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POPIS KRATICA | SIMBOLA

A povrsina kromatografskog pika
APCI kemijski ionizator pri atmosfreskom tlaku (eng. Atmospheric

Pressure Chemical lonization)

c koncentracija

DNK deoksiribonukleinska kiselina (eng. Deoxyribonucleic acid)

ESI ionizacija elektrorasprsenjem (eng. Electrospray lonization)
HGPRT hipoksantin-gvanin-fosforibozil-transferaza (eng. Hypoxanthine-

guanine phosphoribosyltransferase)

HPLC tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High

Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry)
HPLC-MS tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti spregnuta s
masenim spektrometrom (eng. High Performance Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry)
HPLC-MS/MS tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti spregnuta s
tandem masenim spektrometrom (eng. High Performance Liquid

Chromatography — Tandem Mass Spectrometry)

ICH Medunarodna konferencija o harmonizaciji (eng. International

Conference of Harmonization)

k koeficijent korelacije regresijskog pravca

LOD granica dokazivanja (eng. Limit of Detection)



LOQ

RNK

RSD

SD

TIC
TPMT

WHO

X0

granica odredivanja (eng. Limit od Quantitation)

ribonukleinska kiselina (eng. Ribonucleic acid)

relativno standardno odstupanje (eng. Relative Standard
Deviation)

nagib pravca procijenjen iz bazdarne krivulje analita

standardna devijacija (eng. Standard Deviation)

kromatogram ukupnih iona (eng. Total lon Chromatogram)

tiopurin-metil-transferaza (eng. Thiopurine methyltransferase)

Svjetska zdravstvena organizacija (eng. World Health

Organization)

ksantin oksidaza (eng. Xanthine oxidase)
standardna devijacija signala slijepih proba/standardna devijacija
regresijskog pravca u radnom podrué¢ju LOD/LOQ/standardna

devijacija odsjecka na osi y regresijskog pravca



1. UVOD



Tijekom razvoja novog lijeka od iznimnog je znacaja razviti analiticke metode kojima

bi se odredivao sadrzaj lijeka kako u gotovim formulacijama, tako i u bioloskim uzorcima.

1.1. Odredivanje sadrzaja aktivnih tvari u farmaceutskim formulacijama

Pojam kontrola kvalitete obuhvacéa sve postupke koje je potrebno izvrsiti kako bi se
potvrdio identitet, ali 1 provjerila ¢istoca pojedine farmaceutske sirovine.

Takvi postupci mogu ukljucivati vrlo jednostavne analize poput kemijskih reakcija
kojima se potvrduje identitet pojedinog analita u uzorku, ali i sloZene instrumentalne tehnike
poput tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), UV/VIS spektrofotometrije, infracrvene spektroskopije itd.

Osim aktivnih, ljekovitih tvari® i onegis¢enja u gotovim formulacijama potrebno je
ispitivati i pomocne tvari®. Nadalje, potrebno je utvrditi i stabilnost gotovog proizvoda te koje
tvari nastaju izlaganjem proizvoda UV svjetlu, poviSenoj temperaturi i oksidativnoj
razgradnji.

Danas postoji preko 40 razlicitih farmakopeja koje podlijezu svojim regionalnim,
odnosno nacionalnim regulativama, a osnivanjem Svjetske zdravstvene organizacije 1948.
uvidena je potreba za razvijanjem univerzalne farmakopeje, pa je tako 1 nastala
Internacionalna farmakopeja (eng. The International Pharmacopoeia) koja se redovito

obnavlja, a posljednje, 6. izdanje objavljeno je 2016. godine (www.who.int).

1.2.  Odredivanje sadrzaja aktivnih tvari u bioloSkim uzorcima -

bioanalitika

Bioanaliticke metode obuhvacaju odredivanje lijekova, odnosno njihovih metabolita u

bioloskim tekuéinama, prvenstveno u krvi, plazmi, serumu, urinu, ali i kosi, noktima...

! Aktivna farmaceutska supstancija definira se kao bilo koja tvar, odnosno smjesa tvari koja posjeduje
farmakoloSku aktivost ili na neki drugi na¢in ima direktan u€inak na terapiju, izljecenje, prevenciju oboljenja, ili
pak utjece na neku funkciju ili strukuturu organizma.

% Pomoéna farmaceutska tvar je svaka komponenta koja je prisutna u odredenoj formulaciji, a nema
farmakoloski ucinak.



Bioanaliticka ispitivanja najceS¢e su podijeljena u dvije faze: priprema uzorka i
analiza sastavnica uzorka.

Da bi se dobili $to pouzdaniji rezultati bioanalitickih ispitivanja vrlo ¢esto je potrebno
prije same analize izvrsiti nekoliko predradnji kojima se uklanjaju interferencije iz uzorka i
sprijeCava se njihov utjecaj na rezultate analize. Osim uklanjanja interferencija, priprema
uzorka za analizu vrlo Cesto ukljucuje i ukoncentriravanje analita, a sve U svrhu postizanja
bolje osjetljivosti analiticke metode. Medu tehnike pripreme ili predobrade bioloskih uzoraka
ubrajaju se tehnike poput taloZenje proteina, ekstrakcije tekuce-tekuce te ekstrakcije ¢vrstom
fazom. Slobodno je moguce re¢i da se danas ove tehnike rutinski primjenjuju u bioanalitickim
laboratorijima (Pradeep i sur., 2013).

