferu. Broj teorijskih tavana je mjera 

djelotvornosti kapilare u kapilarnoj elektroforezi. On pokazuje hipotetsko stanje u kojem se 
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Gdje je t = vrijeme migracije supstance kroz kolonu, a w1/2  

visine. 

 

 

Slika 20. Graf ovisnosti broja teorijskih tavana palbocikliba + ribocikliba (plavo), abemacikliba

 i fulvestranta (sivo) o koncentraciji SDS-a u puferu. 

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borata, 50/60/65 mM SDS-a, 10 % metanola), 28 kV, 20 

smjesa standardnih otopina (50  ) fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i 

ribocikliba u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 

 

Broj teorijskih tavana raste s porastom koncentracije SDS-a u puferu te proizlazi 

-

SDS-a je vrijednost i d ika 20). 

navedene parametre, koncentracija od 60 mM SDS-a se pokazala 

, treba imati na umu 

da se pikovi palbocikliba i ribocikliba i dalje preklapaju, odnosno analiti komigriraju, te 
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promjenom koncentracije SDS-

potrebno daljnje nje uvjeta metode kako bi se oni odvojili. 

 

4.2.4. Promjena organskog otapala u puferu 

 

-om kako bi promijenili 

selektivnost, utjecali na  Tijekom ovog 

 i ji od 10 % u puferu nije postignuto 

organsko otapalo u radnom puferu.  od 10 % te 

su se na elektroferogramu 

preklapao s pikom ribocikliba (Slika 21). 

 

 
 
Slika 21. Elektroferogram smjese standardnih otopina fulvestranta (F), abemacikliba (A), 

palbocikliba (P) i ribocikliba (R) .  

Uvjeti analize: pufer pH 9,3 (25 mM borat, 60 mM SDS, 10 % acetonitril), 28 

smjesa standardnih otopina (50 ) fulvestranta, abemacikliba, palbocikliba i ribocikliba

u smjesi otapala metanol:voda:acetonitril = 49:40:11. 

R 

P 

A 

F 
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ik palboci , isprobane 

su oncentracije od 15 % i 20 % acetonitrila u puferu 

nisu dale povoljne, upravo se 

dodatak acetonitrila u pozad razdvajanje svih analita. Od 

ispitanih uvjeta, koncentracija od 10 % acetonitrila u puferu pokazala se 

jedino u tim uvjetima vidljivi zasebni pikovi sva 4 analita, fulvestranta, abemacikliba, 

palbocikliba i ribocikliba. No, bit  kako bi se postigla 

organskog otapala (primjerice izopropanola) ili promjenom drugih parametara
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je kapilarnoelektroforetska tehnika kako bi se poku

metoda za simultanu analizu fulvestranta i CDK inhibitora  mjeri razlikuju po 

 .

1. 

cm, a uzorci su injektirani u kapilaru tijekom 5 sekundi, pod tlakom od 50 mbar i pri 

su promatrani rezultati iznosila je 210 nm. 

2. Optimizirani su uvjeti za analizu samog ful

postignuta primjenom boratnog pufera pH 9,5 uz dodatak SDS-a. Kao otapalo u uzorku je 

odabran metanol te je da koncentracija od 65 % u odnosu na 50 %-tni metanol 

uzrokuje bolje otapanje analita, a time i 

analiza sa SDS-

analize. Kako bi se smanjila 

analize fulvestranta u otopini vode i ciklodekstrina. 

 

3. Najbolji rezultati analize fulvestranta su upotrebom pufera 

borata, 50 mM SDS-a i 10 % metanola te uzorka s udjelom metanola od 65 % uz 

primijenjeni napon od 30 kV. Analizom fulvestranta i CDK inhibitora u tim uvjetima 

dobivena su 3 pika te je otkriveno da se preklapaju pikovi palbocikliba i ribocikliba. 

 vrijeme analize, ali je i 

 -

da koncentracija od 60 mM SDS- kova kao i 

 

4. Primjenom acetonitrila u koncentraciji od 10 % kao organskog otapala u puferu, umjesto 

metanola, postignuto je razdvajanje palbocikliba i ribocikliba. 

razvijena je nova MEKC metoda za simultanu analizu abemacikliba, 

ribocikliba, palbocikliba i fulvestranta. Daljnja optimizacija uvjeta metode u svrhu postizanja 

selektivne, brze  .
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je U zadnjih desetak godina napravljena su 

odobreni inhibitori o ciklinu D ovisnih kinaza. 

HER2-  u kombinaciji s fulvestrantom. Kako bi takva kombinacija 

bila  , potrebno je razviti i metodu 

.  

lijekova, ali i detekcije lij . 

kapilarnoelektroforetsku metodu 

fulvestrant, palbociklib, ribociklib i a

 

m, ukupne duljine 40 cm, 

a uzorci su injektirani u kapilaru tijekom 5 sekundi, pod tlakom od 50 mbar i pri temperaturi od 

 duljina na kojoj su promatrani rezultati iznosila je 210 nm. 

Kako bi nastale micele, dodan je surfaktant SDS u koncentraciji od 60 mM. Od ostalih 

parametara, najbolja selektivnost i osjetljivost metode su primjenom boratnog pufera 

u koncentraciji od 25 mM, dodatkom acetonitrila u pufer u udjelu od 10 % te primjenom napona 

od 28 kV. 
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Breast cancer is the most common type of cancer among women. Cyclin D dependent kinases 

inhibitors have been approved based on extensive clinical trials that were carried out in the last 

ten years. They are indicated in treatment for locally progressed or metastatic breast cancer, 

which is hormone positive, HER2 negative, and are used, among other, in combination with

fulvestrant. In order to ensure that the following combination is effective and safe for patients, 

it is necessary to develop a unique analytical method which can reliably determine their blood 

concetration. 

Capillary electrophoresis techniques are becoming more and more used in  drug quality 

control, but also drug detection in biological tissues. The aim of this research was to develop a 

new capillary electrophoresis technique which will be able to detect and quantify fulvestrant, 

palbociclib, ribociclib and abemaciclib in blood samples of patients in the purpose of 

therapeutic drug monitoring and in order to apply appropriate therapy individualisation. As a 

potential method for its analysis, micellar electrokinetic chromatography has been chosen. 

Capillary that was used is made of extracted quartz with an inner diameter of 50 m and total 

length 40 cm. The samples were injected in the capillary for 5 seconds, under the pressure of 

wavelength of 210 nm. 

In order to form the micelles, surfactant SDS was added in the concentration of 60 mM. Beside 

surfactant concentration, other parameters that resulted with the best selectivity and sensitivity 

are borate buffer in the concentration of 25 mM, addition of acetonitrile to buffer in the fraction 

of 10 % and applied voltage of 28 kV. 
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