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KRATICE

ACS Americko kemijsko drustvo (engl. American Chemical Society)

AGREE - (engl. Analytical GREEnness Metric Approach and Software)

CZE — kapilarna zonska elektroforeza (engl. capillary zone electrophoresis)

DAD detektor s nizom dioda (engl. diode-array detector)

EOF — elektroosmotski tok (engl. electroosmostic flow)

ER — estrogenski receptor (engl. estrogen receptor)

GAPI - indeks zelenosti analitickog postupka (engl. green analytical procedure index)

GHS — Globalno uskladeni sustav razvrstavanja i oznacavanja kemikalija (engl. Globally

Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals)
HER2 — humani epidermalni faktor rasta 2 (engl. human epidermal growth factor 2)

HPCE — kapilarna elektroforeza visoke djelotvornosti (engl. high-performance capillary

electrophoresis)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid

chromatography)

HR — hormonski receptor (engl. hormone receptor)

ICH Medunarodno vijece za uskladivanje (engl. International Council for Harmonisation)
LOQ — granica odredvanja (engl. limit of quatitation)

MEKC — micelarna elektrokineti¢ka kromatografija (engl. micellar electrokinetic

chromatography)
PBT — postojanost, bioakumulacija i otrovnost (engl. persistence, bioaccumulation and toxicity)
SDS — natrijev dodecilsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

TRI — Inventar ispustanja toksi¢nih tvari (engl. Toxic Release Inventory)
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1. UVOD
1.1. Rak dojke

Rak je vode¢i svjetski uzrok smrti s procijenjenih 19,3 milijuna novih slucajeva i gotovo 10
milijuna smrti u 2020. godini. Do kraja 2020. godine 7,8 milijuna zena dobilo je dijagnozu raka
dojke u posljednjih 5 godina, a to ga ¢ini naj¢esce dijagnosticiranim zlocudnim tumorom. Sa 685
000 smrtnih slu¢ajeva u 2020. godini bio je peti vodec¢i uzrok smrtnosti od raka (Sung i sur., 2021).
U Hrvatskoj je ucestalost raka dojke kod Zena znatno visa od europskog prosjeka (94/100 000, u
odnosu na 68/100 000) (Damjanov i sur., 2014).

Karcinom dojke zlo¢udni je epitelni tumor dojke. Ve¢inom nastaje u mlije¢nim Zlijezdama ili
odvodnim kanalima koji ih povezuju s bradavicama, a posljedica je sloma regulacijskih
mehanizama koji upravljaju normalnim ponasanjem stanice. U normalnim stanicama proliferacija,
diferencijacija i prezivljavanje stanice precizno su regulirani. U stanicama raka ta je regulacija
naruSena 1 one nekontrolirano rastu, dijele se 1 Sire po ¢itavom organizmu. Maligni tumor dojke
moze se prosiriti na okolna tkiva ili udaljene dijelove organizma putem krvozilnog ili limfatickog
sustava. Naj¢esce prvo metastazira u limfne ¢vorove, stoga se obi¢no kod raka dojke vade limfni

¢vorovi kako bi se uklonila moguénost daljnjeg Sirenja.

Simptomi naj¢esc¢e nisu prisutni dok je tumor jo§ malen, a u tom je stadiju terapija najucinkovitija.
1z tog je razloga bitna rana detekcija redovitom primjenom mamografije. Najceséi je znak bolesti
prisutnost bezbolne kvrzice na dojci. U nekim slucajevima tumor se prosiri na limfne ¢vorove
ispod pazuha 1 uzrokuje kvrzicu ili oticanje ¢ak i prije nego Sto tumor u dojci postane dovoljno
velik da se osjeti. Manje Cesti simptomi ukljuc¢uju bol u grudima i trajne promjene poput oticanja,

zadebljanja ili crvenila koze, promjene bradavice te iscjedak (Www.cancer.org).

1.2. Klasifikacija raka dojke i predvidanje odgovora na terapiju

Karcinom dojke izrazito je heterogena skupina bolesti, stoga je klasifikacija bolesti neophodna za
predvidanje odgovora na terapiju i za odabir najbolje terapijske opcije. Histopatoloska klasifikacija
temelji se na morfoloSkim razli¢itostima, a ukljucuje oko 20 tipova tumora i 18 podtipova. Oko
70-80% svih karcinoma dojke pripada jednoj od 2 najcesce histoloske skupine: invazivni duktalni
karcinom ili invazivni lobularni karcinom. Histoloska Klasifikacija nije dovoljna za pouzdano

predvidanje odgovora na terapiju i prognozu bolesti jer unutar jedne skupine tumori mogu imati



razliCite znacajke. Medutim, pravilna identifikacija manje zastupljenih tipova tumora 1 varijanti

glavnih tipova olakSava odabir terapije (Viale, 2012).

Istrazivanjima raka dojke otkriveni su biomarkeri koji se mogu iskoristiti za odabir terapije.
Estrogenski receptor i receptor za epidermalni faktor rasta 2 klju¢ni su biomarkeri, a njihova se

ekspresija na tumorskim stanicama odreduje imunohistokemijskim metodama.

Estrogenski receptori (engl. estrogen receptor, ER) pripadaju steroidnim receptorima, a smjesteni
Su u jezgri stanice, gdje su vezani za sekvencu DNA i inaktivni su. U inaktivnoj konformaciji
stabiliziraju ih proteini toplinskog Soka. Kad se veze estrogen, odvoje se proteini toplinskog Soka
i dolazi do dimerizacije receptora, pri ¢emu nastali dimer djeluje kao transkripcijski faktor koji
regulira gensku ekspresiju. Neki od gena koji su regulirani steroidnim receptorima nadziru stani¢ni
rast i utjeCu na proliferaciju. Tumore koji su pozitivni na estrogenski receptor Zenski spolni
hormoni poti¢u na zlo¢udno ponasanje i rast. Hormonska terapija kod ER pozitivnih tumora dojke
podrazumijeva primjenu lijekova koji inhibiraju utjecaj spolnih hormona na tumorske stanice. Uz
ER znacajnu sposobnost predvidanja odgovora na hormonsku terapiju ima i ekspresija
progesteronskih receptora, koja je u 99% slucajeva u korelaciji s ekspresijom ER, a zajedno se
nazivaju hormonski receptori (engl. hormone receptor HR). To znaci da ¢e gotovo svi ER pozitivni

tumori eksprimirati i progesteronske receptore.

HER?2 receptor (engl. human epidermal growth factor receptor 2, HER2) transmembranski je
glikoprotein i ukljucen je u kontrolu stani¢nog rasta (Damjanov i sur., 2014). Povisena ekspresija
HER?2 receptora u korelaciji je s veCom vjerojatnosti relapsa bolesti 1 kra¢im prezivljavanjem
bolesti, a u isto vrijeme omogucuje predvidanje odgovora na terapiju protutijelima. HER2
pretjerano je eksprimiran u 15 — 20 % karcinoma dojke i to ga ¢ini dobrom metom lijekova
(Damjanov i sur., 2014). Normalne stanice slabo eksprimiraju HER2 receptore, Sto omogucuje

selektivno djelovanje lijekova koji se koriste kod HER2 pozitivnog karcinoma dojke.

S obzirom na ekspresiju navedenih biomarkera rak dojke moze biti HER2- s HR+, HER2+ s
HR+/HR- ili trostruko negativni tip. Trostruko negativni tip je onaj kod kojeg stanice nemaju ni
hormonske receptore ni povecanu ekspresiju HER2. Javlja se u oko Sestine svih bolesnica s rakom
dojke, s najagresivnijim ponasanjem i najgorom prognozom od svih podtipova raka dojke. (Teci¢

Vuger i sur., 2020).



1.3. Alpelisib

U terapiji raka dojke razlikujemo lokalne i sistemske oblike terapije. Lokalni oblici terapije
nemetastatskog tumora podrazumijevaju kirurSke zahvate i radioterapiju, koja se provodi 4 — 8
tjedana nakon operacije ako nije indicirana kemoterapija. Kirurski zahvati dijele se na one s
ocuvanjem tkiva dojke i na zahvate bez ocuvanja tkiva dojke (mastektomija). Sustavno lijecenje
metastatskih i nemetastatskih tumora ukljuc¢uje primjenu kemoterapije, terapije protutijelima i
hormonske terapije, a odabir terapije ovisi o tumorskom fenotipu, stadiju bolesti i 0 parametrima

kao $to su dob i komorbiditeti pacijentice (Separovié i sur., 2015).

Hormonska terapija indicirana je u lijecenju svih ER i PR pozitivnih tumora dojke, neovisno o
razini ekspresije hormonskih receptora. Izbor hormonske terapije temelji se prije svega na
menopauzalnom statusu pacijentica. UkljuCuje antagoniste i selektivne modulatore ER ili
inhibitore aromataze, a po potrebi i kemoterapiju. Za lijeCenje HER2 pozitivnih tumora imamo
ciljana protutijela za HER2 i inhibitore tirozin-kinaze, a ako je tumor i HR pozitivan, moze se
ukljuciti i hormonska terapija. U terapiji trostruko negativnih tumora zbog nedostatka biomarkera
temelj lije¢enja i dalje je klasi¢na citotoksi¢na kemoterapija (Serapovi¢ i sur., 2015).

