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1. UvVOD

1.1. Lijekovi za lijeCenje zloCudnih bolesti

Lijeenje zlocudnih bolesti provodi se primjenom kemoterapije, zracenja, kirurSkim
zahvatima, endokrinoloSkom terapijom, imunoterapijom i termoterapijom. Kemoterapija je
terapija izbora pri sustavno prisutnoj bolesti. Danas se kemoterapija primjenjuje kao primarno
indukcijsko lijeCenje (primarno lije¢enje lijekovima u bolesnika s uznapredovalom bolesc¢u za
koju nema alternativne mogucénosti lijeCenja), kao neoadjuvantno lijecenje u bolesnika s
lokaliziranom boles¢u (za koje je lokalno lije¢enje poput kirurS§kog zahvata ili zracenja samo
po sebi neodgovarajuce) i kao adjuvantna kemoterapija koja je pomo¢ lokalnim nacinima
lijeCenja (kirurski zahvat ili radioterapija). Antitumorski lijekovi mogu biti specifi¢ni za
pojedine faze stani¢nog ciklusa i bez specifi¢nosti za faze stani¢nog ciklusa (Katzung i sur.,

2011; Franceti¢ i sur., 2015).

1.2. Antitumorski lijekovi nespecifi¢ni za pojedine faze stani¢nog ciklusa

Alkilirajuéi lijekovi ostvaruju citotoksi¢an ucinak prijenosom alkilne skupine na
razliite dijelove stanice. Alkiliranje DNK unutar stanice je glavni ucinak koji uzrokuje
staniénu smrt. Alkiliraju¢i lijekovi se mogu podijeliti na analoge duSikova plikavca
(ciklofosfamid, ifosfamid, klorambucil, melfalan, klormetin), alkil sulfonate (busulfan),
etilen-imine (tiotepa), nitrozoureje (karmustin i lomustin) te ostali alkiliraju¢i pripravci
(dakarbazin i temozolomid). Opé¢i mehanizam djelovanja ovih lijekova podrazumijeva
unutarmolekularnu ciklizaciju uz stvaranje iona etilamonija §to prenosi alkilnu skupinu na
stani¢ne elemente. Kao sekundarni mehanizam, spojevi nitrozoureje uzrokuju stvaranje

izocijanata, Sto rezultira karbamilacijom lizinskih ostataka proteina.

Analozi platine su cisplatin, karboplatin i oksaliplatin. Djeluju vezanjem za DNK i
stvaranjem veza medu uzvojnicama (Franceti¢ i sur., 2015). Time je zaustavljen rast stanice
jer je inhibirana sinteza DNK. Ubijaju tumorske stanice u svim stadijima stani¢nog ciklusa.
Osim za DNK, analozi platine pokazuju i sklonost vezivanju citoplazmatskih proteina jezgre,

Sto pridonosi citotoksi¢nom i antitumorskom ucinku.

Antraciklini su antitumorski antibiotici i jedni od najupotrebljivanijih citotoksi¢nih

lijekova. Ostvaruju citotoksi¢an ucinak cetirima glavnim mehanizmima: inhibicija



topoizomeraze II; visokospecificnim umetanjem izmedu parova baza nukleinskih kiselina s
posljedi¢nim blokiranjem sinteze DNK 1 RNK i1 lomovima DNK; stvaranjem slobodnih
radikala semikvinona i slobodnih kisikovih radikala; i vezanje za membranu stanice s
posljedi¢nim poremecéajem transporta tekucine i iona. U antracikline ubrajamo doksorubicin,

daunorubicin, idarubicin, epirubicin, mitoksantron te daktinomicin.

U antitumorske antibiotike ubrajaju se i mitomicin te bleomicin. Mitomicin se aktivira
enzimskom redukcijom u alkiliraju¢i metabolit koji se veze na DNK. Ucinkovit je u svim
fazama stanicnog ciklusa, a najbolje se kombinira s radioterapijom kako bi se unistile
hipoksi¢ne tumorske stanice. Bleomicin se veze za DNK i uzrokuje lomove jednostrukih i
dvostrukih lanaca stvaranjem slobodnih radikala i inhibicijom DNK sinteze. On je specifi¢an

za stani¢ni ciklus i nakuplja se u stanici u G,-fazi.

Kamptotekini su inhibitori topoizomeraze I, enzima kljuénog za cijepanje i ponovno
spajanje jednostrukih lanaca DNK. Inhibicija enzima uzrokuje oSte¢enje DNK. Topotekan i

irinotekan su dva kamptotekina koja se primjenjuju u klini¢koj praksi (Katzung i sur., 2011).

1.3. Antitumorski lijekovi specifi¢ni za pojedine faze stani¢nog ciklusa

Antitumorski kemoterapeutici prirodnog podrijetla su vinka alkaloidi, taksani,
epidofilotoksini i kamptotekini.

Vinka alkaloidi su vinblastin, vinkristin i vinorelbin te su specifiéni za M-fazu
stani¢nog ciklusa jer inhibiraju polimerizaciju tubulina, Sto remeti spajanje mikrotubula,
vaznog dijela citoskeleta i mitotiCkog vretena. Rezultat je prekid mitoze u metafazi i prekid

stani¢ne diobe te stani¢na smrt.

Taksani (paklitaksel i docetaksel) se visokim afinitetom vezu za mikrotubule i
pojacavaju polimerizaciju tubulina te se to dogada u odsutnosti proteina udruzenih s
mikrotubulima i gvanozin-trifosfata, a rezultira inhibicijom mitoze kod stani¢ne diobe.
Iksabepilon je novi inhibitor mikrotubula koji nije taksan i veze se na B-tubulin podjedinicu

mikrotubula inhibiraju¢i tako normalnu dinamiku mikrotubula.

Epipodofiltoksini su etopozid i tenipozid koji inhibiraju topoizomerazu II, §to uzrokuje

prekid lanca DNA i stvaranje kompleksa lijek-DNA-enzim (Katzung i sur., 2011).



Antimetaboliti su lijekovi koji sprjecavaju normalnu stanicnu diobu kocenjem
djelovanja klju¢nih enzima ili ugradnjom u DNK lanac stanice u replikaciji. Antimetaboliti su
specifi¢ni za S-fazu stani¢nog ciklusa. U antimetabolite ubrajamo analoge folne kiseline,

analoge purina te analoge pirimidina.

