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1. UVOD



1.1. Upalne bolesti crijeva

Termin upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory Bowel Disease, IBD) obuhvaca
intestinalne procese koji su posljedica nekontrolirane, imunoloski posredovane upale U
geneti¢ki preduvjetovanih osoba. Navedeni procesi aktivirani su jo§ nepoznatim okida¢ima
koji interreagiraju s intestinalnom florom, c¢ime se osim intestinalnih, javljaju i
ekstraintestinalni  simptomi. U upalne bolesti crijeva spadaju dva poremecaja: Crohnova
bolest i ulcerozni kolitis (Malik, 2015).

Crohnova bolest (engl. Crohn's disease, CD) je kroni¢na sistemska granulomatozna
bolest koja zahvaca sve slojeve crijevne stijenke. Samo tanko crijevo zahvaceno je u 40%, 1
tanko i debelo u 30%, a samo debelo crijevo u 30% bolesnika. U bolesnika se javljaju defekti
sluznice, preskacuce lezije, crijevna stijenka je zadebljana te je prisutna upala seroze. Klinicka
slika ukljucuje izmjene perioda aktivne bolesti i asimptomatskih perioda, koji mogu trajati
nekoliko tjedana ili mjeseci. Javlja se kroni¢ni proljev, bolovi u trbuhu, gubitak tjelesne mase
1 slabost. Ekstenzivna bolest tankog crijeva moze uzrokovati znacajan gubitak albumina, kao i
malapsorpciju vitamina. Ekstraintestinalne manifestacije bolesti mogu se javiti u velikom
broju organskih sustava u vidu upala: najéesce su zahvaceni misi¢éno-kostani sustav i koza, no
javljaju se i u bubrezima, plu¢ima, jetri te oku (Levine i Burakoff, 2011). U bolesnika s
dugotrajnom Crohnovom bole$¢u poveéan je rizik nastanka karcinoma debelog crijeva

(Tomi¢ i sur., 2018).

Ulcerozni  kolitis (engl. Ulcerative Colitis, UC) je kroni¢na, recidivirajuca
negranulomatozna upalna bolest koja uglavnom zahvaca sluznicu i podsluznicu debelog
crijeva. Karakterizirana je kontinuiranim ulceracijama sluznice i podsluznice crijeva,
inflamatornim polipima te atrofijom sluznice. Bolest se ocituje gréevima u trbuhu prac¢enim
krvavim proljevima trajanja od nekoliko dana do nekoliko mjeseci. Kod tezih oblika bolesti
postoji i moguénost razvoja toksi¢énog megakolona (Tomi¢ i sur., 2018). Kao i kod Crohnove
bolesti, prisutna je malapsorpcija vitamina, visi je rizik pojave kolorektalnog karcinoma zbog
kroni¢ne intestinalne upale te se javlja moguénost pojave sli¢nih ekstraintestinalnih

manifestacija bolesti (Axelrad i sur., 2016).

U terapiji upalnih bolesti crijeva primjenjuju se aminosalicilati, kortikosteroidi, analozi
purina i inhibitori ¢imbenika nekroze tumora (engl. Tumor Necrosis Factor, TNF) (McQuaid,
2012).



1.2. Analozi purina kao imunosupresivi u terapiji upalnih bolesti crijeva

Azatioprin (AZA), 6-merkaptopurin (6-MP) te, u slu¢aju rezistencije ili intolerancije na
prethodno navedene, 6-tiogvanin (6-TG) (Meijer i sur.,, 2016; Ward i sur., 2016) su
antimetaboliti iz skupine analoga purina koji se koriste u terapiji upalnih bolesti crijeva
(strukture prikazane na Slici 1). Pokazali su zadovoljavajucu uéinkovitost u prevenciji relapsa
i odrzavanju remisije, posebice kao alternativa kortikosteroidima (Frei i sur., 2013).

0
/]

N
o N

B " o
5 N\ " _ HNf\N
<HN AN Chy <?d m <\N “\N /lKNHz

Slika 1. Strukture azatioprina (lijevo), 6-merkaptopurina (sredina) i 6-tiogvanina (desno)
(Chemaxon, 2017)

Mehanizam djelovanja ovih lijekova se zasniva na:
e aktivaciji u monofosfate, ¢ime inhibiraju enzime de novo sinteze purina te
e aktivaciji u trifosfate, ¢ime se ugraduju u deoksiribonukleinsku kiselinu (DNK) i

ribonukleinsku kiselinu (RNK) te izazivaju apoptozu.