Trenutno najcesée primjenjivana tehnika za odredivanje analita u bioanalitici je
zasigurno tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti spregnuta s masenim
spektrometrom (eng. High Performance Liquid Chromatography — Mass Spectrometry,
HPLC-MS). Kada se govori 0 masenoj spektrometriji potrebno je istaknuti kako su najcesce
primjenjivani ionizatori: ionizator elektro-rasprsenjem (eng. Electrspray lonization, ESI) te
kemijski ionizator pri atmosferskom tlaku (eng. Atmospheric Pressure Chemical lonization
APCI) (Pandey i sur., 2010).

1.3. Azatioprin
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Slika 1. Struktrurna formula azatioprina.
Azatioprin je imunosupresiv koji pripada skupini antimetabolita. Osmisljen je
kao prolijek. Dakle, azatioprin je imidazolski derivat lijeka 6-merkaptopurina koji aktivno§éu
enzima HGPRT-a (hipoksantin-gvanin-fosforibozil-transferaza) dalje prelazi u citotoksi¢ni,

aktivni oblik lijeka, odnosno 6-tiogvaninske nukleotide. Njegov mehanizam djelovanja jest
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ugradnja u strukturu nukleinske kiseline pri replikaciji, budué¢i da je strukturno sli¢an
purinskoj bazi gvaninu, koja uz drugu purinsku bazu adenin te tri pirimidinske baze timin,
citozin i uracil izgaduju deoksiribonukleinsku (DNK) i ribonukleinsku kiselinu (RNK).

TPMT (tiopurin-metil-transferaza) je enzim koji metilira 6-merkaptopurin te na taj
nacin sprjecava njegovu konverziju u tiogvaninske nukleotide.

Enzim XO (ksantin oksidaza) izluCuje azatioprin u obliku tiouricne kiseline,
neaktivnog metabolita, a pokazano je da se Cak 84% merkaptopurina metabolizira preko
ksantin oksidaze, a preostalih 16% kataboliziraju enzimi TPMT i HPRT (Aberra i
Lichtenstein, 2005).
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Slika 2: Metabolizam azatioprina (preuzeto s: www.wikipedia.org).

U 11 % populacije zabiljezena je snizena razina aktivnosti enzima TPMT-a, dok je
kod 0.3% ljudi primjec¢en nedostatak ekspresije tog enzima. Kod tih ljudi dolazi do
nakupljanja aktivnog 6-merkaptopurina, §to je povezano s pove¢anom koncentracijom
citotoksi¢nog 6-tiogvanina. Posljedi¢no, kod takvih osoba moZe do¢i do krvarenja,

mijelosupresije, infekcija, ali i smrti.

Stoga se u terapiji takvih pacijenata ne preporuca koristenje azatioprina, ili 6-merkaptopurina.
No, ako je takva terapija zaista potrebna, nuzno je primijeniti najnizu efikasnu dozu, uz

redovito pracenje krvnih nalaza.



Identificirano je 28 razlicitih alelnih varijanti gena za TPMT. Kod vecine je
ustanovljena smanjena aktivnost enzima in vitro. Medutim, samo kod nekih je taj efekt i
klini¢ki izraZzen. Kod bijelaca naj¢eSc¢e je izrazena varijanta TPMT*3A. Potom, alelna
varijanta TPMT*3C primjecena je u 2% azijske populacije, dok kod africke populacije u
takoder 2% slucajeva prednjaci TPMT*8 (www.medscape.com).

Citotoksic¢an uéinak lijek ostvaruje putem tri razli¢ita mehanizma:

o inkorporacijom u molekulu DNA u obliku tiodeoksigvanozin trifosfata,
odnosno tiogvanozin trifosfata u molekulu RNA,

o inhibicijom de novo sinteze purinskih analoga te

o spreCavanjem vezanja s Ras povezanim C3 botulin toksin supstratom 1 $to
uzrokuje apoptozu imunosnih stanica, aktiviranih T limfocita (smpdb.ca).

Zbog svega gore navedenog, lijek se primjenjuje u lijeenju razlicitih bolesti kojima se
nastoji suprimirati imunosni odgovor pacijenta, kao Sto su primjerice reumatoidni artritis,
Crohnova bolest, ulcerozni kolitis, sistemski eritemski lupus, autoimuni kroni¢ni aktivni
hepatitis, nodozni poliarteritis, autoimuna hemoliticka anemija, kroni¢na refrakterna
idiopatska trombocitopeni¢na purpura (www.halmed.hr). Nadalje, azatioprin je svoju
primjenu naSao i u prevenciji odbacivanja transpantiranih organa, najces¢e bubrega.

Svjetska zdravstvena organizacija (eng. WHO) uvrstila je azatioprin na listu
esencijalnih  lijekova za zdravstveni sustav, koji su se pokazali najucinkovitijima,
najsigurnijima i optimalnog omjera cijene i ucinkovitosti za odredenu indikaciju
(www.who.int).

Lijek je moguce primjenjivati ili u obliku monoterapije ili, ¢eS¢e, u kombinaciji s
drugim imunosupresivima ili lijekovima poput kortikosteroida.

Kontraindiciran je kod bolesnika s poznatom preosjetljivos¢u na azatioprin i pri
primjeni zivih cjepiva, a potreban je oprez s istovremenom primjenom drugih lijekova koji
inhibiraju TPMT enzim, poput olsalazina, mesalazina ili sulfasalazina.