Analozi folne kiseline, antifolati, koce djelovanje enzima klju¢nih za biosintezu
nukleotida. Metotreksat se visokim afinitetom veZze na aktivno kataliticko mjesto dihidrofolat
reduktaze i ometa sintezu tetrahidrofolata vaznog za sintezu purina i pirimidina. Pemetreksed
ko¢i aktivnost timidilat-Sintetaze, dihidrofolat-reduktaze 1 glicinamid-ribonukleotid
formilteransferaze, enzima ovisnih o folatima i klju¢nih za biosintezu timidinksih i purinskih
nukleotida. Metotreksat i pemetreksed ulaze u stanicu putem nosaca folata i potrebna im je

pretvorba u poliglutamatni oblik kako bi djelovali.

Analozi purina, tj. antagonisti purina su 6-tiopurini (6-merkaptopurin i 6-tiogvanin)
fludarabin, kladribin, klofarabin i nelarabin. Tiopurini su inaktivni u svom ishodnom obliku i
moraju se metabolizirati u monofosfatni oblik. 6-merkaptopurin se metabolizira djelovanjem
hipoksantin-gvanin-fosforibozil-transferaze u monofosfatni nukleotid, 6-tioinozinsku kiselinu
koja inhibira nekoliko enzima bitnih za sintezu novih purinskih nukleotida. Monofosfatni
oblik se metabolizira u trifosfatni oblik koji se moze ugraditi u RNK i DNK. Od 6-
merkaptopurina nastaju i znatne koli¢ine tiogvanilne kiseline i 6-metilmerkaptopurin ribotida
koji pridonose citotoksi¢énom ucinku. 6-tiogvanin inhibira nekoliko enzima u biosintetskom
putu purinskih nukleotida. Posljedica su raznolika metabolicka oSte¢enja, poput inhibicije
medupretvorbe purinskih nukleotida; smanjenja unutarstani¢ne koncentracije gvanina, Sto
uzrokuje inhibiciju sinteze glikoproteina; ometanje sinteze DNK i RNK; i ugradnje
tiopurinskih nukleotida u DNK i RNK. Tiopurini se metaboliziraju i djelovanjem tiopurin-
metil-transferaze, gdje se metilna skupina dodaje tiopurinskom prstenu. Fludarabin fosfat se
defosforilira u 2-fluoro-arabinofuranozil-adenozin, a potom se unutarstani¢no fosforilira
djelovanjem deoksicitidin-kinaze u trifosfat. Trifosfatni metaboliti ometaju sintezu i popravak
DNK inhibiraju¢i DNK-polimerazu- a i B. Trifosfatni metaboliti se mogu izravno ugraditi u
DNK te inhibirati sintezu i funkcioniranje DNK. Difosfatni metabolit fludarabina inhibira
ribonukleotid-reduktazu inhibiraju¢i tako esencijalni deoksiribonukleotidni trifosfat.
Kladribin (2-klorodeoskiadenozin) purinski je analog visokospecifi¢an za limfoidne stanice.
Fosforilira se djelovanjem deoksicitidin-kinaze do trifosfotnog oblika koji se ugraduje u
DNK. Trifosfatni oblik moze inhibirati DNK-polimerazu o i B i tako ometati sintezu i

popravak DNK.



Analozi pirimidina se mogu podijeliti na fluoropirimidine i analoge deoksicitidina.

Fluoropirimidini su 5-fluorouracil i kapecitabin koji su inaktivni u svom osnovnhom
obliku i trebaju se aktivirati enzimskim reakcijama do ribozil i deoksiribozil metabolita. 5-
Fluorouracil se metabolizira do 5-fluoro-2'-deoksiuridin-5'-monofosfata koji  stvara
kovalentni kompleks s enzimom timidilat-sintetazom i reduciranim folat 5,10-
metilentetrahidrofolatom 1 tako koci de novo sintezu timidilata zbog Cega je inhibirana
sinteza DNK. 5-Fluorouracil se biotransformira i u 5-fluorouridin-5'-trifosfat koji se ugraduje
u RNK te ometa mehanizme posttranskripcijske obradbe RNK i translaciju mRNK. Daljnji
metabolit je 5-fluorodeoksiuridin-5-trifosfat koji se ugraduje u stanicnu DNK i inhibira
sintezu i funkcije DNK. Kapecitabin je prolijek koji se metabolizira do 5-fluorouracila ¢ija je
citotoksi¢nost rezultat u¢inka na DNK i RNK.

Analozi deoksicitidina su citarabin i gemcitabin. Citarabin je citozin arabinozid koji
ima specifi¢no djelovanje na stanice u S-fazi. Deoksicitidin-kinaza transformira citarabin u
5'-mononukleotid koji se dalje do trifosfatnih metabolita koji inhibiraju DNA-polimeraze §to
uzrokuje prekid sinteze DNA (Katzung i sur., 2011; Franceti¢ i sur., 2015).

1.4. Gemcitabin

Gemcitabin (2',2'-difluorodeoksicitidin, dFdC) je analog citozin arabinozida (Ara-C),
koji se razlikuju strukturno u dva supstituirana fluora na polozaju 2' furanoznog prstena
(Slika 1). Gemcitabin je najvazniji razvijeni analog citidina nakon Ara-C pokazuju¢i znacajna
farmakoloska svojstva 1 Sirok spektar antitumorskog djelovanja. Izvorno je gemcitabin
istrazivan kao antivirusno sredstvo, a danas je indiciran kod uznapredovalog karcinoma
gusterace, karcinoma plu¢a nemalih stanica, karcinoma mokra¢nog mjehura, jajnika, sarkoma

mekih tkiva i non Hodgkinovih limfoma (Mini i sur., 2006).
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Slika 1. Struktura deoksicitidina, citozin arabinozida i gemcitabina (Mini i sur., 2006).

Transport gemcitabina kroz stanicnu membranu se odvija putem nukleozidnih
transportera koji se nalaze na stani¢noj membrani. Nukleozidni transport se smatra
preduvjetom za inhibiciju rasta stanice i klinicke uc¢inkovitosti gemcitabina te se inhibicijom

transporta nukleozida kroz stanicu postize rezistencija na gemcitabin (Mini i sur., 2006).