Ovisno o dozi i na¢inu primjene mogu djelovati imunosupresivno i citotoksi¢no. Jedan
od glavnih ciljeva terapije je tretirati i smanjiti upalne procese te odrzati remisiju (Sohrabpour
i sur., 2010), Sto se analozima purina postize uniStavanjem stimuliranih limfoidnih stanica

koje posreduju same upalne procese (McQuaid, 2012).

U Republici Hrvatskoj registrirana su dva pripravka s AZA: Atsimutin, filmom
oblozene tablete od 25 mg (PharmaSwiss, Ceka Republika) i Imuran, filmom obloZene
tablete od 50 mg (Aspen Pharma Trading Limited, Irska). Oralna suspenzija od 20 mg/mL 6-
MP pod nazivom Xaluprine (Nova Laboratories, Ujedinjeno Kraljevstvo) registrirana je
centraliziranim postupkom od strane Europske agencije za lijekove (engl. European
Medicines Agency, EMA), dok registriranih pripravaka s 6-TG u Republici Hrvatskoj trenutno

nema (www.halmed.hr).



1.3. Folna kiselina i upalne bolesti crijeva

Folna kiselina (engl. folic acid, FA), poznata i kao vitamin By (Slika 2), vitamin je koji
sudjeluje u biosintezi aminokiselina, purina i DNK.
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Slika 2. Struktura folne kiseline (Chemaxon, 2017)

Ha

a

Redukcijom FA nastaje tetrahidrofolat koji je prijenosnik C; jedinice, tj. sluzi kao donor
jednog ugljikovog atoma u razli¢itim oksidacijskim stanjima potrebnog u gore navedenim

biosintezama.

Osim kod nedovoljnog prehrambenog unosa, bolesti jetre i ovisnika o alkoholu
(Masters, 2012), manjak FA javlja se i kod malapsorpcije, jednog od uobicajenih simptoma
upalnih bolesti crijeva. Jos prije 50 godina lije¢nici su utvrdili kako je manjak FA Cesta
komplikacija kod upalnih bolesti crijeva (Hoffbrand i sur., 1968), a najnovija klinicka
ispitivanja potvrduju ovu povezanost; Stovise, uoceno je kako je nedostatak ovog vitamina
izraZeniji kod pacijenata oboljelih od UC u odnosu na one oboljele od CD (Yakut i sur., 2010;
Huang i sur., 2017; Schink i sur., 2017).

Pokazano je da suplementacija FA u pacijenata koji boluju od upalnih bolesti crijeva,
osim sprjecavanja pojave megaloblasticne anemije uzrokovane manjkom istog vitamina
(Masters, 2012), potencijalno smanjuje rizik razvoja kolorektalnog karcinoma (Burr i sur.,
2017; Mason i Tang, 2017). Nadalje, suplementacija FA je nuzna kod trudnica oboljelih od
upalnih bolesti crijeva i to u ve¢im dozama od onih preporucenih za zdrave trudnice (Alstead,
2002), dok je potreba za suplementacijom posebice naglasena kod trudnica koje u terapiji
imaju sulfasalazin, aminosalicilat koji utjeCe na aktivnost enzima metabolickog puta folata
(Ng i Mahadevan, 2013). Ovakvom kombiniranom terapijom sprjeCava se pojava defekta

neuralne cijevi ploda uzrokovanog nedovoljnim unosom FA (Masters, 2012).



U Republici Hrvatskoj registrirana su dva pripravka s FA: Elevit Pronatal, tablete koje
sadrze 0,8 mg FA po tableti u kombinaciji s ostalim vitaminima i mineralima (Bayer,
Njemacka) i Folacin, tablete od 5 mg (Jadran Galenski laboratorij, Republika Hrvatska)

(www.halmed.hr).

1.4. Odredivanje sadrzaja djelatnih tvari u farmaceutskim formulacijama

Razvojem farmaceutske industrije javio se velik porast raznolikosti i broja ljekovitih
farmaceutskih oblika, §to uvjetuje i vecu potrebu kontrole ovih pripravaka: potvrda identiteta
djelatnih i pomo¢nih tvari, Cistoca, stabilnost, bioraspolozivost te sadrzaj su samo neki od
parametara koji se ispituju. Kako bi se osigurala kakvoca farmaceutskih pripravaka na trzistu,
postavljeni su uvjeti, definirani u farmakopejama pojedinih zemalja i organizacija, kojima
djelatne tvari, pomo¢ne tvari te gotove formulacije moraju odgovarati, ponajprije identitetom,

sadrzajem 1 ¢isto¢om, kako bi bili prikladni za primjenu.