Zena u postmenopauzi i muskaraca s rakom dojke koji je lokalno napredovao ili je metastazirao u
druge dijelove tijela. Moze se koristiti kod raka dojke koji je HR pozitivan i HER2 negativan, a
koji ima PIK3CA mutaciju. Kod pacijenata ¢ije tumorske stanice imaju tu mutaciju stvara se
abnormalni oblik enzima PI3K, koji stimulira diobu i nekontroliran rast tumorskih stanica.
Alpelisib je dizajniran da inhibira aktivnost abnormalnog enzima PI3K, tako smanjuje
nekontrolirani rast i $irenje raka. Primjenjuje se u kombinaciji s fulvestrantom (antagonist ER)

ukoliko se samostalna hormonska terapija pokaze neuspjeSnom (Www.ema.europa.eu)

U fazi III klini¢kih ispitivanja napravljena je studija s ukupno 572 bolesnika, pri ¢emu su neki
imali rak dojke s PIK3CA mutacijom, a drugi bez te mutacije. Za 85.6% bolesnika ukljuc¢enih u
ispitivanje smatralo se da imaju bolest rezistentnu na hormonsku terapiju. Tijekom ispitivanja
jedan dio bolesnika primao je alpelisib s fulvestrantom, a ostali su primali placebo u kombinaciji
s fulvestrantom. Rezultati su ukazali na klinicku uéinkovitost alpelisiba jer je ukupna stopa
odgovora u skupini koja je primala alpelisib s fulvestrantom bila 35.7%, a 16.2% u skupini koja je

primala placebo s fulvestrantom (www.ema.europa.eu)


http://www.ema.europa.eu/
http://www.ema.europa.eu/

Alpelisib ima molekulsku masu 441,5 g/mol. On je baziéna molekula, a pKa vrijednosti
konjugiranih kiselina iznose 3,3 i 9,4. Ima malu topljivost u vodi, najvecu pri pH 1 (3,42 mg/mL)
jer pri tako niskoj pH-vrijednosti ima 2 pozitivno nabijene skupine. Ukoliko je pH 3 ili vise,
prakticki je netopljiv (0,02 mg/mL) u vodi (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Alpelisib).
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Slika 1. Alpelisib

1.4. Kapilarna elektroforeza

1.4.1. Nacelo tehnike kapilarne elektroforeze

Kapilarna elektroforeza visoke djelotvornosti (engl. high-performance capillary electrophoresis,
HPCE) relativno je nova separacijska i kvantifikacijska analiticka tehnika. Elektroforeza je
razdvajanje nabijenih Cestica na temelju razliCite brzine kretanja u vanjskom elektriénom polju.
Prvi elektroforetski eksperimenti provedeni su jo$ u 18. stoljecu. Arne Tiselius 1948. godine dobio
je Nobelovu nagradu za upotrebu elektroforeze u razdvajanju proteina u otopini, a 1981. godine
znanstvenici Mikkers, Jorgenson i Tsud razvili su instrument kapilarne elektroforeze kakvim se i
danas koristimo. Primjenom kapilarne elektroforeze uklonili su se neki problemi klasi¢ne
elektroforeze, npr. smanjilo se pregrijavanje pri visokim naponima (chem.libretexts.org). To je
dovelo do veceg interesa znanstvenika za daljnjim razvojem tehnike. Tehnika je 2002. godine
uvrstena u 4. izdanje Europske farmakopeje. Iako ima brojne prednosti u odnosu na tekuc¢insku
kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. high performance liquid chromatography, HPLC), za
razliku od nje rijetko se koristi u rutinskim analizama (Serti¢, 2013). Prednosti kapilarne
elektroforeze nad HPLC tehnikom jesu krace vrijeme analize i potreba za manjim volumenima
otapala i uzorka, zbog ¢ega je financijski i ekoloski prihvatljivija. lako se ne koristi u rutinskim

svakodnevnim analizama, ima vrlo Siroku primjenu u farmaciji jer omogucuje analizu svih vrsta


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Alpelisib
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical_Chemistry/Supplemental_Modules_(Analytical_Chemistry)/Instrumentation_and_Analysis/Capillary_Electrophoresis

analita: proteina, peptida, nukleinskih kiselina, ali i malih organskih molekula kao $to su molekule

lijekova, anorganskih iona i dr. (Dami¢ i Nigovi¢, 2010).

Osnovni je princip tehnike putovanje elektri¢ki nabijenih ¢estica prema jednoj od elektroda pod
djelovanjem elektricnog polja visokog potencijala (10-30 kV). Analiti se u kapilari ispunjenoj
otopinom elektrolita razdvajaju na temelju brzine kojom putuju kroz kapilaru zbog razlicite

elektroforetske pokretljivosti. Taj se odnos moze prikazati sljede¢im izrazom:
v=uE 1)

gdje je v brzina kretanja Cestice u kapilari, u je elektroforetska pokretljivost Cestice, a E je jakost

primijenjenog elektricnog polja.

Jakost primijenjenog elektri¢nog pola (E) ovisi 0 naponu koji se primijeni i duljini kapilare:

%4
E=Z (2)

gdje je V' primijenjeni napon u voltima, a L je duljina kapilare.

Elektroforetska pokretljivost dana je sljede¢im izrazom:

u=— @3)

o énnr

gdje je g naboj Cestice koja putuje kroz kapilaru, 7 je hidrodinamicki polumjer Cestice (Stokesov

polumjer), a 77 je viskoznost otopine elektrolita.

Ako se povezu jednazbe (1), (2) 1 (3), dobije se izraz za brzinu putovanja analita kroz kapilaru:

_ —__a v
vep - ‘LlepE - 67-[77‘r L (4)

Dakle, brzina putovanja analita u kapilari duljine L, ispunjenoj otopinom elektrolita viskoznosti 77
i uz primijenjen napon V, ovisi o njihovom naboju i hidrodinami¢kom radijusu. 1z jednadZzbe (4)
je jasno da je brzina migracije veca Sto je radijus manji, a naboj Cestice veci. Na radijus ne mozemo
utjecati, ali na naboj Cestice mozemo odabirom pH vrijednosti otopine elektrolita. Primjerice,
ukoliko je analit kiselog karaktera, povisenjem pH vrijednosti povecat ¢e se udio ioniziranog

oblika analita, a time ¢e se povecati i njegova elektroforetska pokretljivost.



Gledajuéi izraz za brzinu putovanja Cestice, ¢ini se kao da se samo nabijeni analiti mogu kretati
kroz kapilaru. Medutim, neutralni analiti takoder putuju kapilarom zbog elektroosmotskog toka.
Elektroosmotski tok (engl. electroosmostic flow, EOF) jest tok Cistog pufera u kapilari, a posljedica
je povrsinskog naboja na unutrasnjoj stijenci kapilare (Serti¢, 2013). Unutrasnja povrsina stijenke
kapilare ima na sebi velik broj silanolnih skupina. Silanolne grupe mogu biti negativno nabijene,
a udio silanolnih grupa u anionskoj formi povecava se s poviSenjem pH vrijednosti otopine
elektrolita zbog deprotoniranja. Elektroosmotski tok javlja se kad je pH otopine pufera veéi od 3
jer tad SiOH grupe postaju SiO™ ioni. EOF je najjaci kad je pH veci od 9 jer su tad sve silanolne
grupe ionizirane (chem.libretexts.org). Na te negativno nabijene silanolne grupe na unutarnjoj
povrsini stijenke privuceni su pozitivno nabijeni ioni iz elektrolitske otopine kojom je kapilara
ispunjena. Na taj nacin nastaje elektricni dvosloj koji se sastoji od c¢vrstog dijela 1
difuzijskog/mobilnog dijela. Cvrsti dio ¢ine kationi privuceni uz negativno nabijene silanolne
skupine, a u difuzijskom dijelu javljaju se kationi i anioni. Kad se na krajevima kapilare primijeni
napon, kationi u difuzijskom dijelu dvostrukog sloja bivaju privuceni prema katodi koja je
negativno nabijena (Slika 2). S obzirom na to da su kationi u difuzijskom sloju otopljeni, oni
kretanjem prema katodi povlace za sobom i okolnu tekué¢inu. Kretanje okolne tekuéine osigurava

da se i neutralni i negativno nabijeni analiti kre¢u prema katodi (Damic¢ i Nigovi¢ 2010).
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Slika 2. Pojednostavljeni prikaz elektroosmotskog toka (www.brainkart.com)


https://chem.libretexts.org/
http://www.brainkart.com/

Velika prednost elektroosmotskog toka je to da se zbog njega svi analiti, neovisno o naboju, krecu
u istom smjeru, odnosno prema katodi. Kationi prvi dolaze do detektora, nakon toga slijede
neutralne Cestice, a najsporije putuju anioni (Slika 3). lako je elektroforetska pokretljivost aniona
usmjerena prema anodi (pozitivno nabijena elektroda), oni putuju kao i ostale Cestice prema katodi.
To se dogada zbog toga Sto je elektroosmotski tok jaci od elektroforetske pokretljivosti, tj. vise
pridonosi kretanju ¢estice u kapilari, a uvijek je usmjeren prema katodi. Kationi putuju najbrze jer
su EOF i njihova elektroforetska pokretljivost u istom smjeru, tj. prema katodi. Neutralne molekule

razli¢itih promjera ne razdvajaju se u kapilari za razliku od nabijenih Cestica.
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Slika 3. Razlika u brzini putovanja analita kroz kapilaru (Kizilkaya, 2012)

Tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode provodi se optimizacija parametara koji
utjeCu na elektroosmotski tok i elektroforetsku pokretljivost. To su vrsta i koncentracija pufera,
pH pufera, dodatak organskih otapala, vrsta i koncentracija surfaktanta, napon i temperatura pri

kojima se odvija analiza.

1.4.2. Uredaj za kapilarnu elektroforezu
Uredaj za kapilarnu elektroforezu sastoji se od termostatirane kapilare, visokonaponskog izvora
istosmjerne struje, dvije elektrode, ulaznog i izlaznog spremnika (vijalice) za pufer, sustava za

uno$enje uzorka, sustava za izmjenu pufera i detektora (Slika 4).