Potrebno je istaknuti da su pacijenti na terapiji azatioprinom pod veéim rizikom od
oboljenja od limfoma, sarkoma, karcinoma grlica maternice te razvoja virusnih, bakterijskih
ili gljiviénih infekcija (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Takoder je poveéana i vjerojatnost
od razvoja karcinoma koze zbog vece osjetljivosti na UV A zracenje. Stoga se pacijentima
savjetuje ograniceno izlaganje suncu uz koristenje krema za suncanje s visokim zaStitnim
faktorom i primjerene zastitne odjece.

Zbog citotoksi¢nog ucinka, lijek nije primjeren za upotrebu kod trudnica.



Kada se azatioprin istodobno primjenuje s alopurinolom, oksipurinolom ili
tiopurinolom dozu azatioprina treba smanjiti na jednu Cetvrtinu pocetne doze. Naime, ovi
lijekovi djeluju kao inhibitori ksantin oksidaze — enzima vaznog za metabolizam azatioprina.

Kako bi se primijenila prikladna doza azatioprina za pojedinog pacijenta, potrebno je
pratiti aktivnost TPMT enzima. Kod njegove normalne aktivnosti doziranje je moguce
zapoceti s 1 mg/kg tjelesne tezine. Nakon primjene lijeka njegova koncentracija u plazmi
redovito se provjerava zbog prevecije Stetnog djelovanja, tj. suprimiranja stvaranja kostane
srzi. Pacijenti s viskom aktivno$¢u enzima (ve¢om od 15 U/mL) dobro odgovaraju na vece
doze azatioprina (veée od 2 mg/kg tjelesne mase) (Cuffari, 2006). Medutim, za
standardizaciju terapije s obzirom na aktivost TPMT-a potrebne su redovite kontrole.
Preporucljivo je tijekom prvih 8 tjedana nakon uvodenja lijeka pratiti potpunu krvnu sliku,
ukljucujuéi trombocite. Na pocetku terapije koncentracija lijeka u plazmi provjerava se
jednom tjedno. Ukoliko se primjenjuju visoke doze lijeka ili se lijek daje bolesnicima s teskim
ostecenjem bubrega i/ili jetre tada je potrebno i ceS¢e provjeravati koncentraciju lijeka u
plazmi. Kasnije tijekom lijeCenja moguce je smanjiti u¢estalost pracenja potpune krvne slike,
ali se ipak preporuca kontrola jednom mjesecno ili barem u intervalima ne duzima od 3

mjeseca (www.halmed.hr).

1.4. Pregled radova HPLC/MS za odredivanje azatioprina u

formulacijama i biolo§kim uzorcima

Pregledom literature utvrdeno je kako su Bhaskar i suradnici (Bhaskar i sur, 2010)
predlozili metodu za odredivanje azatioprina u gotovim formulacijama primjenom
HPLC/DAD tehnike. Kako bi dobili prikladno odvajanje analita od ostalih sastavnica uzorka
koristena je C18 kromatografska kolona (250 x 4 mm, veli¢ina Cestica 5 um). PredloZena
metoda je iznimno jednostavna bududi da je koriStena izokratna eluacija analita primjenom
acetonitrila, metanola i vode u omjeru 25:70:05. pH pokretne faze bio je 4,0 + 0,1 $to je
postignuto ledenom octenom kiselinom. Kromatogrami su snimani na valnoj duljini od 280
nm, a protok pokretne faze iznosio je 1,0 ml/min. Vrijeme zadrzavanja azatioprina pri
navedenim uvjetima iznosilo je 3,2 min. PredloZzena metoda je i validirana te je potrebno
istaknuti kako je limit odredivanja (eng. Limit of Quantitation, LOQ) iznosio 30 pg/ml.

HPLC tehnika, ali uz detekciju masenim spektrometrom primjenjena je i za

odredivanje azatioprina i njegova metabolita 6-merkaptopurina u plazmi pacijenata. Prije



same analize azatioprin i 6-merkaptopurin ekstrahirani su iz uzoraka primjenom ekstrakcije
¢vrstom fazom primjenom Oasis MCX (Waters, Milford, MA, USA) ¢ija Cvrsta faza je
polimer s vezanim Kkation izmjenjivackim funkcionalnim skupinama. Primjenom
kromatografske kolone ZORBAX SB CN (75 X 50 mm, veliCina Cestica 5 pm) postignuto je
iznimno kratko ukupno trajanje analize od 3,0 min. Potrebno je istaknuti kako je predlozena
metoda znacajno osjetljivija (LOQ(azatiopring = 2,5 Ng/ml, LOQs-merkaptopuriny = 1,2 ng/ml) u
odnosu na gore navedenu te je stoga i prikladna za farmakokineticka istraZivanja
(Mokkaisamy i sur, 2012).

UPLC tehnika primjenjena je za analizu azatioprina i njegovih metabolita, ali u
perifernoj krvi mononuklearnih stanica kod pacijenata oboljelih od upalne bolesti crijeva
(Nicolo i sur., 2014).



2. OBRAZLOZENJE TEME



Azatioprin je lijek koji ima imunosupresivni ucinak te se iz tog razloga koristi u terapiji
mnogih oboljenja kada se upravo nastoji smanjiti imunosni odgovor bolesnika, primjerice za
lijecenje reumatoidnog artritisa, Crohnove bolesti, ulceroznog kolitisa, sistemskog eritemskog
lupusa i autoimune hemoliticke anemije. Takoder se upotrebljava kod transplatacija organa, i
zato je njegovo odredivanje u bioloskim uzorcima od iznimne vaznosti za postavljanje
prikladne doze pacijentima.