Sadrzaj (koli¢ina djelatne tvari u ispitivanom uzorku) ima vodeci utjecaj na ishod
terapije. Ukoliko je sadrzaj djelatne tvari manji od onog navedenog na deklaraciji proizvoda,
javlja se moguénost subdoziranja pacijenta te izostanak farmakoloskog ucinka lijeka. S druge
strane, u slucaju da lijek sadrzi vecu koli¢inu djelatne tvari od one navedene na deklaraciji
proizvoda, moguce je da ¢e nezeljene popratne pojave lijeka biti izraZenije te je u konacnici
mogucée ozbiljno ugroziti zdravlje pacijenta. Iz navedenog proizlazi kako je odredivanje

sadrzaja djelatne tvari jedna od klju¢nih stavki svakog ispitivanja kakvoce lijeka.

Analiticke tehnike koje se koriste za odredivanje sadrzaja djelatnih tvari u lijekovima
mogu biti jednostavne, poput titracije ili UV-Vis spektrofotometrije, ali i sloZenije poput
plinske kromatografije (engl. Gas Chromatography, GC) te tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC). Upravo je ova
tehnika zbog svog brzog razvoja, velike mogucnosti razdvajanja analita te raznolikosti kolona
i detektora danas najeS¢e primjenjivana tehnika za odredivanje djelatnih tvari u

formulacijama (Watson, 1999).



1.5. Bioanalitika — uloga analitickih tehnika u terapijskom praéenju koncentracije

lijekova

Pod pojmom ,,bioanalitika® najce$¢e se podrazumijeva odredivanje djelatne tvari ili
njenih metabolita u bioloskim uzorcima, poput krvi, plazme, seruma, urina ili tkivnih
ekstrakata (Pandey i sur., 2010). Ova grana analitike u novije vrijeme je u zna¢ajnom porastu:
terapijsko pracenje koncentracije lijeka i njegovih aktivnih metabolita u plazmi (engl.
therapeutic drug monitoring, TDM), pra¢enje metabolizma lijekova odredivanjem njihovih
metabolita u urinu ili plazmi ili ispitivanje koli¢ine toksina u krvi, urinu ili kosi neke su od

primjena ovog podrucja znanosti.

Bioanaliticku metodu moguce je razdvojiti u dva dijela: pripremu ili obradu uzorka te
analizu samog uzorka, odnosno detekciju analita. Priprema uzorka obuhvaca prvenstveno
obradu sloZzenog bioloskog uzorka u smislu uklanjanja sastavnica koje bi mogle interferirati
detekciji analita. Buduc¢i da se kod ovih uzoraka ciljani analit ¢esto nalazi u vrlo niskim
koncentracijama, priprema uzorka je usmjerena i na “ukoncentriravanje” analita, odnosno
povecanje njegove koncentracije u uzorku, a sve u svrhu povecanja osjetljivosti metode.
Najces¢i postupci pripreme bioloSkih uzoraka su: uklanjanje proteina postupkom talozenja
proteina (engl. protein precipitation, PP), ekstrakcija tekuce-tekuce ili ekstrakcija ¢vrstom
fazom (engl. Solid Phase Extraction, SPE) (Mornar i sur., 2013). Najnovija istrazivanja
upucuju da se u bioanalitici gotovo 80% vremena analitiara utroS$i na pripremu uzoraka
(Novékova, 2013). Nadalje, ovaj korak bioanaliticke metode najceSce je uzrok slabe
ponovljivosti 1 to¢nosti metoda, stoga je 1 za oCekivati da se ovo podrucje posljednjih godina
intenzivno razvija. S ciljem postizanja bolje selektivnosti, osjetljivosti, ponovljivosti, kao i
automatiziranosti cjelokupnog postupka posljednjih godina razvijen je ¢itav niz novih tehnika
poput: mikroekstrakcije ¢vrstom fazom (engl. Solid Phase Microextraction, SPME), Stir Bar
Sorptive Extraction (SBSE) i Microextraction by Packed Sorbent (MEPS).