Poput Ara-C, gemcitabin je prolijek koji se metabolizira u stanici djelovanjem
deoksicitidin-kinaze (Dck) u gemcitabin monofosfat koji se zatim prevodi u aktivne
metabolite gemcitabin difosfat i gemcitabin trifosfat (dFACDP i dFdCTP). Gemcitabin djeluje
citotoksi€no kocenjem sinteze DNK, putem dvaju mehanizama kojima djeluju dFdCDP 1
dFACTP. dFdCTP natjece se s deoksicitidin trifosfatom (dCTP) za ugradnju u DNK. dFdCTP
se ugraduje u DNK i nakon ugradnje jo§ jednog nukleotida dovodi do terminacije DNK
polimerizacije. Naknadno ugradeni nukleotid je vazan za skrivanje dFACTP od DNK
popravljackih enzima te je mehanizam ugradnje gemcitabina u DNK otporan na normalne
mehanizme popravka DNK. dFdCTP se ugraduje i u RNK ovisno o liniji stanica (Slika 2).
Ugradnja ovisi 0 koncentraciji i vremenu, §to vodi do inhibicije sinteze RNK (Ruiz van
Haperen i sur., 1993). U humanim tumorskim stani¢nim linijama koje su pokazale odredenu
rezistenciju na gemcitabin, osjetljivost na lijek je povezana s razlikama u ugradnji u RNK
(Kroep i sur., 2000).

dFJCDP inhibira ribonukleotid reduktazu koja je odgovorna za kataliziranje reakcija kojima
nastaju deoksinukleozid trifosfati za sintezu DNK. Inhibicija enzima uzrokuje smanjenje
koncentracije dCTP, potentnog inhibitora dCK, uzrokuju¢i ucinkovitiju fosforilaciju
gemcitabina (Heinemann i sur., 1990; HALMED 2015).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja gemcitabina (Mini i sur., 2006).

Deoksicitidin-kinaza je enzim koji ograni¢ava brzinu biotransformacije analoga
nukleozida, a istrazivanja pokazuju da je deoksicitidin-kinaza ogranicavajuci faktor aktivnosti
gemcitabina jer je nedostatak deoksicitidin-kinaze uklju¢en u ste¢enu otpornost razli¢itih in
vitro modela na terapiju gemcitabinom. Ekspresija deoksicitidin-kinaze moze se koristiti kao
parametar tumorske osjetljivosti jer je uocena jasna korelacija aktivnosti deoksicitidin-kinaze

I osjetljivosti tumora na gemcitabin (Ciccolini i sur., 2016).

Gemcitabin je uglavnom inaktiviran deoksicitidin deaminazom (dCDA) koja prevodi
gemcitabin u difluorouridin (dFdU). Deaminacija gemcitabin monofosfata (lFACMP) u 2',2'-
difluorodeoksiuridin monofosfat (dFAUMP) djelovanjem dCMP-deaminaze i zatim u dFdU
predstavlja drugi put inaktivacije gemcitabina. Gemcitabin i dFdU nisu supstrati pirimidin
nukleozid fosforilaze te se lijek vise ne razgraduje i izlazi iz stanice (Slika 2) (Heinemann i
sur., 1992).

Vazna odrednica osjetljivosti na gemcitabin je intracelularno zadrzavanje dFdCTP.
Aktivni metaboliti gemcitabina se zadrZavaju u stanici dulje nego S$to je potrebno vecini
populaciji stanica za prolaz kroz stani¢ni ciklus (Mini i sur., 2006). Djelovanje gemcitabina
nije ograni¢eno samo na S-fazu stani¢nog ciklusa (faza sinteze DNK) te pod odredenim

okolnostima blokira napredovanje stanica na spoju granice G1/S faze (HALMED, 2015).

Gemcitabin se u Republici Hrvatskoj moze kao ljekoviti oblik naci u obliku praska za
otopinu za infuziju i u obliku koncentrata za otopinu za infuziju. Prema zadnjoj listi HZZO-a
viSe nema smjernica za gemcitabin. Odluka o opravdanosti indikacije procjenjuje se na razini

Bolnic¢kog povjerenstva za lijekove (Franceti¢ i sur., 2015).



Gemcitabin je indiciran za lijeCenje odraslih bolesnika s lokalno uznapredovalim ili
metastatskim adenokarcinomom gusterate (HALMED, 2015). Nazalost, ve¢ina bolesnika s
lokalno uznapredovalim i metastatskim rakom gusterace nemaju koristi od monoterapije
gemcitabinom. 2005. godine, rezim od Cetiri lijeka (gemcitabin, S-fluorouracil, epirubicin i
cisplatin) pokazao je poboljSanje u ukupnom prezivljavanju pacijenata s karcinomom
gusterace u odnosu na lijeCenje s gemcitabinom kao monoterapijom. 2011. godine, novi
rezim lijeCenja FOLFIRINOX (kombinacija 5-fluorouracila, leukovorin/folne kiseline,
oksaliplatina i irinotekana) je pokazao puno vece ishode opstanka u pacijenata s karcinomom
gusterace, u usporedbi sa samim gemcitabinom. Usporedbom gemcitabina i nab-paklitaksela
(nanocCestica albumin-vezani paklitaksel) s gemcitabinom samim pokazala se statisticki
znacajna prednost u prezivljavanju kod kombinacije citostatika te je uvedena kao opcija u

terapiji uznapredovalog karcinoma gusterace (Yue i sur., 2017).

Gemcitabin u kombinaciji s cisplatinom indiciran je kao lijek prvoga reda u bolesnika s
lokalno uznapredovalim ili metastatskim karcinomom pluc¢a nemalih stanica, a monoterapija

gemcitabinom moze se razmotriti u starijih bolesnika ili bolesnika s ocjenom opceg stanja.

Gemcitabin je indiciran u lijecenju lokalno uznapredovalog ili metastatskog karcinoma

mokra¢nog mjehura u kombinaciji s cisplatinom.

U kombinaciji s paklitakselom, gemcitabin je indiciran za lijeCenje bolesnica s
neoperabilnim lokalno recidivirajuéim ili metastatskim karcinomom dojke s recidivom

bolesti nakon adjuvantne/neoadjuvantne kemoterapije.

Gemcitabin je u kombinaciji s karboplatinom indiciran u lije¢enju bolesnica s lokalno
uznapredovalim ili metastatskim epitelnim karcinomom jajnika kod kojih je doslo do relapsa
bolesti nakon razdoblja bez recidiva od najmanje 6 mjeseci nakon prvolinijskog lijecenja

platinom (HALMED, 2015).