Cilj ovog diplomskog rada je razviti jedinstvenu metodu za odredivanje azatioprina u
tabletama i plazmi primjenom vezanog sustava tekuéinske kromatografije i masene
spektrometrije. Kako bi se osigurala pouzdanost mjerenja novorazvijena metoda ¢e se i
validirati. Dakle, ispitat ¢e se specificnost/selektivnost, linearnost, radno podrucje,

osjetljivost, to¢nost i preciznost metode.



3.

MATERIJALI | METODE
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3.1.

Materijali

3.1.1. Kemikalije

Amonijak, otopina min. 25 %, cisto¢a: p.a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Imuran, 50 mg (Aspen, St Leonards, Australija)

Metanol, ¢istoce za tekuéinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Mravlja kiselina, 98-100%, ¢istoca: p.a. (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Umjetna plazma PreciControl ClinChem Multi 2 (Roche, Basel, Svicarska)

3.1.2. Radni instrumenti

Analiticka vaga AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, gvicarska)

Generator dusika NM30LA (PEAK Scientific, Renfrewshire, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Helij, Cistoce za kromatografiju (Messer, Gumpoldskirchen, Austrija)

Magnetska mjeSalica (IKA-Werke, Staufen, Njemacka)

Sustav za procis¢avanje vode (Milipore, Bedford, MA, SAD)

Ultrazvuéna kupelj (Elma, Singen Njemacka)

Mini-Vortex (IKA-Werke, Staufen, Njemacka)

Vezani sustav tekuéinske kromatografije i masene spektrometrije Agilent 1100 Series

LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

3.1.3. Pribor

Celulozni nitratni filteri za filtraciju pokretnih faza u tekucinskoj kromatografiji,
veli¢ina pora 0,45 um (Sartorius, Goettingen, Njemacka)

Injekcijski filteri Acrodise GHP, veli¢ina pora 0,20 um, promjer 26 mm (Gelman, Ann
Arbor, SAD)

Kromatografska kolona Symmetry C18, dimenzije: 150 mm x 4,6 mm; veli¢ina
Cestica: 3,5 um (Waters, Milford, MA, SAD)

Stakleni sustav za filtriranje (Sartorius, Goettingen, Njemacka)

Tamne bocice za uzorkovanje, 2 ml (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

3.1.4. Programski paketi

ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)
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3.2. Metode

Identifikacija i odredivanje azatioprina u farmaceutskom obliku te plazmi primjenom vezanog

sustava tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti i masene spektrometrije.

3.2.1. Priprema pokretne faze
Kao pokretna faza primjenjena je smjesa metanola, vode te mravlje kiseline u omjeru 25: 75 :

0,1. Pokretna faza je pripremljena te profiltrirana neposredno prije uporabe.

3.2.2. Priprema standardne otopine
Standardna otopina azatioprina pripremi se otapanjem 50 mg azatioprina u 25 ml otapala koje

se dobije dodatkom 1 ml otopine amonijaka u 24 ml metanola.

3.2.3. Priprema ispitivanog uzorka

1 tableta azatioprina odvaze se na analitickoj vagi i potom se usitni u tarioniku. Sadrzaj se
prenese u odmjernu tikvicu od 25 ml te se nadopuni do oznake otapalom (24 ml metanolai 1
ml otopine amonijaka). Ekstrakcija analita iz farmaceutskog oblika potakne se drzanjem
uzorka 1 min na Mini-Vortex uredaju te u ultrazvu¢noj kupelji na sobnoj temperaturi tijekom
5 min. Nakon ekstrakcije uzorak se centrifugira 1 min, a potom se profiltrira koriste¢i
injekcijski filter Acrodise GHP.

Priprema uzorka plazme ukljuéivala je tehniku taloZenja proteina umjetne plazme s organskim

otapalom, odnosno 50% metanolom (omjer plazme i organskog otapala iznosio je 1:3).

3.2.4. Kromatografska analiza

Analiza je provedena na uredaju Agilent 1100 s obrnuto faznom kolonom Symmetry C18
dimenzija 150 mm x 4,6 mm te veli¢ine Cestica 3,5 um (agilent.com). Protok pokretne faze
iznosio je 1 ml/min, a temperatura kolone bila je 25° C. Volumen injektiranja uzorka iznosio
je 5 ul. Tijekom analize uzorci su Cuvani u autoinjektoru ¢ija je temperatura iznosila 4 °C.

Kromatogrami su snimani pri A = 270 nm.
3.2.5. Masena spektrometrija

Detekcija analita provedena je na instrumentu Agilent 6300 Series lon Trap. Provedena je

pozitivna ionizacija elektrorasprSenjem, dok je broj iona zadrzanih u stupici iona iznosio 30
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000. Vrijeme zadrzavanja iona u stupici bio je 200 ms. Kao plin nebulizator primijenjen je
dusik protoka 10 I/min, uz primjenu tlaka od 50,0 psi. Temperatura ionizatora bila je 350 °C.

......

masa iona bio je postavljen u rasponu od m/z 50-500.

3.2.6. Statisticka obrada rezultata
Koriste¢i racunalni program Excel dobiveni su podaci za srednju vrijednosti, standardnu

devijaciju i linearnost metode.