Nakon obrade uzorci se analiziraju naprednim analitickim instrumentalnim tehnikama
medu koje se ubraja najcesce primjenjivana tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
spregnuta s tandemskom spektrometrijom masa (engl. High Performance Liquid
Chromatography — Tandem Mass Spectrometry, HPLC-MS"). U svrhu identifikacije i
odredivanja lijekova 1 metabolita, molekula relativno male molekulske mase, u bioloSkim
uzorcima kao sustav ionizacije analita najprikladnija je ionizacija pri atmosferskom tlaku,

odnosno ionizacija elektrorasprsenjem (engl. Electrospray lonization, ESI) i kemijska



ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI)
(Pandey i sur., 2010). lzvrsne performanse, posebice osjetljivost i ponovljivost, analizatora
triple quadropola dovele su do Cinjenice da je ovaj detektor gotovo u potpunosti istisnuo
detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector, DAD) u vecini bioanaliti¢kih
laboratorija. Stovie, novi modeli triple quadropola s iznimno kratkim vremenom
prikupljanja signala iona m/z (engl. dwell time) omogucavaju istovremeno odredivanje veéeg
broja analita s razli¢itim molekulskim i1 fragmentnim ionima koji nisu u potpunosti

kromatografski razdvojeni.

Dakle, HPLC-MS" tehnika uz obradu uzoraka automatiziranim i inovativnim
postupcima znaéajno je promijenila nacin provodenja bioanalitike te u konaénici i pristup
terapijskom prac¢enju koncentracije lijekova i metabolita. Ove tehnike omogudile su
znanstvenicima bolje razumijevanje uc¢inkovitosti i metabolizma lijekova te su otvorile vrata

individualiziranoj brizi za zdravlje pacijenata.

1.6. Pregled znanstvenih radova za odredivanje azatioprina, 6-merkaptopurina, 6-

tiogvanina i folne kiseline u formulacijama i plazmi HPLC-MS tehnikama

Iako se analozi purina ve¢ dugi niz godina koriste u terapiji IBD-a, pregledom literature
utvrdeno je kako je do sada predloZzen manji broj analitickih metoda za odredivanje ovih
lijekova u tabletama i bioloskim uzorcima; isto je moguce utvrditi i za folnu kiselinu. Premda
se ovi lijekovi Cesto koriste zajedno u terapiji, do sada nije predlozena niti jedna analiticka
metoda za istovremeno odredivanje svih navedenih lijekova niti u gotovim ljekovitim
oblicima niti u plazmi/serumu pacijenata. Kako bi se utvrdilo postoje li zajednicke tocke
objavljenih metoda za odredivanje navedenih lijekova (poput pokretnih faza, ekstrakcijskih
otapala itd.) kao polaziSte za razvoj nove metode za istovremeno odredivanje ciljane skupine
lijekova, u nastavku su prikazani uvjeti i postupci razvijenih HPLC i HPLC-MS metoda za
odredivanje AZA, 6-MP, 6-TG i FA.

1.6.1. Azatioprin

Shi i suradnici (2006) predlozili su metodu za istovremeno odredivanje AZA i njegova
metabolita 6-MP u plazmi. Kao nepokretna faza koristena je C18 kolona, dok se pokretna faza
sastojala od acetonitrila, vode i mravlje kiseline u omjerima 3:97:0,25 (V/V/V). Detekcija je
provedena UV-Vis detektorom na valnoj duljini od 323 nm, a za pripremu uzorka plazme

koristili su postupak talozenja proteina organskim otapalom, odnosno acetonitrilom. Nadalje,
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metodu za odredivanje AZA i 6-MP u plazmi razvili su i Raja i suradnici (2012). Za razliku
od gore opisane metode, predobradba uzorka plazme ukljucivala je slozeniju pripremu
uzoraka, odnosno ekstrakciju ¢vrstom fazom. Kao nepokretna faza koristila se Zorbax SB CN
kromatografska kolona, dok se kao pokretna faza koristila smjesa acetonitrila te 2 mM vodene
otopine amonijevog acetata (70:30 V/V). Detekcija i odredivanje provedeni su
spektrometrijom masa (engl. Mass Spectrometry, MS), KkoriStenjem ionizacije
elektrorasprSenjem. Metoda se pokazala vrlo osjetljivom buduci da je granica odredivanja
(engl. Limit of Quantification, LOQ) za AZA bila manja od 2,5 ng/mL, dok je za 6-MP bila
manja od 1,2 ng/mL, kao i to¢nom (rezultati analiti¢kih prinosa tableta bili su u rasponu od 95
do 105% na 5 koncentracija). S druge strane, metoda je bila nize preciznosti te je relativno
standardno odstupanje (engl. Relative Standard Deviation, RSD), tj. omjer standardnog

odstupanja i srednje vrijednosti pri odredenim koncentracijama dosezalo do 13,44%.