Neutropenija je glavni ¢imbenik koji ogranicava dozu. Mucnina i povraanje se
pojavljuju u oko 70 % bolesnika, a zabiljezeni su i simptomi sli¢ni gripi. U rijetkim su
slucajevima zabiljezeni bubrezni mikroangiopatski sindromi poput hemolitickog-uremijskog
sindroma 1 tromboti¢na trombocitopeni¢na purpura (Katzung i sur., 2011). Potrebno je
provoditi redovite sistematske preglede i pretrage funkcije bubrega i jetre bolesnika kako bi
se prepoznala nehematoloska toksi¢nost. Moguce je smanjiti dozu sa svakim ciklusom ili

unutar ciklusa, ovisno o stupnju toksi¢nosti kod pojedinog bolesnika. Gemcitabin moze



izazvati supresiju koStane srzi, S§to se ocituje leukopenijom, trombocitopenijom i anemijom.
Neovisno o indikaciji, bolesniku je potrebno kontrolirati broj trombocita i granulocita prije
svake doze. Prije pocetka ciklusa bolesnici trebaju imati apsolutni broj granulocita najmanje

1,500 (x 106/L) i broj trombocita 100,000 (x 106/L) (HALMED, 2015).

1.5. Farmakokineti¢ka svojstva gemcitabina

Farmakokinetika gemcitabina ispitana je u 353 bolesnika u sedam ispitivanja.
Ispitivanja su ukljucila 121 Zenu i 232 muskarca u dobi od 29 do 79 godina. Medu ovim
bolesnicima priblizno je 45 % imalo karcinom ne-malih stanica plu¢a, a u 35 % je bio
dijagnosticiran karcinom gusterace. Primjenjivane su doze u rasponu od 500 do 2592 mg/m?,
u vremenskom rasponu od 0,4 do 1,2 sati. Vr$ne koncentracije u plazmi (dobivene u roku od
5 minuta nakon zavrSetka infuzije) bile su 3,2 do 45,5 pg/ml. Volumen distribucije srediSnjeg
odjeljka iznosio je 12,4 I/m? za 7ene i 17,5 I/m? za muskarce, a volumen perifernog odjeljka
nije bio osjetljiv na spol i iznosi 47,4 I/m?. Vezivanje za proteine se smatra zanemarivim.
Poluvrijeme eliminacije se krece u rasponu od 42 do 94 minute ovisno o dobi i spolu. Citidin
deaminaza u jetri, bubrezima, krvi brzo metabolizira gemcitabin. Unutarstani¢nim
metabolizmom gemcitabina nastaju gemcitabin monofosfati, difosfati i trifosfati koji nisu
otkriveni u plazmi niti u urinu. Primarni metabolit dFdU nije aktivan i pronaden je plazmi i
urinu. Sistemski klirens se kre¢e u rasponu od 29,2 l/hr/m? do 92,2 I/hr/m? ovisno o spolu i
dobi (HALMED, 2015).

1.6. Micelarna elektrokineticka kromatografija

Kapilarna elektroforeza (CE) je separacijska tehnika koja odjeljuje analite na temelju
razlike u pokretljivosti u elektricnom polju visokog napona u uskoj kapilari. Vrsta kapilarne
elektroforeze koja se koristi za odjeljivanje nabijenih i neutralnih analita je micelarna
elektrokineticka kromatografija (engl. Micellar electrokinetic chromatography, MEKC).
MEKC objedinjuje elektroforezu i kromatografiju. Mobilnoj fazi se dodaje povrSinski aktivna
tvar koja sadrzi hidrofobne i hidrofilne skupine u koncentraciji ve¢oj od kriti¢éne micelarne
koncentracije kako bi se formirale micele koje se ponasaju kao pseudostacionarna faza.
Razdvajanje analita se temelji na razli¢itoj raspodjeli izmedu micelarne faze i vodene faze.

Ako micele posjeduju naboj onda se razdvajanje postize kombinacijom raspodjele izmedu
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pseudostacionarne i vodene faze te elektroforetske pokretljivosti samog analita. NajéeSce
koriSteni surfaktant je natrijev dodecilsulfat (engl. Sodium dodecyl sulfate, SDS). Molekule
SDS-a na vanjskoj povrSini nose negativan naboj zbog sulfatnih skupina i putuju prema
anodi, ali zbog djelovanja elektroosmotskog toka (engl. Electroosmostic flow, EOF) putuju
prema negativno nabijenoj katodi. EOF je tok Cistog pufera u kapilari, a posljedica je
povrsinskog naboja na unutrasnjoj stijenci kapilare. Unutrasnja stijenka kapilare sadrzi brojne
silanolne grupe koje se ovisno o pH-vrijednosti elektrolita mogu nalaziti u anionskoj formi.
Elektrostatskim silama su uz negativno nabijene silanolne skupine privuceni pozitivno
nabijeni ioni iz elektrolitske otopine, ¢ime je stvoren elektri¢ni dvosloj. Slijedi difuzijski dio
u kojem se javljaju kationi i anioni. Kada se na krajevima kapilare primijeni napon, otopljeni
kationi u difuznom dijelu dvostrukog sloja su privuceni prema katodi i za sobom povlace
okolnu tekuéinu. Zahvaljuju¢i elektroosmotskom toku, svi analiti se kre¢u u istom smjeru,
neovisno o naboju. Pri uobifajenom nacinu analize kapilarnom elektroforezom stijenka
kapilare je negativno nabijena i na injektorskom kraju se nalazi pozitivno nabijena elektroda,
a elektroosmotski tok je usmjeren od anode prema katodi. U takvim uvjetima i anioni putuju
prema negativno nabijenoj katodi, jer je veliina elektroosmotskog toka za vise od jednog
reda veli¢ine veca od njihove elektroforetke pokretljivosti koja ih nosi prema pozitivno
nabijenoj anodi. Zahvaljuju¢i tome, kapilarnom elektroforezom se mogu istovremeno
analizirati kationi, neutralne molekule 1 anioni jer se svi krecu u istom smjeru. Kationi putuju
najbrze jer su njihovo elektroforetsko privlacenje 1 EOF usmjereni u smjeru katode.
Neutralne molekule su nosene brzinom elektroosmotskog toka i ne razdvajaju se jedne od
drugih. Anioni putuju najsporije jer su privuceni prema katodi, a noseni elektroosmotskim
tokom (Dami¢ i Nigovié¢, 2010). Brzina kretanja neutralnih analita u MEKC-u ovisi 0
konstanti raspodjele izmedu micele i vodene otopine. Nabijeni analiti u MEKC-u stupaju u
razli¢ite hidrofobne i elektroosmotske interakcije te brzina njihovog putovanja ovisi o
konstanti raspodjele izmedu micela i otopine pufera te o elektroforetskoj pokretljivosti analita

(El Deeb i sur., 2001).