3.2.7. Validacija metode
Metoda je validirana prema ICH smjernicama (smjernice Medunarodne konferencije o
harmonizaciji, prema eng. International Conference of Harmonization). Ispitani su sljedeci

validacijski parametri: linearnost, osjetljivost i ponovljivost.
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4, REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Razvoj HPLC/DAD metode

Kako bi se postigla zadovoljavajuca selektivnost, ali i osjetljivost metode odredivanja

azatioprina u dvjema razli¢itim matricama tehnikom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti, ispitan je utjecaj sljedecih analitickih uvjeta:

e sastav i protok pokretne faze,

temperatura,

pH pokretne faze i

Gore opisanim uvjetima

izokratni/gradijentni nacin eluacije,

dimenzije kromatografske kolone.

kromatografske analize postignuto je zadovoljavajuce

razdvajanje azatioprina od sastavnica obiju matrica unutar 6 min primjenom jednostavne

izokratne eluacije. Kako bi se postigla dobra osjetljivost metode bilo je potrebno zakiseliti

pokretnu fazu s mravljom kiselinom.

UV/Vis spektrofotometrija je analiticka tehnika izbora za identifikaciju, utemeljena na

fenomenu razli¢ite energije osnovnog i pobudenog stanja elektrona, koje ovisi o strukturi

analizirane molekule. Pritom, valna duljina pri kojoj molekula pokazuje apsorbanciju

energije, ovisi o jakosti vezanja elektrona u nezasi¢enim funkcionalnim skupinama koje

apsorbiraju u ultraljubi¢astom i vidljivom podru¢ju spektra valnih duljina (Nigovi¢, 2015).

UV/Vis analiza je pokazala da azatioprin ima apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 285

nm (Slika 3).
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Slika 3: UV/Vis spektar azatioprina.
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Na Slici 4. prikazan je kromatogram dobiven nakon ekstrakcije azatioprina iz uzorka
tablete (koncetracija azatioprina u uzorku iznosi 2 mg/ml). Vrijeme zadrzavanja azatioprina
na primjenjenoj obrnuto faznoj kromatografskoj koloni iznosi 5,1 min. Nadalje, iz dobivenog
kromatograma moguce je utvrditi kako je dobiven simetri¢ni kromatografski pik azatioprina
te
kako je postignuto i dobro razdvajanje od sastavnica matrice, odnosno ekscipijensa koristenih
tijekom postupka proizvodnje tablete.

Slika 4. Kromatogram uzorka tablete azatioprina.

Na Slici 5. prikazan je kromatogram uzorka dobiven dodatkom standardne otopine
azatioprina u umjetnu plazmu (koncentracija azatioprina u uzorku iznosi 2 mg/ml). Kao sto je
bilo i za ocekivati, vrijeme zadrzavanja azatioprina iznosi 5,1 min te je iz dobivenog
kromatograma moguce utvrditi kako je dobiven simetricni kromatografski pik azatioprina.
No, potrebno je istaknuti kako je postignuto i dobro razdvajanje od sastavnica slozene
bioloske matrice.
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Slika 5. Kromatogram dobiven dodatkom standardne otopine azatioprina u umjetnu plazmu.

Masena spektrometrija je instrumentalna analitiCka tehnika kojom se molekule
analiziraju na temelju njihove mase i naboja. Analiza masenim spektrometrom zapocinje
ionizacijom molekula u dijelu instrumenta koji se naziva ionizator. Nastali ioni se potom
provode kroz dio instrumenta koji se naziva analizator. U ovom dijelu instrumenta ioni se
razdvajaju u prostoru i/ili vremenu. Nakon analizatora ioni odlaze na detektor gdje se
proizvodi elektriéni signal koji se na kraju registrira. U odnosu na UV/VIS detektor
spektrometar masa je detektor koji omogucava razvoj selektivnije, ali i osjetljivije analiticke
metode. Stoga se iznimno Cesto koristi za sloZzene uzorke, kao 1 za identifikaciju i odredivanje
sastavnica prisutnih u malim koncentaracijama (Mornar, 2015). No, za razvoj takve metode
potrebno je optimizirati uvjete na masenom spektrometru. Stoga, su prilikom razvoja

HPLC/DAD/MS/MS metode za odredivanje azatioprina u tabletama 1 plazmi ispitani sljedeci

uvjeti:

. tlak 1 brzina protoka plina dusika

. temperatura ionizatora,

. sirina spektra snimanja,

. pozitivna/negativna ionizacija i

. broj i vrijeme zadrZavanja iona u stupici.

Odabrani uvjeti na masenom spektrometru opisani su u poglavlju 3.2.5.
Kromatogram ukupnih iona (eng. Total lon Chromatogram, TIC) je kromatogram

dobiven zbrajanjem intenziteta svih iona. Pri ¢emu ukljucuje ione i Suma i sastavnica
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ispitivanog uzorka (www.shimadzu.com). Ova vrsta kromatograma se vrlo Cesto prikazuje
kao rezultat HPLC/DAD/MS/MS analize (Slika 6).

]
|.i'
L]

Slika 6. Kromatogram ukupnih iona uzorka tablete azatioprina.

Usporedbom kromatograma uzorka tablete azatioprina dobivenog pri A = 270 nm
primjenom DAD detektora (Slika 4) te kromatograma ukupnih iona za isti uzorak primjenom
masenog spetrometra (Slika 6) moguce je utvrditi kako se vec¢i broj sastavnica uzorka vidi
nakon snimanja MS detektorom. Neke od prisutnih sastavnica su vise polarne od azatioprina
te imaju krace vrijeme zadrzavanja, dok su druge manje polarne te se duze zadrzavaju na
kromatografskoj koloni.

Na Slici 7. prikazan je maseni spektar azatioprina. Analizom dobivenog masenog
spektra utvrdeno je da su prisutni osim molekulskog iona i fragmentni ioni azatioprina, kao i

njegovi adukti (Slika 8).