Iz ulaznog spremnika pufer ulazi u kapilaru, a nakon izlaska iz kapilare skuplja se u izlaznom
spremniku. Sustav za unoSenje uzorka odgovoran je za injektiranje uzorka s analitima koje Zelimo
razdvojiti i odrediti. Krajevi kapilare uronjeni su u otopine pufera, a preko elektroda se uspostavlja
elektricni napon koji uzrokuje elektricno polje kroz kapilaru. Nakon razdvajanja dolazi do
detekcije analita. U kapilarnoj elektroforezi moze se koristiti nekoliko vrsta detektora, ovisno o

vrsti analita. Najcesce se koriste UV-Vis detektor, fluorescencijski detektor, maseni spektrometar



ili povrsinski poboljSana raman spektroskopija. Kapilare mogu biti duljine od 10 do 110 cm, a
unutarnji promjer moze biti od 50 do 300 um. Najcesce se koriste kvarcne kapilare tankih stijenki,

a kapilare mogu biti izradene i1 od fluorirane ugljikovodi¢ne smole (Serti¢, 2013).
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Slika 4. Shema uredaja za kapilarnu elektroforezu: termostatirana kapilara (1), visokonaponski

izvor istosmjerne struje (2), dvije elektrode (3), ulazni i izlazni spremnik za pufer (4), sustav za

unosenje uzorka (5), sustav za izmjenu pufera (6) i detektor (7) (Damic¢ i Nigovi¢, 2010).

1.4.3. Kapilarna zonska elektroforeza
Postoji vise vrsta kapilarne elektroforeze, a najzastupljenije su kapilarna zonska elektroforeza
(engl. capillary zone electrophoresis, CZE) i micelarna elektrokineti¢ka kromatografija (engl.

micellar electrokinetic chromatography, MEKC).

Kapilarna zonska elektroforeza najjednostavniji je oblik kapilarne elektrofreze. Kapilara je
ispunjena samo otopinom pufera odredene koncentracije i pH vrijednosti, a analiti se razdvajaju
zbog razlicite elektroforetske pokretljivosti u otopini. Brzina kojom se analiti kre¢u kroz kapilaru
ovisi 0 elektroforetskoj pokretljivosti analita i o brzini elektroosmotskog toka otopine pufera.
Ovom tehnikom mogu se odijeliti samo elektricki nabijene Cestice. Neutralni analiti ne mogu se

razdvojiti ovom metodom niti se mogu detektirati.

1.4.4. Micelarna elektrokineticka kromatografija
Micelarna elektrokineticka kromatografija tehnika je koja se moze iskoristiti i za analizu neutralnih
molekula jer omogucava i njihovo razdvajanje. U otopinu pufera dodaju se povrsinski aktivne tvari

(surfaktanti) u koncentraciji koja je veca od kriticne micelarne koncentracije (CMC). Kad je



koncentracija surfaktanta veca od kriti¢ne micelarne koncentracije, nastaju micele u koje se analiti
mogu uklopiti na razli¢ite nacine. Micele su kugli¢cne tvorbe koje se sastoje od hidrofilnog i
hidrofobnog dijela. Hidrofilni dio u kontaktu je s okolnom vodom, a hidrofobni dio ¢ine hidrofobni
repovi molekula surfaktanta koji su usmjereni prema unutrasnjosti micele (Slika 5). U MEKC-u
dolazi do razdvajanja neutralnih analita zbog razliCite interakcije neutralnih molekula s micelama.
Natrijev dodecilsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) ¢esto je koriSten anionski surfaktant.
Kad se koriste anionski surfaktanti, formiraju se micele koje imaju negativan naboj na povrsini.
Zbog negativnog naboja elektroforetska pokretljivost takvih micela usmjerena je prema anodi, ali
ipak putuju prema katodi i detektoru zahvaljujuéi djelovanju elektroosmotskog toka. Brzina kojom
se neutralni analiti kre¢u u MEKC-u ovisi 0 Konstanti raspodjele izmedu micele i okolne vodene
otopine. Razli¢ite konstante raspodjele uvjetuju i razlicite brzine kretanja neutralnih molekula.
Nabijeni analiti takoder stupaju u interakcije s micelama (hidrofobne i elektrostatske), stoga
njihova brzina putovanja kroz kapilaru ovisi ne samo o elektroforetskoj pokretljivosti, ve¢ i o

konstanti raspodjele izmedu micela i1 otopine pufera.

1.5. Pregled postojec¢ih metoda za analizu alpelisiba

Otkad je alpelisib sluzbeno registriran, objavljen je vrlo mali broj analiti¢kih metoda za njegovu
analizu, svega tri metode tekucinske kromatografije i sve su primijenjene na bioloskim uzorcima
u razli¢itim pretklinickim eskperimentima. Razvijena je metoda tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti s fluorescentnim detektorom (eng. High-performance liquid chromatography with
fluorescence detection, HPLC-FLD), koja je posluzila za odredivanje alpelisiba u bioloskim
uzorcima miseva te za pracenje in vivo farmakokinetike alpelisiba (Seo i sur., 2021). Zatim je
razvijena metoda tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti spregnuta sa
spekrometrijom masa (eng. Ultraperformance liquid chromatography tandem mass spectrometry,
UPLC-MS/MS) za analizu sadrzaja alpelisiba u plazmi Stakora, $to je znanstvenicima posluzilo za
pracenje interakcije alpelisiba i ketokonazola, odnosno utjecaja ketokonazola na plazmatsku
koncentraciju alpelisiba (Wang i sur., 2021). Tre¢a do sada objavljena analiticka metoda je metoda
tekucinske kromatografije u sprezi sa spektrometrijom masa za analizu alpelisiba u uzorku plazme
misa i Covjeka, a posluzila je za proucavanje metabolickog profila lijeka u in vitro uvjetima i in

vivo farmakokinetike u miSevima (Lee 1 sur.).



Do sada nije razvijena nijedna kapilarnoelektroforetska metoda za analizu alpelisiba niti je
objavljena ijedna analiticka metoda koja se primjenjuje za kontrolu kvalitete i kvantitativno

odredivanje alpelisiba u gotovim ljekovitim oblicima.

1.6. Zelena kemija

Zelena kemija podrazumijeva osmisljavanje, razvoj i primjenu kemijskih tvari i tehnika koje
smanjuju ili u potpunosti eliminiraju uporabu kemikalija opasnih za ljudsko zdravlje i okolis.
Opasne kemikalije mogu biti supstancije mutagenih i kancerogenih svojstava, zapaljive,
eksplozivne i korozivne tvari, tvari koje uzrokuju akutnu i kroni¢nu toksi¢nost te one koje zagaduju
okolis, negativno utjecu na globalno zatopljenje i klimatske promjene. Prednost u zelenoj kemiji
imaju analiti¢ki postupci u kojima se koriste vodena otapala i §to manji broj reagensa (Keith i sur.,

2007).

Postoji nekoliko smjernica za procjenu zelenosti analiticke metode, a jednu od njih razvio je
Institut za zelenu kemiju Americkog kemijskog drustva (engl. American chemical society, ACS).

Prema smjernicama ACS-a Cetiri kriterija smanjuju zelenost metode:

1) uporaba toksi¢nih tvari koje se teSko razgraduju i akumuliraju u zivim organizmima
(engl. persistence, bioaccumulation and toxicity, PBT)

2) uporaba opasnih tvari, prisutnih na TRI listi (Toxics Release Inventory)

3) uporaba korozivnih tvari (ako je pH manji od 2 ili ve¢i od 12 tijekom analize)

4) koli¢ina otpada veéa od 50 grama u jednoj analizi.

Uzimajuéi u obzir ta Cetiri kriterija, zelenost metode moZe se vizualno prikazati koriStenjem
simbola kruga koji se sastoji od Cetiri kvadranta: waste, hazardous, corrosive, PBT. Ukoliko je
kriterij u skladu sa smjernicama zelene kemije, boja pripadajuceg kvadranta je zelena, a ako nije,

kvadrant nije obojan.

Sljede¢a metoda za procjenu zelenosti jest Eco-Scale. Ta metoda koristi podatke iz Globalno
uskladenog sustava razvrstavanja i oznacivanja kemikalija (Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals, GHS). Idealan zeleni analiti¢ki postupak ima rezultat
od 100 bodova, a bodovi se oduzimaju za kemikalije i procese koji odstupaju od idealne zelene
analiticke metode. Rezultat od 100 moze dobiti analiticka metoda u kojoj se ne koriste opasne

kemikalije (za okolis ili ljude), u kojoj je potro$nja energije manja od 0,1 kWh po analizi i u kojoj
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nema proizvodnje otpada. Rezultat veci od 75 odli¢nu zelenost, a ve¢i od 50 oznacava prihvatljivu
zelenost (Gatuszka i sur., 2012). Kemikalije kori$tene u analizi ocjenjuju se s obzirom na opasnost
za zdravlje i1 okoli$, odnosno prema broju piktograma koji oznacavaju razlicite opasnosti. Za svaki

se piktogram ispitivanoj analitickoj metodi oduzimaju bodovi.

Za procjenu zelenosti analiticke metode moze se koristiti i indeks zelene analiticke procedure
(engl. green analytical procedure index, GAPI). GAPI procjenjuje zeleni karakter cijele analiticke
metodologije, od prikupljanja uzorka do kona¢nog odredivanja. Za prikaz zelenosti svakog koraka
u analitickom procesu koristi se piktogram koji se sastoji od pet pentagrama (Slika 5). Takav
vizualni prikaz vrlo je prikladan zbog toga $to omogucava brzu usporedbu zelenosti razli¢itih
analitickih metoda — §to je metoda zelenija, to je zeleniji i piktogram (Mlinaric¢ i sur., 2022; Ptotka-

Wasylka, 2018.).

Slika 5. Primjer piktograma metode GAPI

AGREE metoda (engl. Analytical GREEnness Metric Approach and Software) Cetvrta je metoda
koja omogucuje procjenu zelenosti analiticke metode. Metoda AGREE uzima u obzir 12 kriterija
zelene analitiC¢ke kemije. Neki od njih su prikupljanje uzorka, udaljenost analitickog instrumenta
od mjesta prikupljanja uzorka, koli¢ina generiranog otpada, tehnike pripreme uzorka za analizu,
potro$nja elektri¢ne energije po analizi, broj analiza koje se mogu izvrSiti U sat vremena, porijeklo
1 toksi¢nost reagensa. Prednost AGREE metode naspram drugih je §to omoguc¢ava analitiaru da
sam procijeni vaznost pojedinog kriterija pridavanjem odredenog tezinskog faktora (Pena-Pereira

i sur., 2020). Kao rezultat ispitivanja zelenosti dobiva se piktogram (Slika 6) koji prikazuje
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brojcani rezultat zelenosti ispitivane analiticke metode, zelenost svakog od 12 ispitanih kriterija i
pripadajucu tezinu svakog kriterija koju je procijenio analitiCar.