Prilikom razvoja nove Kkapilarnoelektroforetske metode potrebno je optimizirati
parametre koji utjecu na elektroosmotski tok 1 elektroforetsku mobilnost analita. To su vrsta 1
koncentracija pufera, pH pufera, dodatak organskog otapala, vrsta i koncentracija povrsinski

aktivnih tvari, napon i temperatura pri kojoj se odvija analiza te izbor kapilare.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Onecisc¢enje u lijekovima je definirano prema smjernicama Medunarodne konferencije
0 harmonizaciji (engl. International Conference on Harmonization, ICH) kao svaki sastojak
ljekovite tvari koji nema definiran kemijski entitet kao nova ljekovita tvar ili kao svaki
sastojak farmaceutskog oblika koji nije ljekovita ili pomoé¢na tvar. Mogu se podijeliti na
organska oneciS¢enja, anorganska oneciS¢enja, ostatna otapala i metalna oneciS¢enja.
Onecis¢enja u lijekovima mogu potjecati iz razliCitih izvora, a mogu biti povezana s

aktivnom djelatnom tvari ili gotovim ljekovitim oblikom.

Onecis¢enja mogu imati nezeljene farmakoloske uéinke, uzrokovati nuspojave, biti
toksicni, mijenjati aktivnosti ili stabilnost ljekovite tvari, mogu utjecati na bioraspolozivost ili
ucinkovitost lijeka te su zbog toga ispitivanja i kontrola onecis¢enja kljucan korak u razvoju

lijeka ¢ime se osigurava kvaliteta i sigurnost lijeka.

Cilj ovog rada bio je ispitati i optimizirati vrstu i koncentraciju organskog otapala u
otopini radnog pufera pri razvoju nove, brze, jednostavne i ekoloski prihvatljive micelarne
elektrokineticke kromatografske metode za istovremenu analizu gemcitabina i njegovog

onecis¢enja citozina.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Ultracista voda pripremljena WaterPro sustavom za procis¢avanje vode (Labconco, Kansas

City, MI, SAD)

Otopina natrijeva hidroksida 1M (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
Otopina natrijeva hidroksida 0,1 M (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
Acetonitril, Cistoce za teku¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Natrijev dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Metanol, ¢istoce za tekuc¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Etanol, Cistoce za tekucinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

3.1.2. Standardi

Gemcitabin (European Pharmacopoeia Reference Standard)

Gemcitabine impurity A (European Pharmacopoeia Reference Standard)

3.1.3. Radni instrumenti

Analiti¢ka vaga, model AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

Uredaj za kapilarnu elektroforezu, G1600A (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Ultrazvuc¢na kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

LC/MSD Trap VL maseni detektor s elektrosprej-ionizatorom i analizatorom stupicom

za ione (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
Spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Digitalni pH-metar (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)
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3.1.4. Pribor

Injekecijski filtri, Acrodisc GHP, veli¢ina pora 0,20 um, promjer 26 mm (Gelman, Ann Arbor
SAD)

Bocice za uzorkovanje sustavom za tekucinsku kromatografiju, 1,5 mL (Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Kapilara od izvufenog kvarca unutraSnjeg promjera 50 pum (Agilent Technologies,
Waldbronn, Njemacka)

Pipete model Pipet-Lite XLS (0,5-10uL) (Rainin Instrument LLC, Oakland, CA, SAD)

Vanjska pumpa za direktno injektiranje u spektrometar masa (KD Scientific Inc., Holliston,
SAD)

3.1.5. Programski paketi

3D-CE/MSD ChemStation, Rev. A. 10.02 (1757) (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka)

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

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, Seattle, WA, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema instrumenta

Prije prvog koristenja kapilara je kondicionirana ispiranjem 5 minuta s metanolom, 1M
NaOH 15 minuta, ultra¢istom vodom 10 minuta i 20 minuta s otopinom radnog pufera.
Koristena kapilara se na pocetku radnog dana kondicionirala s 0,1 M NaOH 10 minuta,
ultra¢istom vodom 10 minuta i otopinom radnog pufera 10 minuta. Kako bi se osigurala
ponovljivost rezultata, kapilara se izmedu analiza ispirala 10 minuta otopinom radnog pufera.

Na kraju radnog dana kapilara se ispirala 10 minuta s vodom i 30 minuta s 0,1 M NaOH.

3.2.2. Priprema radnog pufera
Otopina fosfatnog pufera u koncentraciji 100 mM priredena je vaganjem 0,3278 g
natrijeva dihidrogenfosfata i 0,515993 g dinatrijeva hidrogenfosfata u odmjernoj tikvici od

50,0 ml i nadopunjavanjem ultra¢istom vodom do oznake.

Otopina surfaktanta SDS-a pripremljena je otapanjem odgovarajuce koli¢ine natrijeva
dodecil sulfata u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici od 50,0 ml te nadopunjavanjem do

oznake kako bi se postigla zeljena koncentracija od 100 mM.

Kako bi se pospjesilo otapanje krutih supstancija, otopine fosfatnog pufera i SDS-a su
tijekom pripreme bile izlozene ultrazvuc¢noj kupelji tijekom 5 minuta. Pripremljene otopine
su ¢uvane na sobnoj temperaturi i prije pripreme otopine radnog pufera profiltrirane su kroz

membranski filter.

Otopina radnog pufera pripremi se mijeSanjem otopine fosfatnog pufera, otopine SDS-

a, ultraciste vode 1 organskog otapala u Zeljenim omjerima u tri bo€ice za uzorkovanje.