Slika 7. Maseni spektar azatioprina.
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Budu¢i da relativna molekulska masa azatioprina iznosi 277, signal omjera mase i

naboja m/z = 278 odgovara protoniranom molekulskom ionu, $to je i ocekivano jer je uzorak

sniman pri pozitivnoj ionizaciji. Nadalje, najintezivniji signal dobiven je za omjer mase i

naboja m/z = 300, odnosno ion dobiven adicijom atoma natrija na molekulu azatioprina. Od

fragmentnih iona najvec¢i intezitet je dobiven za m/z =232, odnosno za fragmentni ion dobiven

nakon gubitka nitro skupine (www.leeds.ac.uk).
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Slika 8: Maseni spektar azatioprina s oznacenim pripadaju¢im fragmentom i aduktima.
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4.2. Validacija HPLC/DAD/MS/MS metode

Tijekom postupka validacije metode ispitane su sljede¢e validacijske znacajke:
linearnost, granica dokazivanja, granica odredivanja i ponovljivost. Za validaciju metode
koriStena je standardna otopina azatioprina (2 mg/ml) dok su radne otopine priredene

razrjedivanjem standardne otopine azatioprina s umjetnom plazmom.

4.2.1. Linearnost

Linearnost je svojstvo analitickog postupka kojim se dobivaju rezultati izravno
proporcionalni koncentraciji analita unutar radnog podrucja.
Rezultat se izrazava grafickim prikazom ovisnosti izmjerenog analitickog signala o
koncentraciji analita u obliku linearnog regresijskog pravca. Kako bi se moglo re¢i da je
signal proporcionalno ovisan o koncentraciji analita, koeficijent korelacije (k) regresijskog
pravca mora biti veci od 0,999.
Ishodiste pravca pritom ne smije biti bitno razlicit od 0. U tom slucaju treba se dokazati da
nema ucinka na toc¢nost metode.
Za provedbu tog validacijskog parametra bilo je potrebno postaviti kalibracijsku krivulju na
nacin da se priredi serija uzoraka s minimalno 5 razli¢itih koncentracija analita te se provedu
3-6 odredivanja (www.labcompliance.com; Nigovi¢ i sur., 2014).
Linearnost metode je ispitana na 5 razli¢itih koncentracija u rasponu od 0,02 do 0,6 pg/pl.
Dobiveni podaci prikazani su u Tablici 1. Jednadzba regresijskog pravca iznosila je y =
7901,2 + 6,7969, dok je koeficijent korelacije (k) bio veci od 0,999 te je moguce utvrditi kako

je postignuta izvanredna linearnost metode.

Tablica 1. Linearnost razvijene HPLC/DAD/MS/MS metode.

Koncentracija azatioprina Povrsina kromatografskih pikova
¢ (ug/pl) A (mAU)
0,02 158,0
0.1 803,7
0,2 1583,3
0.4 3174,4
0,6 47429
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4.2.2. Granica dokazivanja (LOD)
Granica dokazivanja (eng. Limit of Detection, LOD) analiticCkog postupka je najniza
koli¢ina analita u uzorku koju je moguée dokazati, ali he mora se nuzno mo¢i i odrediti

(www.ich.org).

Postoji nekoliko pristupa za odredivanje granice dokazivanja ovisno o tome je li analiticki
postupak instrumentalan ili neinstrumentalan.

e Vizualno ocjenjivanje Koristi se za neinstrumentalne metode, ali se takoder moze
koristiti s instrumentalnim metodama. Granica dokazivanja odreduje se analizom
uzoraka s poznatim koncentracijama analita i uspostavom minimalne razine na kojoj
se analit moze pouzdano dokazati.

e Na temelju omjera signal-Sum. Odredivanje omjera signal-sum provodi se
usporedbom izmjerenih signala iz uzoraka s poznatim niskim koncentracijama analita
s onima slijepe probe i odredivanje minimalne koncentracije pri kojoj se analit moze
pouzdano dokazati. Signal prema Sumu omjera 3:1, odnosno 2:1, opcenito se smatra
prihvatljivim za procjenu granice dokazivanja.

e Na temelju standardne devijacije odgovora i nagiba pravca koji se mogu izraziti kao:

LOD =3,3% gdje o predstavlja standardnu devijaciju signala slijepih proba

(standardnu devijaciju regresijskog pravca u radnom podruc¢ju LOD/LOQ, standardnu
devijaciju odsjecka na osi y regresijskog pravca), a S nagib pravca procijenjen iz

bazdarne krivulje analita (Nigovi¢, 2015; www.ich.org).

Tijekom postupka validacije predlozene HPLC/DA/MS/MS metode za odredivanje
azatioprina LOD vrijednost dobivena je iz omjera signal-sum te iznosi 0,0016 pg/ml.

4.2.3. Granica odredivanja (LOQ)
Granica odredivanja (eng. Limit of Quantitation, LOQ) je najmanja koli¢ina analita u

uzorku koja se moze odrediti s prihvatljivom to¢nos¢u i pouzdanoscéu, a definira se analogno

granici dokazivanja, prema formuli: LOQ = 10?0 (Nigovic i sur., 2014).

Tijekom postupka validacije predlozene HPLC/DAD/MS/MS metode za odredivanje

azatioprina LOQ vrijednost dobivena je iz omjera signal-sum te iznosi 0,0054 pg/ml.
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Niske vrijednosti LOD i LOQ upucuju na to da je metoda osjetljiva i stoga prikladna za

analizu niskih koncentracija azatioprina u uzorcima.