1.0

Slika 6. Primjer piktograma metode AGREE (Pena-Pereira i sur., 2020)

12



2. OPCI 1 SPECIFICNI CILJEVI RADA
Rak dojke jedan je od vodecih uzroka smrtnosti u svijetu. Postoji nekoliko skupina lijekova koji
se koriste kod karcinoma dojke, a jedan od novijih je alpelisib, koji je odobren 2019. godine od

strane Americke agencije za hranu i lijekove.

S obzirom na to da je alpelisib registriran tek nedavno, postoji potreba za razvojem analitickih
metoda za analizu njegova sadrzaja u gotovim ljekovitim oblicima. Da bi lijek udovoljio
zahtjevima farmaceutske kakvoce, sadrzaj djelatnih 1 pomo¢nih tvari u lijeku mora biti unutar
propisanih granica (Nigovi¢ i sur., 2022). Otkad je alpelisib registriran, objavljene su tek tri
validirane metode za analizu alpelisiba. Radi se o bioanalitickim metodama koje su razvijene za
analizu alpelisiba u uzorcima misje i ljudske plazme, a posluzile su za prac¢enje farmakokinetike 1
metabolizma lijeka. Nije objavljena nijedna metoda za odredivanje alpelisiba u gotovom
farmaceutskom obliku niti je objavljena ijedna kapilarnoelektroforetska metoda. U okviru ovog
istrazivackog rada prvi put ¢e se razviti, optimizirati i validirati kapilarnoelektroforetska metoda
za identifikaciju i kvantitativno odredivanje alpelisiba u gotovom farmaceutskom obliku.
Kapilarna elektroforeza odabrana je jer je ucinkovita, brza i ekoloski prihvatljiva analiticka

metoda.

Specificni ciljevi ovog rada u svrhu optimizacije nove kapilarnoelektroforetske metode
obuhvacaju ispitivanje utjecaja koncentracije pufera, dodatka i koncentracije surfaktanta, dodatka
organskog otapala, temperature i primijenjenog napona na brzinu analize, razlucivanje, oblik i
simetriju pikova. Nakon optimizacije cilj je napraviti validaciju metode u skladu sa smjernicama
Medunarodnog vijeCa za uskladivanje (engl. International Council for Harmonisation, ICH).
Validacija ukljucuje ispitivanje linearnosti, granice odredivanja i dokazivanja, preciznosti, to¢nosti
11zdrZljivosti. Nakon §to se optimizira i validira metoda, cilj je jo§ ispitati i zelenost metode prema

objavljenim smjernicama.

Konacni je cilj primijeniti razvijenu, optimiziranu i validiranu metodu za analizu sadrzaja

alpelisiba u gotovom ljekovitom obliku, odnosno u tableti.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

metanol, ¢istoce za tekuéinsku kromatografiju (CARLO ERBA Reagents)
acetonitril, ¢istoce za tekucinsku kromatografiju (CARLO ERBA Reagents)
ultracista deionizirana voda provodljivosti 0,055 uS/cm

natrijev tetraborat dekahidrat (Kemika)

natrijev dodecilsulfat (SIGMA)

otopina natrijeva hidroksida koncentracije 1 mol/L (Agilent Technologies)

3.1.2. Standarne supstancije i gotovi ljekoviti oblici

4-aminobenzojeva kiselina (Fluka)
alpelisib (MedChemEXxpress)

Pigray 50 mg filmom obloZene tablete alpelisiba (Novartis)

3.1.3. Radni instrumenti i pribor

sustav za kapilarnu elektroforezu (G100A) s integriranim detektorom niza dioda
(Agilent Technologies)

kapilara od izvu¢enog kvarca, unutarnjeg promjera 50 um (Agilent Technologies)

CE Capillary Burner EK 1,2 (Electro-kinetic Technologies)

vijalice/bocice za otopine radnog pufera i otopine standarda; plasticne od 1 mL,
staklene od 1,5 mL (Agilent Technologies)

sustav za proc¢is¢avanje vode (Waterpro — Labonco)

ultrazvuéna kupelj (Elma xtra TT Elmasonic)

vortex mjesalica (IKA vortex 2)

analiticka vaga AG245 na Cetiri decimale (Mettler Toledo)

odmjerne tikvice od 50 i 100 mL

Eppendorf plasti¢ne epruvete od 1,5 mL (Eppendorf)

politetrafluoroetilenski filteri za Sprice, veli¢ina pora 0,2 um (VWR®)

Sprice od 10 mL (Becton Dickinson)
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o mikropipete (automatske pipete), promjenjivi volumen 0,5 — 10, 20 — 200 i 100 — 1000
ML (Rainin)
o nastavci za mikropipete od 10, 200 i 1000 pL (Rainin)

3.1.4. Programski paketi
e program 3D CE/MSD ChemStation, ver. A 10.02 (Agilent Technologies)
e Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft)

3.2. Metode

3.2.1. Priprema radnog pufera za analizu

Za izradu radnog pufera prethodno su pripremljene dvije otopine: otopina boratnog pufera i
otopina surfaktanta SDS-a (natrijeva dodecilsulfata). Otopina boratnog pufera koncentracije 100
mM pripremljena je u odmjernoj tikvici od 50 mL otapanjem odgovaraju¢e mase natrijeva
tetraborata dekahidrata u ultracistoj vodi. Tako pripravljena otopina cuvana je na sobnoj
temperaturi i bila je stabilna tijekom razvoja, optimizacije i validacije metode. Otopina SDS-a
koncentracije 100 mM takoder je pripremljena u odmjernoj tikvici od 50 mL otapanjem
odgovaraju¢e koli¢ine SDS-a u ultracistoj vodi. Otopina SDS-a isto je ¢uvana na sobnoj
temperaturi i bila je stabilna za vrijeme izvodenja rada. Kako bi se ubrzao proces otapanja natrijeva
tetraborata dekahidrata i SDS-a, tikvice su stavljene u ultrazvuénu kupelj na pola sata. Otopine
boratnog pufera i SDS-a svaki su dan prije pripreme radnog pufera podvrgnute sonifikaciji u
ultrazvucnoj kupelji te su nakon toga profiltrirane kroz injekcijske filtere s porama veli¢ine 0,2
um. Otopine radnih pufera pripravljene su mijeSanjem odgovaraju¢ih volumena otopine boratnog
pufera, otopine surfaktanta, ultraciste vode i metanola. Za uzimanje odgovarajuc¢ih volumena

koristene su automatske pipete.

3.2.2. Priprema radnih standardnih otopina za analizu

Prije pripreme radnih standardnih otopina pripravljene su mati¢ne standardne otopine alpelisiba i
4-aminobenzojeve kiseline u metanolu. Mati¢na standardna otopina alpelisiba pripravljena je
otapanjem odgovaraju¢e mase alpelisiba u metanolu u odmjernoj tikvici volumena 10 mL te je
tako dobivena metanolna otopina alpelisiba koncentracije 0,5 mg/mL. Mati¢na standardna otopina
4-aminobenzojeve kiseline pripremljena je na isti nacin kako bi se dobila metanolna otopina 4-
aminobenzojeve kiseline koncentracije 0,5 mg/mL. Mati¢ne standardne otopine ¢uvane su u

hladnjaku na temperaturi od 4 do 8 °C i bile su stabilne mjesec dana. Radne standardne otopine
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pripremane su svaki dan neposredno prije po¢etka mjerenja mijeSanjem odgovarajucih volumena
mati¢nih standardnih otopina s metanolom, ultracistom vodom i acetonitrilom, pri ¢emu je omjer
metanola, acetonitrila i vode u radnoj standardnoj otopini bio 49:11:40. Mati¢ne standardne
otopine i koriStena otapala profiltrirani su kroz injekcijske filtre s porama veli¢ine 0,2 pm prije
izrade radne otopine. Za uzimanje odgovarajuc¢ih volumena mati¢nih standardnih otopina i otapala

koristene su automatske pipete.

3.2.3. Priprema gotovog ljekovitog oblika za analizu

Jedna tableta alpelisiba sadrzavala je dozu od 50 mg alpelisiba u ukupnoj masi tablete od 126,87
mg. Tableta je prvo usitnjena u tarioniku do nastanka finog praha, a zatim je u odmjernu tikvicu
od 25,0 mL prebacena odgovarajuca koli¢ina praha koja sadrzi 12,5 mg alpelisiba. U istu je tikvicu
dodano 12,5 mg 4-aminobenzojeve kiseline. U tikvicu je zatim dodano 10 mL metanola, nakon
¢ega je stavljena u ultrazvuénu kupelj na 30 minuta kako bi se pospjesila ekstrakcija alpelisiba iz
usitnjenog praha i otapanje 4-aminobenzojeve kiseline u metanolu. Nakon toga je odmjerna tikvica
nadopunjena metanolom do oznake i tako je dobivena otopina alpelisiba i 4-aminobenzojeve
kiseline, pri ¢emu je koncentracija i jedne i druge supstancije u otopini bila 0,5 mg/mL.
Naposljetku je jo$ provedena filtracija kroz injekcijske filtere s porama veli¢ine 0,2 um kako bi

se uklonile pomo¢ne tvari iz tablete koje se ne otapaju u metanolu.