3.2.3. Priprema standardnih otopina
Standardne otopine gemcitabina i citozina pripremljene su otapanjem odgovarajuce
koliCine Cistih supstancija u odmjernoj tikvici od 5,0 ml u ultacistoj vodi kako bi se postigla

koncentracija od 1,0 mg/mL. Standardne otopine su ¢uvane na temperaturi od +4°C.
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Radne standardne otopine pripremane su svaki dan prije mjerenja mjeSanjem
odgovaraju¢eg volumena maticnih standardnih otopina gemcitabina i citozina s ultracistom

vodom.

3.2.4. Kapilarnoelektroforetski uvjeti analize

Analize su provedene na uredaju za kapilarnu elektroforezu (G1600A Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka. Koristene kapilare su od izvucenog kvarca, ukupne
duljine 35 cm, duljine do detektora 27 cm i unutraSnjeg promjera od 50 pm (Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka). Uzorci su injektirani u kapilaru pri tlaku od 50 mbar,
pri temperaturi od 25°C tijekom 6 s. Analize su provodene pri naponu od 25 kV, a valna

duljina detektora je podeSena na 275 nm.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Strukturna karakterizacija oneciS¢enja gemcitabina masenom
spektrometrijom

Razdvajanje gemcitabina i njegovog onecisc¢enja kapilarnoelektroforetskom metodom
je otezano zbog sli¢nih fizikalno-kemijskih svojstava. Za strukturnu karakterizaciju standarda
oneciS¢enja gemcitabina koriSten je vezani sustav tekucéinske kromatografije i masene
spektrometrije (LC-MS) uz primjenu elektrosprej ionizacije (engl. Electrospray lonization,
ESI) i analizatora ionske stupice (engl. lon Trap) koji pruzaju detaljne strukturne informacije
o lijeku i njegovim onecis¢enjima. Na Slici 3. i Slici 4. prikazani su kromatogrami izoliranih
iona gemcitabina i njegovog oneéiséenja (engl. Extracted ion chromatogram, EIC) na kojima

je vidljivo da gemcitabin i njegovo onecis¢enje imaju jako sli¢no vrijeme zadrZavanja.

Intens. ]
x108

L e e e L S S A S B D B B B [ S B SR S S By [ S B S S S B B B B S SR B S |
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 Time [min]

Slika 3. EIC kromatogram gemcitabina.

Intens. -
x104

T T T T T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 150 1.75 2.00 Time [min]

Slika 4. EIC kromatogram onecis¢enja gemcitabina.
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Kako bi se na temelju masenog spektra i razjas$njenih fragmentacijskih puteva mogla
predloziti struktura oneciS¢enja, potrebno je masenim spektrometrom analizirati gemcitabin.
Pomocu dobivenih masenih spektara gemcitabina predlozen je fragmentacijski put za
gemcitabin. Na MS spektru gemcitabina vidljiv je molekulski ion [M+H]+ m/z 264,
fragmentni ion 112 m/z te aduktori s ionom natrija (m/z 286) i ionom kalija (m/z 302) (Slika
5).

Intens.

x10°
8 264.0

286.0

112.0

, WEL

+MS

50I o I100I o I150I o I200I o I250I o I300I o I350I
Slika 5. ESI-MS spektar gemcitabina.

Iz dobivenih masenih spektara gemcitabina predlozena je fragmentacijska shema za
gemcitabin (Slika 6). Fragmentni ion 112 m/z dobiven je gubitkom Secerne jedinice

nukleozida, odnosno pucanjem N-glikozidne veze.

=y 112

Slika 6. Shematski prikaz fragmentacije gemcitabina.
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Masenom spektrometrijom standarda oneciS¢enja dobiven je molekulski ion [M+H]+
m/z 112 (Slika 7). Na temelju dobivenog masenog spektra potvrduje se da je oneciS¢enje

gemcitabina pirimidinska baza citozin (Slika 8).

Intens.
x1047 112.0 +MS

1.25-5
1.00-5
0.75-5
050

0.25 7

0.00 -]
T — e e e e T
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 m/z

Slika 7. ESI-MS spektar onecis¢enja gemcitabina, citozina.

Slika 8. Struktura citozina (4-amino-1H-pirimidin-2-ona).

U monografiji gemcitabin hidroklorida u 8. izdanju Europske farmakopeje citozin je

naveden kao OneciS¢enje A.

4.2. Odabir metode

U preliminarnom ispitivanju kapilarnom zonskom elektroforezom nije postignuto

razdvajanje gemcitabina i citozina zbog njihove sli¢ne strukture.

Pri razvoju nove MEKC metode ispitivane su razli¢ite vrste radnih pufera ( pH 3.0 -

9.3) s razli¢itim koncentracijama surfaktanta SDS-a (20 mM — 70 mM) medu kojima su
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najbolje razdvajanje i oblik pikova postignuti upotrebom fosfatnog pufera (pH 7.0) i 70 mM
koncentracijom SDS-a. Citozin je detektiran u prvom piku. Odabrana je valna duljina od 275
nm pri kojoj gemcitabin ima apsorpcijski maksimum no gemcitabin i citozin imaju slican UV
spektar. Medutim, nije postignuto grani¢no razlu¢ivanje od 1,5, §to znaci da pikovi koeluiraju
(Slika 9).

[ R S SR o S e A e e
mALl

J

Slika 9. Elektroferogram smjese standardnih otopina gemcitabina (G, 50 ug/ml) i citozina (C,
50 pg/ml).

Uvjeti analize: 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 25 kV, 25 °C, detekcija pri 275 nm,

hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

4.3. Odabir organskog otapala

Dodavanjem organskog otapala u otopinu radnog pufera mijenja se selektivnost i
vrijeme migracije analita, mijenjajuci zeta-potencijal, viskoznost. Utjecaj organskog otapala
na selektivnost je slozen i najbolje se eksperimentalno odreduje. Ispitana su razli¢ita organska
otapala u viSe koncentracija koja su razli¢ito utjecala na oblik pikova i razluc¢ivanje izmedu

pikova.

Prvo upotrebljeno organsko otapalo je bio acetonitril, u koncentracijama 5 % i 10 %

(v/v). Dodatkom acetonitrila pikovi gemcitabina i citozina se nisu vidjeli razdvojeni, odnosno
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nije se postiglo bolje razlu¢ivanje u odnosu na prethodno dobivene rezultate kao Sto se vidi

na Slici 10. pa se acetonitril nije koristio u daljnjem razvoju metode.