4.6.4. Preciznost

Preciznost je validacijski parametar koji pokazuje podudarnost rezultata niza
ponovljenih mjerenja istog homogenog uzorka pri propisanim uvjetima. Moze biti iskazana
kao ponovljivost (eng. repeatability), srednja preciznost (eng. intermediate precision),
odnosno obnovljivost (eng. reproducibility). Preciznost iskazana kao ponovljivost znaci
podudarnost rezultata analize provedenih pri istim uvjetima u kratkom vremenskom periodu,
dobiveni istom metodom (Nigovi¢ i sur., 2014).
Ponovljivost metode ispitana je primjenom otopine azatioprina. Ispitana je ponovljivost

metode unutar istog dana te izmedu dva razli¢ita dana primjenom otopine azatioprina (0,6

pa/ml).

Tablica 2. Ponovljivost razvijene HPLC/DAD/MS/MS metode.
Validacijski parametar Srednja vrijednost RSD (%)
povrSine

kromatografskog pika

(mAU)
Unutar istog dana (n = 3) 4779,3 0,21
Unutar dva dana (n = 6) 4770,2 0,36

Buduc¢i da su dobivene iznimno niske RSD vrijednosti (manje od 0,36%) moguce je utvrditi

kako je predlozena HPLC/DAD/MS/MS metoda ponovljiva.
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5. ZAKLJUCCI
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U ovom diplomskom radu razvijena je HPLC/DAD/MS/MS metoda za odredivanje
azatioprina u tabletama i plazmi.

Prema literaturnim podacima do sada nije objavljena niti jedna metoda koja bi se mogla
koristiti i za gotove farmaceutske oblike, kao i za bioloske uzorke.

Medu prednostima metode ubrajaju se kratko trajanje analize, kao i jednostavna priprema
bioloskih uzoraka (tehnika talozenja proteina).

Predlozena metoda je i1 validirana te je utvrdeno kako je metoda linearna, osjetljiva te
ponovljiva.

Iz svega gore navedenog, proizlazi da bi se predlozena metoda mogla primjenjivati U
rutinskim klini¢kim ispitivanjima, $to je od izuzetne vaznosti jer je azatioprin imunosupresiv

koji se Cesto koristi u terapijama raznih oboljenja.
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7. SAZETAK /SUMMARY
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Azatioprin je lijek, to¢nije prolijek, koji se pokazao kao u€inkoviti imunosupresiv te se
iz tog razloga Cesto koristi u terapijama mnogih oboljenja kada se upravo nastoji smanjiti
imunosni odgovor bolesnika. Budu¢i da profil njegovih nuspojava medu ostalim ukljucuje
krvarenja, infekcije, razvoja limfoma, karcinoma koze,od iznimne je vaznosti razviti
analiticku metodu kojom se moze odrediti njegova koncentracija u bioloskim uzorcima s
ciljem propisivanja optimalne doze pacijentima.Tim viSe, $to je za enzim TPMT koji ovaj
lijek metabolizira, pokazano da su u sveukupnoj populaciji od 11% ljudi prisutne mutacije
alela tog genskog produkta, $to znaci da je kod takvih osoba indiciran ili prekid nastavka
lijecenja ili obavezno smanjenje doze kako bi se $to vise minimizirali njegovi toksi¢ni u€inci.

Cilj ovog diplomskog rada bio je razviti jedinstvenu metodu za odredivanje
azatioprina u tabletama 1 plazmi primjenom vezanog sustava tekuéinske kromatografije i
masene spektrometrije. Kako bi se osigurala pouzdanost mjerenja novorazvijena metodu je
bilo potrebno validirati. Tijekom postupka validacije metode ispitane su sljedece validacijske
znacajke: linearnost, granica dokazivanja, granica odredivanja i ponovljivost.

Linearnost metode je ispitana na 5 razli¢itih koncentracija u rasponu od 0,02 do 0,6
ug/ul. Jednadzba regresijskog pravca iznosila je y = 7901,2 + 6,7969, dok je koeficijent
korelacije (k) bio vec¢i od 0,999 te je moguée utvrditi kako je postignuta izvanredna linearnost
metode.

LOD vrijednost dobivena je iz omjera signal-sum iznosila je 0,0016 ug/ml, a za LOQ
0,0054 pg/ml.

Niske vrijednosti LOD 1 LOQ upucuju na to da je metoda osjetljiva 1 stoga prikladna za
analizu niskih koncentracija azatioprina u uzorcima.

Ispitana je ponovljivost metode unutar istog dana te izmedu dva razliita dana
primjenom otopine azatioprina (0,6 pg/ml).

Budu¢i da su dobivene iznimno niske RSD vrijednosti (manje od 0,36%) moguce je utvrditi
kako je predlozena HPLC/DAD/MS/MS metoda ponovljiva.

Iz svega gore navedenog, proizlazi da bi se predloZzena metoda mogla primjenjivati u

rutinskim klinickim ispitivanjima.
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Azathioprine is a medicine, more specifically a prodrug, which has proven to be an
effective immunosuppressant, and is therefore often used in many disease therapies when it is
trying to reduce the patient's immune response. Since the profile of its side effects among
others includes bleeding, infections, lymphoma and skin cancer, it is of a great importance to
develop an analytical method to determine its concentration in biological samples with the
aim of prescribing optimal doses to patients. Moreover, in the total population of 11% of
people there are present allele mutations of the gene coding for TPMT enzyme which
metabolises azathioprine. That is why such persons are advised to discontinue treatment or to
reduce mandatory dose to minimize its toxic effects.