3.2.4. Uvjeti kapilarnoelektroforetske analize

Koristena je kapilara od izvucenog kvarca, duljine 37 cm i unutarnjeg promjera 50 um. Put od
pocetka kapilare do detektora iznosio je 28,5 cm te je na toj udaljenosti odstranjen dio vanjskog
sloja kapilare kako bi se omogucio prolazak elektromagnetskog zraCenja iz detektora s nizom
dioda (eng. diode-array detector, DAD) kroz otopinu u kapilari. Optimalna temperatura u kapilari
i optimalni napon odabrani su tijekom razvoja metode. Injektiranje standardne radne otopine u
kapilaru vrsilo se pod tlakom od 50 mbar u trajanju od 6 sekundi. Detekcija se vrSila uz DAD na

valnoj duljini od 216 nm. Sva su mjerenja provedena u triplikatima.

Prije prvog koristenja nova je kapilara isprana metanolom 10 minuta, otopinom natrijeva
hidroksida koncentracije 1 M 10 minuta, ultra¢istom vodom 10 minuta i1 na kraju radnim puferom
20 minuta. Na pocetku svakog dana kapilara je isprana otopinom NaOH koncentracije 0,1 M,
ultrac¢istom vodom i radnim puferom, pri ¢emu je svako ispiranje trajalo 10 minuta. Prije svake

nove analize kapilara se ispirala otopinom radnog pufera u trajanju od 5 minuta kako bi se osigurala

16



ponovljivost rezultata analize, odnosno ponovljivost migracijskih vremena analita 1 razlu¢ivanja
izmedu pikova tijekom uzastopnih analiza s istim sastavom pufera. U slu¢aju promjene sastava
radnog pufera kapilara je prije nove analize isprana 15 minuta novom otopinom radnog pufera. Na
kraju svakog dana kapilara je isprana 20 minuta ultracistom vodom, a nakon ispiranja krajevi

kapilare uronjeni su u vijalice s ultracistom vodom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odabir unutarnjeg standarda

Unutarnji standard supstancija je koja je prisutna u svakom uzorku zajedno s analitima koji se
odreduju, a prisutna je uvijek u istoj koncentraciji. Koristi se kako bi se povecala preciznost
kvantitativnog odredivanja, odnosno kako bi se smanjile greske analize koje mogu nastati uslijed
oscilacija napona mreze, isparavanja organskog otapala u uzorku, promjene u volumenu
injektiranja i ostalih ¢imbenika koji mogu utjecati na rezultat analize. U metodi kapilarne
elektroforeze injektiraju se nanolitarske koli¢ine uzorka, stoga jako mala promjena volumena
injektiranja moze znatno utjecati na rezultat analize. Idealni unutarnji standard bio bi onaj na Ciji
bi signal navedeni ¢imbenici jednako utjecali kao i na signal analita koji se odreduju. U ovom je
radu kao unutarnji standard odabrana 4-aminobenzojeva kiselina jer je rije¢ o maloj molekuli s

dvije funkcionalne skupine, koja ima kratko vrijeme migracije.

4.2. Optimizacija koncentracije boratnog pufera
Za razvoj metode odabran je boratni pufer pH vrijednosti 9,3. Odabran je jer su pri tako visokoj
pH-vrijednosti silanolne skupine na unutra$njoj stijenci kapilare deprotonirane, a to pojacava

elektroosmotski tok i ¢ini analizu brzom (chem.libretexts.org).

Prvi ispitivani parametar tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode bila je
koncentracija boratnog pufera. Koncentracija boratnog pufera utjece na elektroosmotski tok u
kapilari na nadin da se njenim povecanjem smanjuje elektroosmotski tok te se posljedi¢no
produzuju vrijeme migracije analita i trajanje analize. Iako je jedan od ciljeva analiticke metode
da bude Sto kraca, potrebna je dovoljno visoka koncentracija pufera jer primjenom preniske
koncentracije pufera moze do¢i do adsorpcije uzorka na stijenku kapilare, §to moze onda dovesti
do Sirenja pikova, neto¢nog odredivanja sadrzaja i propadanja kapilare (Serti¢, 2013). Zbog toga
je najmanja ispitivana koncentracija boratnog pufera u ovom radu bila 15 mM. S druge strane, ako
se primjenjuju previsoke koncentracije pufera, povecava se jakost struje i moze do¢i do Jouleova
zagrijavanja kapilare. Jouleovo zagrijavanje povecava temperaturu i uzrokuje temperaturne
gradijente u kapilari. Zbog toga elektroosmotski tok nije viSe ujednacen u kapilari, a to se odrazava

na rezultate analize (Xuan i Li, 2004).
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Ispitivan je boratni pufer u koncentracijama od 15 mM do 50 mM. Racunalnim softverom
Chemstation odredena su migracijska vremena alpelisiba i 4-aminobenzojeve Kkiseline te
razluc¢ivanje medu njima. U rasponu koncentracije pufera od 15 mM do 40 nije bilo znacajnih
promjena u migracijskim vremenima. Tek se pri koncentraciji pufera od 45 mM vidi znacajno
povecéanje vremena migracije i alpelisiba i 4-aminobenzojeve kiseline kao unutarnjeg standarda,

¢ime je produljeno i vrijeme trajanja analize (Slika 7).
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Slika 7. Graficki prikaz ovisnosti vremena migracije o koncentraciji boratnog pufera

Osim migracijskog vremena, kljucan je ¢imbenik pri odabiru optimalne koncentracije pufera
razluéivanje izmedu pikova, odnosno uéinkovitost njihova razdvajanja. Ukoliko je razlucivanje
vece od 1,5, pikovi analita smatraju se uspjes$no razdvojenima. Na Slici 8 moze se vidjeti da je
jako dobro razlucivanje alpelisiba i 4-aminobenzojeve kiseline postignuto pri svim ispitanim
koncentracijama boratnog pufera. Oblik i simetrija pikova takoder su bili odgovarajuci pri svim

ispitanim koncentracijama.
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Slika 8. Graficki prikaz ovisnosti razlucivanja pikova o koncentraciji boratnog pufera

S obzirom na to da je razlucivanje alpelisiba i 4-aminobenzojeve kiseline pri svim ispitanim
koncentracijama pufera bilo jako veliko (Rs > 10), odabir bilo koje koncentracije pufera u rasponu
od 15 mM do 40 mM bio bi prihvatljiva opcija. Pri koncentraciji pufera od 45 mM i 50 mM
produljeno je vrijeme analize, stoga te koncentracije nisu optimalne. Odabrana je koncentracija
boratnog pufera od 25 mM. Ta je koncentracija znatno ve¢a od onih pri kojima moze do¢i do
adsorpcije uzorka na stijenku kapilare, a pri vis$im koncentracijama vidi se ve¢i porast struje u

kapilari, pa je povecan rizik od Jouleova zagrijavanja.

4.3. Utjecaj dodatka surfaktanta
Nakon optimizacije koncentracije boratnog pufera ispitan je utjecaj dodatka surfaktanta SDS-a na
oblik i simetriju pikova, migracijska vremena alpelisiba i unutarnjeg standarda te na razlucivanje

medu njima.

SDS je anionski surfaktant, a u otopinu se dodaje u koncentraciji koja je ve¢a od kriti¢ne micelarne
koncentracije jer tek tada nastaju micele u koje se analiti mogu uklopiti. Kod SDS-a kriti¢na
micelarna koncentracija iznosi oko 8,2 mM (Markarian i sur., 2005). Povrsina formiranih micela
SDS-a negativno je nabijena i njihova je elektroforetska pokretljivost usmjerena prema anodi.
Medutim, micele putuju prema katodi i detektoru kao i sve druge Cestice jer je u bazi¢nom radnom

puferu koji je koristen elektroosmotski tok prema katodi ja¢i od elektroforetske pokretljivosti.
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Uklapanjem cCestica u micele mijenja se njihova brzina kretanja i vrijeme zadrzavanja u kapilari.
Razlog tomu je $to sad brzina kretanja ne ovisi vise samo o elektroforetskoj pokretljivosti
pojedinih Cestica i ja¢ini elektroosmotskog toka u kapilari, ve¢ i o konstanti raspodjele Cestica
izmedu micela i okolne vodene faze. Korist primjene surfaktanta najveca je u sluéaju kada se u
uzorku nalaze neutralni analiti, koji se ne mogu ni razdvojiti ni detektirati u kapilarnoj zonskoj
elektroforezi, ili kad nije postignuto zadovoljavajuce razdvajanje nabijenih Cestica u otopini
pufera. No dodatak surfaktanta u otopinu radnog pufera i njegov utjecaj korisno je ispitati i kod
nabijenih analita koji se mogu analizirati kapilarnom zonskom elektroforezom, upravo zbog
¢injenice da pokretljivost analita vise ne ovisi samo o njihovom naboju, odnosno o njihovoj
elektroforetskoj pokretljivosti, ve¢ je kombinacija oba utjecaja, i elektroforetske pokretljivosti
nabijenog analita i njegova afiniteta za micelu. Utjecaj dodatka surfaktanta u otopinu radnog
pufera Cesto moze poboljsati topljivost analita, oblik i simetriju pika analita te promijeniti

selektivnost metode.

U ovom radu ispitane su koncentracije surfaktanta od 20 mM i 30 mM. Pri 30 mM trajanje analize
je dulje nego pri koncentraciji od 20 mM jer nastaje veci broj micela koji stupa u interakciju s

analitima.