DADL1 B, Sig=275,4 Ref=500,40 (GEMCITAB\GEMCI063.D)
mAU

@

T T T T T T T T
0.25 0.5 0.75. 1 1.25 15 175 2

min|

DADI B, Sig=275,4 Ref=500,40 (GEMCITAB\GEMCI064.D)
mAU

(2)

T T T T
05 1 15 2

Slika 10. Elektroferogram smjese standardnih otopina gemcitabina (50 pg/ml) i citozina (50

pg/ml) pri dodatku 5 % (v/v) (1) i 10 % (v/v) acetonitrila (2) u otopinu radnog pufera.
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Uvjeti analize: 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 5 % (v/v) acetonitril (1), tj. 10 %
(v/v) acetonitril (2), 25 kV, 25 °C, detekcija pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar,
6s.

Sljedece ispitivano organsko otapalo je bio etanol. Etanol je dodan u otopinu radnog
pufera u koncentraciji od 5 % 1 10 % (v/v) (Slika 11 (1) i (2)). PrimijeCeno je da se
povecanjem koncentracije etanola produzilo vrijeme migracije analita zbog mijenjanja
viskoznosti radnog pufera i zeta-potencijala na stijenci kapilare. Unato¢ tome, nije postignuto

grani¢no razluéivanje izmedu pikova pri navedenim koncentracijama etanola.

Sljedeci korak bio je modifikacija koncentracija fosfatnog pufera i SDS-a. Mijenjanjem
koncentracije surfaktanta utjeCemo na selektivnost metode zbog razlika u konstanti raspodjele
analita izmedu micela SDS-a i vodenog puferskog medija. Uz povecanje koncentracije SDS-a
na 80 mM i 85 mM smanjena je koncentracija fosfatnog pufera na 15mM, odnosno 10mM
(Slika 11 (3) i (4)) $to je utjecalo na migraciju analita. Smanjenjem ionske jakosti pufera veci
je zeta potencijal na unutra$njoj povrsini kapilare. Pri takvim uvjetima EOF je veéi i vrijeme
analize je krace. Primjenom preniske koncentracije radnog pufera moze do¢i do apsorpcije
uzorka na stijenku kapilare $to moZe uzrokovat Sirenje pikova i1 propadanje kapilare.
Razdvajanje gemcitabina i citozina pri nizim koncentracijama fosfatnog pufera i viSim
koncentracijama SDS-a je bilo ucinkovitije, postignuto je vece razluCivanje, ali oblik i

simetrija pikova nisu bili zadovoljavaju¢i.

U pokusaju optimizacije oblika i simetrije pikova gemcitabina i citozina ispitan je
dodatak 1 % Tritona® u otopinu radnog pufera. Triton® je neionski surfaktant koji u
kombinaciji s ionskim surfaktantom SDS-om dovodi do stvaranja kombiniranih micela.

Stvaranje kombiniranih micela nije pomoglo u razvoju analiticke metode (Slika 12).
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DADL B, Sig=275,4 Ref=500,40 (GEMCITAB\GEMCI079.D)
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Slika 11. Elektroferogrami smjese standardnih otopina gemcitabina (G, 50 pug/ml) i citozina

(C, 50 pg/ml) uz dodatak etanola u otopinu radnog pufera.
Uvjeti analize:

(1) 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 5 % (v/v) etanol, 25 kV, 25 °C, detekcija pri
275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(2) 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 10 % (v/v) etanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(3) 15 mM fosfatni pufer pH 7,0, 80 mM SDS, 5 % (v/v) etanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(4) 15 mM fosfatni pufer pH 7,0, 80 mM SDS, 10 % (v/v) etanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.
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DADL B, Sig=275,4 Ref=500,40 (GEMCITAB\GEMCI085.D)
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Slika 12. Elektroferogram smjese standardnih otpina gemcitabina (50 pg/ml) i citozina (50

ng/ml) uz dodatak Tritona® u otopinu radnog pufera.

Uvjeti analize: 10 mM fosfatni pufer pH 7,0, 85 mM SDS-a, 5 % (v/v) etanol, 1 % Triton®,
25 kV, 25 °C, detekcija pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

Sljedece ispitivano organsko otapalo je metanol. Metanol je dodan u otopinu radnog
pufera u koncentraciji 2 %, 5 %, 10 % i 15 % (Slikal3). Pove¢anjem koncentracije metanola
produzilo se vrijeme analize jer je metanol promijenio viskoznost radnog pufera i zeta
potencijal na stijenci kapilare, a ovisnost migracije analita o koncentraciji metanola vidljiv je
na Slici 14..

Budu¢i da je vrijeme analize nakon dodatka organskog otapala i dalje kratko,
odlucujuéi faktor su razluéivanje, oblik i simetrija pikova. Najbolji oblik pikova i
razluCivanje su postignuti pri dodatku 5 % metanola u otopinu radnog pufera sastava 20 mM
fosfatnog pufera i 70 mM SDS-a (Slika 13 (2)). Unato¢ tome, postignuto je tek razlucivanje
od 0,71, sto je manje od razlu¢ivanja 1,06 postignutog dodatkom 5 % etanola, ali je bolji

oblik pikova postignut upotrebom metanola.

Metanolom u koncentraciji 10 % 1 15 % (Slika 13 (3) i (4)) je postignuto malo manje

razlu€ivanje nego s 5 % metanolom, ali je naruSen oblik i simetrija pikova.
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Slika 13. Elektroferogrami smjese standardnih otopina gemcitabina (G, 50 pug/ml) i citozina

(C, 50 pg/ml) uz dodatak metanola u otopinu radnog pufera.
Uvjeti analize:

(1) 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 2 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(2) 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 5 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(3) 15 mM fosfatni pufer pH 7,0, 80 mM SDS, 10 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(4) 15 mM fosfatni pufer pH 7,0, 80 mM SDS, 15 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.
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Slika 14. Utjecaj udjela organskog otapala u radnom puferu na vrijeme migracije

gemcitabina (50 pg/ml).