The aim of this graduate thesis was to develop a unique method for the determination
of azathioprine in tablets and plasma using a coupled system of liquid chromatography and
mass spectrometry. To ensure the reliability of the measurement, the newly developed method
needed to be validated. During the validation process the following validation features were
examined: linearity, limit of detection, limit of quantitation and repeatability.

The linearity method was tested at 5 different concentrations ranging from 0.02 to 0.6
pg / pl. The equation of the regression line was y = 7901.2 + 6.7969, while the coefficient of
correlation (k) was greater than 0.999 which shows the remarkable linearity of the method.

The LOD value was obtained from a signal-to-noise ratio of 0.0016 pg / ml and for
LOQ 0.0054 ng / ml.

The low values of LOD and LOQ indicate that the method is sensitive and therefore suitable
for low concentrations of azathioprine in the samples.

The repeatability of the method was tested on the same day and between two different
days using azathioprine solution (0.6 pg/ ml).

Since extremely low RSD values (less than 0.36%) were obtained, it is possible to conclude th
proposed HPLC/DAD/MS/MS method is repeatable.

From all of the above, it follows that the proposed method could be applied in routine

clinical trials.
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kada se upravo nastoji smanjiti imunosni odgovor bolesnika. Budu¢i da profil njegovih nuspojava medu ostalim ukljuéuje krvarenja, infekcije,
razvoj limfoma i karcinoma koze, od iznimne je vaznosti razviti analiti¢ku metodu kojom se moze odrediti njegova koncentracija u bioloskim
uzorcima s ciljem propisivanja optimalne doze pacijentima. Tim vise, $to je za enzim TPMT koji ovaj lijek metabolizira, pokazano da su u
sveukupnoj populaciji od 11% ljudi prisutne mutacije alela tog genskog produkta, $to znaci da je kod takvih osoba indiciran ili prekid nastavka
lijeCenja ili obavezno smanjenje doze kako bi se §to vise minimizirali njegovi toksi¢ni u¢inci. Cilj ovog diplomskog rada bio je razviti jedinstvenu
metodu za odredivanje azatioprina u tabletama i plazmi primjenom vezanog sustava tekucinske kromatografije i masene spektrometrije. Kako bi se
osigurala pouzdanost mjerenja novorazvijenu metodu je bilo potrebno validirati. Tijekom postupka validacije metode ispitane su sljedece
validacijske znacajke: linearnost, granica dokazivanja, granica odredivanja i ponovljivost. Linearnost metode je ispitana na 5 razli¢itih
koncentracija u rasponu od 0,02 do 0,6 pg/ul. JednadZba regresijskog pravca iznosila je y = 7901,2 + 6,7969, dok je koeficijent korelacije (k) bio
veci od 0,999 te je moguce utvrditi kako je postignuta izvanredna linearnost metode. LOD vrijednost dobivena iz omjera signal-sum iznosila je
0,0016 pg/ml, a za LOQ 0,0054 pg/ml. Niske vrijednosti LOD i LOQ upucuju na to da je metoda osjetljiva i stoga prikladna za analizu niskih
koncentracija azatioprina u uzorcima. Ispitana je ponovljivost metode unutar istog dana te izmedu dva razli¢ita dana primjenom otopine azatioprina
(0,6 pg/ml). Buduéi da su dobivene iznimno niske RSD vrijednosti (manje od 0,36%) moguce je utvrditi kako je predlozena HPLC/DAD/MS/MS

metoda ponovljiva. 1z svega gore navedenog, proizlazi da bi se predloZena metoda mogla primjenjivati u rutinskim klini¢kim ispitivanjima.

Rad je pohranjen u Sredi$njoj knjiznici Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.
Rad sadrzi: 30 stranica, 8 grafickih prikaza, 2 tablice i 23 literaturna navoda. I1zvornik je na hrvatskom jeziku.
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SUMMARY

Azathioprine is a medicine, more specifically a prodrug, which has proven to be an effective immunosuppressant, and is therefore often used in
many disease therapies when it is trying to reduce the patient's immune response. Since the profile of its side effects among others includes
bleeding, infections, lymphoma and skin cancer, it is of a great importance to develop an analytical method to determine its concentration in
biological samples with the aim of prescribing optimal doses to patients. Moreover, in the total population of 11% of people there are present allele
mutations of the gene coding for TPMT enzyme which metabolises azathioprine. That is why such persons are advised to discontinue treatment or to
reduce mandatory dose to minimize its toxic effects. The aim of this graduate thesis was to develop a unique method for the determination of
azathioprine in tablets and plasma using a coupled system of liquid chromatography and mass spectrometry. To ensure the reliability of the
measurement, the newly developed method needed to be validated. During the validation process the following validation features were examined:
linearity, limit of detection, limit of quantitation and repeatability. The linearity method was tested at 5 different concentrations ranging from 0.02 to
0.6 pg / pl. The equation of the regression line was y = 7901.2 + 6.7969, while the coefficient of correlation (k) was greater than 0.999 which shows
the remarkable linearity of the method. The LOD value was obtained from a signal-to-noise ratio of 0.0016 pg / ml and for LOQ 0.0054 pg / ml.
The low values of LOD and LOQ indicate that the method is sensitive and therefore suitable for low concentrations of azathioprine in the samples.
The repeatability of the method was tested on the same day and between two different days using azathioprine solution (0.6 pg/ ml). Since
extremely low RSD values (less than 0.36%) were obtained, it is possible to conclude that proposed HPLC/DAD/MS/MS method is repeatable.

From all of the above, it follows that the proposed method could be applied in routine clinical trials.
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