Dobiveni rezultati pokazali su da je SDS produljio vrijeme migracije i alpelisiba i 4-
aminobenzojeve kiseline (Slika 9 i Slika 10). To se moze objasniti ¢injenicom da micele zbog
negativnog naboja sporije putuju prema katodi nosene elektroosmotskim tokom, dok ih njihov
vlastiti naboj gura prema pozitivno nabijenoj anodi. Samim time usporavaju kretanje analita koji
stupaju u interakcije s njima. Moze se vidjeti i da je dodatkom SDS-a vrijeme zadrzavanja
alpelisiba u kapilari bilo dulje nego vrijeme zadrzavanja 4-aminobenzojeve kiseline, a to je obrnuto
u odnosu na radni pufer bez SDS-a. 1z toga se moze zakljuciti da je alpelisib stupao u jace

interakcije s micelama nego 4-aminobenzojeva kiselina.
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Slika 9. Elektroferogram alpelisiba uz dodatak unutarnjeg standarda i uz dodatak 20 mM SDS-a
u otopinu radnog pufera; ostali uvjeti analize: 25 mM borat, 30 kV, 30 °C
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Slika 10. Elektroferogram alpelisiba uz dodatak unutarnjeg standarda, bez dodatka SDS-a u

otopinu radnog pufera; ostali uvjeti analize: 25 mM borat, 30 kV, 30 °C
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Dodatkom SDS-a u radnu otopinu pufera doslo je do Sirenja pika i produljilo se vrijeme migracije
i trajanje analize. Takoder, na elektroferogramu analize sa SDS-om vidi se ve¢i Sum na baznoj
liniji, a to se zeli izbje¢i ukoliko je moguce. Na temelju dobivenih rezultata SDS nije odabran za
daljnju optimizaciju, odnosno nastavilo se s razvojem metode zonske kapilarne elektroforeze, a ne
MEKC-a.

4.4. Utjecaj dodatka organskog otapala

Ispitan je utjecaj dodatka metanola u radnu otopinu pufera. Dodatak organskog otapala mijenja
migracijsko vrijeme jer se mijenjaju zeta-potencijal, viskoznost i dielektri¢na konstanta otopine.
U vecini slucajeva dodatkom organskog otapala u otopinu radnog pufera smanjuje se

elektroosmotski tok i povecava se vrijeme migracije.

Razlu¢ivanje, izgled bazne linije, oblik i simetrija pikova bili su jednako dobri u usporedbi s
radnim puferom bez metanola, ali dodatkom organskog otapala produljilo se vrijeme migracije
alpelisiba i 4-aminobenzojeve kiseline (Slika 11). S obzirom na to da se s pove¢anjem vremena

migracije produljilo i trajanje analize, metanol nije odabran za daljnju optimizaciju.
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Slika 11. Elektroferogram alpelisiba uz dodatak unutarnjeg standarda, s dodatkom metanola u
otopinu radnog pufera; uvjeti analize: 25 mM borat, 30 kV, 30 °C, 10% metanol
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4.5. Utjecaj temperature
Povisenjem ili smanjenjem temperature mijenja se viskoznost otopine radnog pufera 2 — 3% za
svaki Celzijev stupanj (Serti¢, 2013). Viskoznost utjece i na elektroforetsku pokretljivost i na

brzinu elektroosmotskog toka, stoga ima veliki utjecaj na brzinu kretanja ¢estica prema katodi.

U ovom radu ispitan je utjecaj temperature na vrijeme trajanja analize, razlucivanje te na oblik i
simetriju pikova u rasponu od 15 do 30 °C. Na Slici 12 prikazana je ovisnost vremena migracije
alpelisiba i unutarnjeg standarda o temperaturi. Moze se uociti da su se smanjenjem temperature u
kapilari povec¢avala vremena migracije alpelisiba i unutarnjeg standarda, a samim time je i analiza
bila dulja. Time je potvrdena ve¢ poznata ovisnost povecanja vremena analize sa smanjenjem
temperature. Pri nizim temperaturama u kapilari raste viskoznost otopine elektrolita, zbog cega se
smanjuju i elektroforetska pokretljivost Cestica i brzina elektroosmotskog toka u kapilari, §to onda

negativno utjeCe na brzinu kretanja Cestica prema detektoru, odnosno katodi.
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Slika 12. Graficki prikaz ovisnosti vremena migracije o temperaturi u kapilari

Pri svim ispitanim temperaturama razlucivanje je bilo veliko (Slika 13), stoga je prednost pri
odabiru temperature u kapilari imalo vrijeme trajanja analize. Pri temperaturi od 30 °C vrijeme
trajanja analize je najkrace, razlu¢ivanje je odli¢no, pikovi su simetri¢ni i uski. Sukladno tome,

temperatura od 30 °C odabrana je za daljnju optimizaciju.
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Slika 13. Graficki prikaz ovisnosti razlu¢ivanja o temperaturi

4.6. Utjecaj primijenjenog napona

Napon pri kojem se odvija analiza utjece na brzinu kretanja Cestica u kapilari. Brzina kretanja
proporcionalna je jakosti primijenjenog elektri¢nog polja, a jakost elektricnog polja veca je Sto je
primijenjeni napon veci. Pove¢anjem napona skracuje se vrijeme analize, ali moze do¢i do
smanjenog razlucivanja i preklapanja pikova. Osim na vrijeme analize 1 u¢inkovitost razdvajanja,
promjenom napona moze se utjecati na povrsinu pika, a time i na osjetljivost metode. Naime,
povecanjem napona smanjuje se povrsina pika, zbog Cega se smanjuje osjetljivost metode. Jos
jedan parametar koji je bitan kod odabira napona jest jakost struje u kapilari. Ve¢i napon uzrokuje

vecu struju u kapilari, zbog Cega raste rizik od Jouleova zagrijavanja.

Tijekom optimizacije u ovom radu ispitane su vrijednosti napona u rasponu od 15 do 30 kV. Na
slici 14 vidljivo je da se s povecanjem primijenjenog napona smanjuje vrijeme migracije i
alpelisiba i 4-aminobenzojeve kiseline, $to je u skladu s prethodno opisanim izrazom za brzinu

kretanja Cestica u kapilari.
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Slika 14. Graficki prikaz ovisnosti vremena migracije o naponu

Iako se povecanjem napona smanjila povrSina pikova, osjetljivost je i dalje bila zadovoljavajuca

pri svim ispitanim vrijednostima napona, kao i razluc¢ivanje medu pikovima (Slika 15). Napon od

30 kV nije razvijao preveliku struju u kapilari. Struja u kapilari pri primijenjenom naponu od 30

kV i pri koncentraciji borata od 25 mM iznosila je oko 110 pA, $to ne predstavlja rizik od Jouelova

zagrijavanja.
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz ovisnosti razlu¢ivanja o naponu
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Na temelju dobivenih rezultata odabran je napon od 30 kV jer osigurava najkrace trajanje analize,
pikovi imaju zadovoljavaju¢i izgled, razluCivanje je veliko, a struja razvijena u kapilari nije

previsoka.

4.7. Validacija metode

U fazi optimizacije metode odredeni su optimalni uvjeti analize: koncentracija boratnog pufera od
25 mM, napon od 30 kV, temperatura od 30 °C, otopina radnog pufera bez dodatka organskog
otapala ili surfaktanta. S druge strane, validacijom analitickog postupka utvrduje se prikladnost
ispitivanog  analitickog  postupka za odredenu primjenu. U svrhu validacije
kapilarnoelektroforetske metode za analizu alpelisiba ispitani su, u skladu s ICH smjernicama,
specificnost/selektivnost, linearnost, tocnost, preciznost, granica odredivanja i izdrzljivost
(wwwe.ich.org). Tijekom validacije ove metode kao analiticki signal koristili su se korigirana
povrsina (omjer povrsine pika alpelisiba i povr$ine pika unutarnjeg standarda) i korigirano vrijeme

migracije (omjer migracijskog vremena alpelisiba i migracijskog vremena unutarnjeg standarda).

4.7.1. Specifi¢nost/selektivnost

Specifi¢nost analiticke metode definira se kao sposobnost metode da nedvojbeno razlikuje samo
jednu komponentu od svih ostalih koje su prisutne u uzorku. U praksi je to jako rijetko i uglavnom
se govori o selektivnosti analiticke metode. Selektivnost metode njena je sposobnost da tocno
odredi ispitivani analit u prisutnosti ostalih komponenti uzorka, kao $to su npr. pomoéne tvari iz
tablete. Selektivnost razvijene metode u ovom radu ispitana je mjerenjem Cistoce pika kako bi se
utvrdilo da svaki pik na elektroferogramu pripada samo jednom spoju. Provjera Cistoée pika bitna
je jer u nekim sluc¢ajevima pomocne tvari iz tablete mogu imati isto vrijeme migracije kao i zeljeni
analit, pa mogu uzrokovati lazno pozitivan rezultat povrsine pika. Cisto¢a pika provijerena je
programom Agilent SD CE/MSD ChemStation, koji procjenjuje ¢istocu na temelju podudaranja
UV spektra u rasponu valnih duljina od 200 do 400 nm u razli¢itim dijelovima pika. Vrijednost
faktora Cistoc¢e pika bila je u rasponu od 998,9 do 1000,0. Time je pokazano da su spektri u svim

dijelovima pika identi¢ni, odnosno da su pikovi homogeni.

4.7.2. Linearnost i granica odredivanja
Linearnost analiticke metode definira se kao sposobnost metode da unutar odredenog intervala
koncentracije ispitivanog analita daje rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita

u uzorku. Linearnost je ispitana primjenom 7 razli¢itih koncentracija alpelisiba, pri ¢emu je za
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svaku napravljeno 3 mjerenja. U svaku otopinu dodan je unutarnji standard u koncentraciji od 50
ug/mL. Kalibracijska krivulja dobivena je grafickim prikazom ovisnosti korigirane povrSine
pikova o koncentraciji alpelisiba u uzorku. Linearnom regresijom (metodom najmanjih kvadrata)
kalibracijske krivulje dobivena je jednadzba pravca prema kojoj je kasnije odredivan sadrzaj
alpelisiba, a linearnost je izraZzena pomocu koeficijenta korelacije regresijskog pravca (r).

Jednadzba regresijskog pravca i1 koeficijent korelacije mogu se vidjeti u Tablici 1.

Granica odredivanja (engl. limit of quantitation, LOQ) najniza je koncentracija analita koju je
moguce odrediti u uzorku, datom analickom metodom pod optimalnim uvjetma, s prihvatljivom
to¢noscu i preciznoscu. LOQ je koncentracija analita pri kojoj je omjer signala i Suma 10:1. Omjer
signala alpelisiba i Suma odredivan je pomocu programa ChemStation. Pri koncentraciji alpelisiba
od 5 pg/mL dobiven je omjer 10:1, stoga je to najniza koncentracija alpelisiba pri kojoj se on moze

to¢no 1 precizno odrediti.