Uvjeti analize: 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 25 kV, 25 °C, detekcija pri 275 nm,
hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s. Uzorak: 50 ug/ml gemcitabina, 50 ug/ml citozina

Sljede¢i korak u razvoju metode je bio optimizacija koncentracije fosfatnog pufera i
surfaktanta SDS-a i metanola. Smanjenjem koncentracije SDS-a na 50 mM, pri 20 mM
fosfatnog pufera i 10 % metanola, smanjili smo uéinkovitost razdvanja analita (Slika 15 (1))
jer se modifikacijom SDS-a utjeCe na selektivnost metode. Smanjenjem koncentracije
fosfatnog pufera na 15 mM pri koncentraciji SDS-a od 70 mM i 10 % metanola (Slika 15 (2))
postignuto je bolje razluCivanje, a najbolje razlucivanje od 0,72 je postignuto 15 mM

koncentracijom fosfatnog pufera, 80 mM SDS-om i 5 % metanolom (Slika 15 (3)).
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Slika 15. Elektroferogrami smjese standardnih otopina gemcitabina (G, 50 pug/ml) i citozina
(C, 50 pg/ml).

Uvjeti analize:

(1) 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 50 mM SDS, 10 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(2) 15 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 10 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

(3) 15 mM fosfatni pufer pH 7,0, 80 mM SDS, 5 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija
pri 275 nm, hidrodinamicko injektiranje 50 mbar, 6 s.

Ni nakon optimizacije koncentracija organskog otapala, pufera i surfaktanta nije

postignuto grani¢no razluc¢ivanje od 1,5 ni simetrican oblik pikova.

Predmet daljnjeg istrazivanja ¢e biti modifikacija uvjeta analize pomocu drugih aditiva
kojima ¢e se postici bolji oblik 1 simetrija pikova te razluc¢ivanje izmedu pikova gemcitabina i
citozina. Moze se razmotriti uvodenje unutarnjeg standarda radi iskljucenja greSke pri

injektiranju uzorka koja bi mogla utjecat na oblik pikova. Pri daljnjoj optimizaciji uvjeta
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analize odlucujudi faktori bit ¢e oblik, simetrija i razlu¢ivanje izmedu pikova, a ne vrijeme

analize jer su provedene analize trajale < 1 min.

26



5. ZAKLJUCAK

Ispitivanja 1 kontrola oneciS¢enja su sastavni dio razvoja lijekova. Gemcitabin ima
svoju monografiju u 8. izdanju Europske farmakopeje koja kao metodu za odredivanje
sadrzaja gemcitabina i oneciS¢enja navodi tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti,
uz primjenu gradijenta u trajanju od 20 minute. Cilj ovog rada je bio razviti novu, brzu i
ekoloski prihvatljivua kapilarnoelektroforetsku metodu za istovremenu identifikaciju 1
odredivanje sadrzaja gemcitabina i njegovog oneciS¢enja citozina. U ovom radu optimizirane
su vrste i koncentracije organskog otapala (acetonitril, etanol i metanol) koji se dodavani u
otopinu radnog pufera. Ispitan je dodatak neinskog surfaktanta Tritona s ciljem postizanja

simetri¢nih pikova gemcitabina i citozina.

Optimalni uvjeti analize, pri kojima su postignuti najbolji oblik i simetri¢nost pikova,
bili su 20 mM fosfatni pufer pH 7,0, 70 mM SDS, 5 % (v/v) metanol, 25 kV, 25 °C, detekcija

pri 275 nm, hidrodinamic¢ko injektiranje 50 mbar, 6 s i trajanje metode je ispod 1 minute.

Pri navedenim uvjetima nije postignuto grani¢no razlucivanje pikova gemcitabina i
oneciS¢enja citozina od 1,5 Sto ostaje analiticki izazov uz oblik 1 simetriju pikova. Predlaze se

uvodenje unutarnjeg standarda kako bi se iskljucila greska u injektiranju te modifikacija

.....

gemcitabina 1 citozina te vece razlucivanje izmedu pikova.
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7. SAZETAK /| SUMMARY

Gemcitabin (2', 2'-difluorodeoksicitidin, dFdC) je antitumorski lijek koji je analog pirimidina.
Indiciran je kod karcinoma gusterace, karcinoma pluéa nemalih stanica, karcinoma

mokra¢nog mjehura, jajnika, sarkoma mekih tkiva i non-Hodgkinovih limfoma.

Za analizu gemcitabina 1 njegovog oneciS¢enja citozina odabrana je micelarna
elektrokineticka kromatografija. U ovom radu optimizirane su vrste 1 koncentracije
organskog otapala (acetonitril, etanol i metanol) koji se dodavani u otopinu radnog pufera.
Ispitan je dodatak neinskog surfaktanta Tritona s ciljem postizanja simetri¢nih pikova
gemcitabina i citozina. Optimalni uvjeti analize su postignuti pri 20 mM fosfatnog pufera pH
7,0, 70 mM SDS-a, 5 % (v/v) metanola, primijenjenom naponu od 25 kV, 25 °C, detekciji pri
275 nm, hidrodinami¢kom injektiranju 50 mbar, 6 s. Pri navedenim uvjetima postignuto je
razlucivanje izmedu pikova gemcitabina i citozina od 0,71. Predmet daljnjeg istraZivanja bit
¢e modifikacija uvjeta analize dodatkom aditiva kojima bi postiglo bolje razlucivanje, bolji

oblik pikova i veéa simetri¢nost pikova.
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Gemcitabine (2', 2'-difluorodeoxycytidine, dFdC) is an anticancer drug which is a pyrimidine
analog. It is used in treating pancreatic cancer, non-small cell lung cancer, bladder cancer,

ovarian cancer, soft tissue sarcomas and non-Hodgkin limfoma.

Micellar electrokinetic chromatographic approach was chosen to develop a method which
would be able to separate gemcitabine and its impurity cytosine. In this research, different
types and concentrations of organic solvents (acetonitrile, ethanol and methanol), which were
added to the working buffer solution, were optimized. Triton, a neutral surfactant, was tested

with the aim of achieving symmetric peaks of gemcitabine and cytosine.

The optimum analysis conditions were achieved with 20 mM phosphate buffer pH 7,0, 70
mM SDS, 5 % (w/w) methanol, applied voltage of 25 kV, at 25 °C, detection at 275 nm and
hydrodynamical injection of 50 mbar, 6s. The resolution of gemcitabine and cytosine peaks
achieved under these conditions was 0,71. The subject of further research will be to modify
the conditions of analysis by adding additives to achieve better resolution, better shape of the

peaks and greater symmetry.
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