Tablica 1. Linearnost i granica odredivanja

linearno podrudje ) koeficijent
Jjednadzba pravca - LOQ (ug/mL)
(ng/mL) korelacije (r)
10-100 y =0.0052x - 0.0285 0.999 5

4.7.3. Preciznost

Preciznost se definira kao slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja izvedenih iz istog
homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. U ovom radu ispitana je ponovljivost, podudaranje
rezultata dobivenih istom metodom, pod istim uvjetima i u kratkom vremenskom intervalu te
srednja preciznost, podudaranje rezultata dobivenih pod razli¢itim uvjetima u istom laboratoriju.
Ponovljivost je ispitana primjenom tri razlicite koncentracije alpelisiba, pri ¢emu je za svaku
napravljeno 6 uzastopnih mjerenja u istom danu. Srednja preciznost ispitana je takoder primjenom
3 razlicite koncentracije alpelisiba, pri ¢emu su za svaku napravljena 3 mjerenja 3 razli¢ita dana.
Za izracun preciznosti koriSteni su korigirano vrijeme migracije i korigirana povrsina pika.

Rezultati su izraZeni kao relativne standardne devijacije (Tablica 2). 1z dobivenih vrijednosti

28



relativne standardne devijacije moze se zakljuciti da je metoda zadovoljavajuce ponovljivosti i

srednje preciznosti.

Tablica 2. Ponovljivost i srednja preciznost korigiranog vremena migracije i korigirane povrsine

pri razli¢itim koncentracijama alpelisiba

PONOVLIJIVOST SREDNJA PRECIZNOST
RSD (KORIGIRANO RSD (KORIGIRANO
RSD (KORIGIRANA RSD (KONJUGIRANA
VRIJEME 3 VRIJEME 5
POVRSINA PIKA)/% POVRSINA PIKA)/%
MIGRACIE)/% MIGRACIE)/%
0,21-0,56 0,67 - 0,99 0,89 - 0,90 3,93 - 5,87

4.7.4. Tocnost

Toc¢nost analiticke metode iskazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata te stvarnih ili
prihvacenih referentnih vrijednosti. Za odredivanje to¢nosti analiticke metode provedena su 3
mjerenja uzorka za 3 koncentracije alpelisiba u linearnom podruc¢ju. Toc¢nost je izracunata kao
analiticki prinos, a on je jednak omjeru srednje vrijednosti izmjerene koncentracije alpelisiba u
uzorku i stvarne vrijednosti u uzorku. Koncentracija je odredena iz korigirane povrSine pika
upotrebom jednadzbe regresijskog pravca dobivenog kod ispitivanja linearnosti. Dobivene

vrijednosti analiti¢kog prinosa prikazane su u Tablici 3 te ukazuju na dobru tocnost metode.

Tablica 3. To¢nost metode

c(alpelisib)/pg/mL analiti¢ki prinos/%
40 103,61
50 99,81
60 101,67

4.7.5. IzdrZzljivost metode
Izdrzljivost se definira kao mjera sposobnosti analitickog postupka da ostane nepromijenjen pod
utjecajem malih, ali namjernih promjena parametara metode. IzdrZljivost je ispitana mijenjanjem

nekoliko eksperimentalnih parametara koji su bili optimizirani tijekom razvoja metode. Ispitane
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su koncentracije pufera od 24 i 26 mM (£ 1 mM), temperature od 29 i 30 °C (x 1°C) te napon od
29 kV (- 1 kV).. Promatrane su promjene u korigiranom vremenu migracije pikova i korigiranoj
povrsini pikova. Te su promjene izrazene kao relativne standardne devijacije (Tablica 4). Ispitane

promjene su prihvatljive te je pokazano da je izdrzljivost metode dobra.

Tablica 4. Izdrzljivost metode

parametar RSD (korigirano vrijeme)/% | RSD (korigirana povrsina)/%
+ 1 mM pufer 0,51 1,53
+1°C 0,69 1,51
29 kV 1,81 3,19

4.8. Primjena novorazvijene metode za analizu gotovog ljekovitog oblika

Optimizirana i validirana metoda primijenjena je za analizu sadrzaja alpelisiba u gotovom
ljekovitom obliku. Kao uzorak su koristene Pigqray 50 mg filmom obloZene tablete. Na Slici 16
moze se vidjeti dobiveni elektroferogram analize gotovog ljekovitog oblika. Mjerenjem cistoce
pika pomoc¢u programa ChemStation nisu primije¢ene nikakve interferencije pomo¢nih tvari iz
tablete s pikom alpelisiba i pikom 4-aminobenzojeve kiseline. Koncentracija alpelisiba u otopini
tablete izmjerena je iz korigirane povrSine pika upotrebom jednadzbe regresijskog pravca
dobivenog kod ispitivanja linearnosti. Napravljena su 3 mjerenja uzorka tablete i dobiven je
analiticki prinos u rasponu od 96,34% do 99,04%. Prema dobivenim rezultatima analitickog
prinosa moZe se zakljuiti da je utjecaj matriksa zanemariv i da je novorazvijena metoda zonske

kapilarne elektroforeze uspjesno primijenjena za analizu sadrzaja alpelisiba u tableti.
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Slika 16. Elektroferogram analize gotovog ljekovitog oblika alpelisiba uz dodatak unutarnjeg
standarda; uvjeti analize: 25 mM borat, 30 kV, 30 °C

4.9. Zelenost metode

4.9.1. Procjena zelenosti novorazvijene metode prema smjernicama ACS-a

Procjenom zelenosti novorazvijene metode prema smjernicama Americkog kemijskog druStva
dobiven je najbolji moguci rezultat, Sto se moze vidjeti na Slici 17. Sva Cetiri kvadranta unutar
simbola kruga obojana su zeleno. Iz toga se moze zakljuciti da ova metoda ne ukljucuje primjenu
toksicnih tvari koje se tesko razgraduju i akumuliraju u Zivim organizmima, uporabu tvari opasnih
za ljudsko zdravlje s TRI liste, uporabu korozivnih tvari te da je koli¢ina otpada u jednoj analizi

manja od 50 grama.

PBT

Hazardous

Corrosive

Slika 17. Profil zelenosti odreden prema smjernicama ACS-a
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4.9.2. Procjena zelenosti novorazvijene metode prema Eco-Scale metodi

Rezultat prema Eco-Scale metodi dobiven je tako da su od maksimalnog broja bodova (100)
oduzeti kazneni bodovi. Ispitivana metoda skupila je ukupno 16 kaznenih bodova, stoga ukupni
rezultat prema Eco-Scale izracunu iznosi 84 (Tablica 5). S obzirom na to da je rezultat veéi od 75,
smatra se da je metoda odli¢ne zelenosti. Kazneni bodovi za koriStene reagense dobiveni su
umno$kom broja piktograma na pakiranju reagensa s faktorom opasnosti prema GHS
smjernicama. Ispitivana metoda dobila je ukupno 10 kaznenih bodova na temelju koristenih
reagensa. S druge strane, ispitivana metoda nije dobila kaznene bodove za potro$nju energije po
analizi jer ona iznosi 0.015 kWh, a za potro$nju energije manju od 0.1 kWh po analizi ne dobivaju
se kazneni bodovi. Uredaj za kapilarnu elektroforezu hermeticki je zatvoren, stoga ne dolazi do
isparavanja plinova iz uredaja. Zbog toga ni u toj kategoriji metoda nije dobila kaznene bodove.

Preostala 4 kaznena boda dodana su zbog toga $to otpad nije tretiran.

Tablica 5. Procjena zelenosti ispitivane metode prema Eco-Scale sustavu

reagens broj piktograma opasnost prema GHS-u kazneni bodovi
acetonitril 2 2 4
metanol 3 2 6
1 M NaOH 1 2 2
otpad <1 mL (g), bez tretiranja otpada 4
otros$nja energije po
P : . _gJ . < 0.1 kWh po analizi 0
analizi
rizik tijekom rada na
: Hermeticki zatvoren analitic¢ki proces 0
instrumentu
ukupni kazneni bodovi 16
broj bodova dobivenih prema Eco-Scale metodi 84

4.9.3. Procjena zelenosti novorazvijene metode prema GAPI-ju

Indeks zelene analiticke procedure posluZio je za procjenu zelenog karaktera cijele analitiCke
metodologije. Kao rezultat procjene zelenosti dobiven je piktogram koji oznaCava stupanj
ekoloske prihvatljivosti metode po segmentima analitiCke metodologije, od prikupljanja uzorka do

same analize (Slika 18). Parametri koristeni za procjenu zelenosti ispitivane metode prema GAPI-
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ju mogu se vidjeti u Tablici 6. Zelenom bojom oznaceni su parametri koji su ispitivanoj metodi u

skladu s kriterijima zelene analiticke kemije, a crvenom bojom oni koji zna¢ajno odstupaju od njih.

Tablica 6. Procjena zelenosti ispitivane metode prema GAPI-ju

PRIPREMANJE UZORKA | ANALIZA

priprema uzorka

prikupljanje uzorka at-line
fizikalni i kemijski postupci ouvanja uzorka /
transport uzorka /
skladiStenje uzorka /

metoda pripreme uzorka

tip ekstrakcije

koristeni reagensi/otapala

zelena otapala

dodatni postupci

/

reagensi i otapala

koli¢ina

<10mL (< 1009)

opasnost za zdravlje

NFPA = 2 — 3 (umjerena toksi¢nost/iritabilnost)

zapaljivost

NFPA=2-3

instrumentacija

potro$nja energije

<0,1 kWh po analizi

opasnost pri radu

hermeticki zatvoren analiti¢ki proces

otpad

<10mL (<10 9)

ophodenje s otpadom
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priprema uzorka

koristeni reagensi

L

pripreme

ophodenje s uzorkom uzorka

)

instrumentacija

Slika 18. Piktogram dobiven koristenjem indeksa zelene analitiCke metode (GAPI-ju)

4.9.4. Procjena zelenosti novorazvijene metode prema AGREE metodi

Procjenom zelenosti ispitivane metode pomo¢u AGREE kalkulatora dobiven je rezultat u obliku

piktograma koji se moze vidjeti na Slici 19. Na piktogramu je vidljiv brojéani rezultat zelenosti

ispitivane metode te on iznosi 0,72. Oko kruga koji prikazuje broj¢ani rezultat zelenosti nalazi se

kruzni vijenac na kojemu je prikazana zelenost svakog ispitanog kriterija. AGREE metoda

razlikuje se od ostalih po tome $to omogucava analiti¢aru da procijeni vaznost svakog pojedinog

kriterija na na¢in da mu da odredenu teZinu. Svakom kriteriju odredena je tezina od 1 do 4. Sto je

veca tezina, to je pojedini kriterij zauzeo veci udio kruznog vijenca (Slika 19). Dobiveni brojc¢ani

rezultat takoder upucuje na to da je metoda vrlo zelena.

Tablica 7. Kriteriji zelenosti prema metodi AGREE

t_)FOj_ . kriterij rezultat teZina obrazloZenje
Kriterija
1. uzorkovanje At-line 1 manje vazno za uzorak tablete
Bitno je da bi se
2 minimalna koli¢ina 0,001 g 3 mlnl‘rflahzlrala koli¢ina
uzorka koriStenog otapala za
ekstrakciju.
3. Smjesta) anqlltlckog At-line 1 manje vazno za uzorak tablete
uredaja
broj vaznih koraka Sto je manji EI‘O_] koraka, to je
4. . . 3 3 manja koli¢ina manualnog
u pripremi uzorka rada
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o poluautomatiziran Analiza je automatizirana.
automatizacija; ) . .
T proces, bez Priprema je manualna, ali je
S. minijaturizacija S 2 . . . .
. minijaturizacije jednostavna i s malim brojem
pripreme uzorka X
pripreme koraka.
tip derivatizacijskog Za analizu alpelisiba nije
6. nema 1 .
agensa potrebna derivatizacija.
7 kolicina otpada 2 mL 4 Koli¢ina otpada_ treba biti Sto
manja.
Pozeljno je razviti metodu za
broj analita u jednoj 1 analit; 8 an?.hzu veeeg b roja al}aht.a'
8. . . 3 Ucinkovitost je veca §to je
analizi; uéinkovitost | uzoraka po satu . . .
analiza kraca, a priprema
uzorka jednostavnija.
. . Pozeljna je $to manja
9. potros$nja energije 0,015 kWh 3 o .
potro$nja energije.
. . . Najvedi udio koriStenih
tipova neki su prirodnog S
10. it 2 otapala bio je prirodnog
reagensa/otapala porijekla .
porijekla.
t°k§lcm : koriste se; 2 mL Bududi da]ﬁ.’ priprema
11. reagensi/otpala i 4 manualna, bolje je koristiti
.. po uzorku » g .
njihova koli¢ina otapala $to manje toksi¢nosti.
- — Cilj je izbjeci prijetnje za
12. izbjegnute prijetnje | sve od navedenog 4 okolit i zdravlie,

ol g,
anil

Slika 19. Piktogram dobiven koriStenjem metode AGREE
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovog istrazivackog rada prvi put je razvijena, optimizirana i validirana
kapilarnoelektroforetska metoda za identifikaciju i kvantitativno odredivanje alpelisiba u gotovom
farmaceutskom obliku. Odredeni su optimalni uvjeti kapilarnoelektroforetske analize:
koncentracija boratnog pufera od 25 mM, odsustvo surfaktanta i organskog otapala, temperatura
od 30 °C i napon od 30 kV. Pri tim je uvjetima analiza najbrza, razlu¢ivanje veliko, a pikovi su
uski i simetri¢ni. Optimizirana kapilarnoelektroforetska metoda validirana je prema
medunarodnim ICH smjernicama. Metoda se pokazala linearnom u rasponu od 10 do 100 pg/mL
(r=0,999), preciznom (RSD < 5,87%), to¢nom (99,81 — 103,61%) , osjetljivom (LOQ =5 pg/mL)
i robusnom (RSD < 3,19%) Optimizirana i validirana metoda uspje$no je primijenjena na tableti
za identifikaciju 1 kvantitativno odredivanje alpelisiba. Procjenom zelenosti metode prema Eco-
Scale metodi, GAPI-ju, metodi AGREE i smjernicama ACS-a potvrdeno je da je razvijena metoda

izrazito zelena.
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Ivor Babi¢
Razvoj i validacija prve kapilarnoelektroforetske metode za analizu novog antitumorskog
lijeka alpelisiba — zeleno rjesenje
8. SAZETAK
Rak dojke jedan je od najces¢e dijagnosticiranih zlo¢udnih tumora. Sa 685 000 smrtnih slucajeva
u 2020. godini bio je peti vode¢i uzrok smrtnosti od raka. Alpelisib je jedan od novih lijekova za
tumor dojke, a odobren je 2019. godine od strane FDA-a za lijeCenje raka dojke koji je pozitivan
na HR receptor, negativan na HER2 receptor, a koji ima PIK3CA mutaciju.
Do sada su objavljene svega tri metode tekucinske kromatografije za analizu alpelisiba u bioloskim
uzorcima u razli¢itim pretklinickim ispitivanjima. Cilj ovog rada bio je razviti, optimizirati 1
validirati prvu kapilarnoelektroforetsku metodu za identifikaciju i odredivanje sadrzaja alpelisiba
u gotovom farmaceutskom obliku.
Tijekom optimizacije ispitan je utjecaj koncentracije pufera (15 — 50 mM), dodatka organskog
otapala (metanol) i surfaktanta (SDS), temperature (15 — 30 °C) i napona (15 — 30 kV). Odredeni
su optimalni uvjeti analize: koncentracija boratnog pufera od 25 mM, napon od 30 kV, temperatura
od 30 °C, odsustvo organskog otapala i surfaktanta. Metoda je nakon razvoja uspjes$no validirana
prema ICH smjernicama. U svrhu validacije ispitani su selektivnost, linearnost, ponovljivost,
srednja preciznost, tocnost, granica odredivanja 1 izdrzljivost. Metoda se pokazala linearnom u
rasponu od 10 do 100 pg/mL (r = 0,999), preciznom (RSD < 5,87%), to¢nom (99,81 — 103,61%) ,
osjetljivom (LOQ =5 pg/Ml) i robusnom (RSD < 3,19%).
Optimizirana i validirana metoda primijenjena je za analizu sadrzaja alpelisiba u tableti 1 dobiven
je analiticki prinos u rasponu od 96,34% do 99,04%
Procjenom zelenosti metode prema smjernicama ACS-a metoda je dobila maksimalan rezultat
zelenosti. Prema Eco-Scale smjernicama metoda je dobila 84 boda od mogucih 100, a taj ju rezultat
svrstava u kategoriju odli¢ne zelenosti. GAPI je posluzio za procjenu zelenog karaktera cijele
analiticke metodologije, od prikupljanja uzorka do same analize, a najveci broj koraka u pripremi
uzorka i analizi dobio je zelenu boju na piktogramu. Koristenjem kalkulatora metode AGREE
procijenjena je zelenost 12 kriterija zelene analiticke kemije te je dobiven rezultat zelenosti od

0,72, sto takoder potvrduje da je novorazvijena metoda uistinu vrlo zelena.

KLJUCNE RIJECT: alpelisib, rak dojke, kapilarna elektroforeza, zelena kemija
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Ivor Babic¢

Development and validation of the first capillary electrophoretic method for the analysis of
the new antitumor drug alpelisib - the green solution

9. SUMMARY

Breast cancer is one of the most frequently diagnosed malignant tumors. With 685,000 deaths in
2020, it was the fifth leading cause of death from cancer. Alpelisib is a relatively new antitumor
drug. It was approved in 2019. by the FDA for the treatment of HR positive, HER2 negative breast
cancer with PIK3CA mutation.

So far, only three liquid chromatography methods have been published for the analysis of alpelisib
in biological samples in different preclinical trials. The aim of this research was to develop,
optimize and validate the first capillary electrophoretic method for the identification and
quantification of alpelisib in the pharmaceutical dosage form.

During the optimization, the effects of buffer concentration (15 - 50 mM), addition of organic
solvent (methanol) and surfactant (SDS), temperature (15 - 30 °C) and voltage (15 - 30 kV) were
examined. The optimal analysis conditions were determined: borate buffer concentration of 25
mM, voltage of 30 kV, temperature of 30 °C, absence of organic solvent and surfactant. After
development, the method was successfully validated according to ICH guidelines. For the purpose
of validation, selectivity, linearity, precision, accuracy, limit of quantification and robustness were
tested. The method proved to be linear in the range from 10 to 100 pg/mL (r = 0.999), precise
(RSD < 5,87 %), accurate (99.81 — 103.61%), sensitive (LOQ = 5 ug/mL) and robust (RSD <
3.19%).

The optimized and validated method was applied to analyze the content of alpelisib in the tablet
and the the recovery was found to be in a range from 96,34 to 99,04%

By evaluating the greenness of the method according to the ACS guidelines, the method received
the maximum greenness score. According to the Eco-Scale guidelines, the method received 84
points out of a possible 100, and this result places it in the category of excellent greenness. GAPI
was used to assess the green character of the entire analytical methodology, from sample collection
to the analysis itself, and the largest number of steps in sample preparation and analysis received
the green color on the pictogram. Using the AGREE method calculator, the greenness of 12 criteria
of green analytical chemistry was evaluated and a greenness result of 0,72 was obtained, which
also confirms that the newly developed method is very green.

KEYWORDS: alpelisib, breast cancer, capillary electrophoresis, green chemistry
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