Skupina indijskih znanstvenika (Satishchandra i sur., 2017) dala je prijedlog HPLC
metode za odredivanje AZA u formulacijama. Razdvajanje analita od ostalih sastavnica
formulacije postignuto je primjenom C18 kolone, dok su kao pokretnu fazu primijenili
acetonitril i acetatni pufer u omjeru 70:30 (V/V). Konacno, detekcija je provedena na 240 nm.
Druga metoda (Ravisankar i sur., 2015) takoder je koristila C18 kolonu te acetonitril i vodu
(50:50, VIV) zakiseljene fosfornom kiselinom kao pokretnu fazu. Standard AZA otopljen je u

pokretnoj fazi, a u svrhu odredivanja primijenjena je UV-Vis detekcija snimanjem na 276 nm.

1.6.2. 6-merkaptopurin

Usporedbom s ostalim lijekovima koje obuhvaca ovo istrazivanje, moguce je utvrditi da
je najveci broj metoda razvijen upravo za 6-MP. Kako je on metabolit AZA, razvijene su
metode koje odreduju oba lijeka u plazmi (Shi i sur., 2006; Raja i sur., 2012). Vecina metoda
za njihovo odredivanje u plazmi koristi nepolarnu nepokretnu fazu (C8 ili C18), s
acetonitrilom i puferom, bilo fosfatnim ili amonijevim kao pokretnom fazom (Hawwa i sur.,
2009; Tolbert i sur., 2017; Kulkarni i sur., 2016). Odabir pufera koji se koristio u izradi
pokretne faze prvenstveno je ovisio o0 odabranom detektoru. Potrebno je istaknuti kako za
izradu standardne otopine sve metode koriste otapalo luznatog pH, tj. vodenu otopinu NaOH
ili smjesu vodene otopine NaOH te metanola; provedenim istrazivanjima je utvrdeno kako
luznati pH otapala pospjesSuje otapanje gore navedenih analita. Za odredivanje ovih lijekova
koriStena je UV-Vis detekcija s postavkama valnih duljina u rasponu od 320 do 340 nm

(to¢nije, 322, 324, 325 i 340 nm), a predobradba uzorka plazme provedena je postupkom



talozenja proteina. U svrhu odredivanja lijeka u formulacijama, Somasekhar (2014) predlozila
je obrnuto-faznu HPLC metodu uz detekciju na 324 nm. Standard je otopljen u 0,1 M otopini
NaOH; ekstrakcija analita iz tableta provedena je istim otapalom, s tim da je oslobadanje
aktivne tvari iz tableta pospjeseno sonifikacijom. Kona¢no je potrebno istaknuti najvecu
prednost ovih metoda: sve opisane metode kratkog su trajanja, s vremenom zadrZzavanja (tg)

analita ispod 5 minuta.

Zanimljivo je uociti kako postoji razvijena metoda za odredivanje 6-MP u plazmi i
formulacijama (Naik i Nandibewoor, 2013). Uz C18 kolonu, koriStena je pokretna faza koja
se sastoji od metanola i vode u omjeru 90:10 (V/V), a detekcija je provedena pri 325 nm.
Ekstrakcija iz tableta, kao i taloZenje proteina iz plazme, provedena je velikim koli¢inama
samog metanola kompliciranim postupkom sonificiranja te ponovljenih filtriranja, S$to

umanjuje vrijednost metode za rutinske analize.

1.6.3. 6-tiogvanin

S obzirom da se 6-TG i 6-MP razlikuju samo u jednoj funkcionalnoj skupini, ocekuje se
kako ¢e uvjeti analize biti sli¢ni za ova dva spoja. S ciljem istovremenog odredivanja ova dva
spoja te metotreksata u plazmi djece, Al-Ghobashy i suradnici (2016) razvili su RP-HPLC-
MS metodu. Za razdvajanje analita primijenjena je C18 kolona, a eluacija izvrSena smjesom
acetonitrila i mravlje kiseline (85:15 V/V). Detekcija je za 6-MP provedena na m/z vrijednosti
od 153,0, a za 6-TG na 168,01. Americ¢ki znanstvenici (Kitchen i sur., 1997) takoder su
predlozili RP-HPLC metodu uz C18 kolonu te acetonitril i acetatni pufer. Detekciju su
provodili pri 340 nm, a 6-TG imao je vrijeme zadrzavanja oko 6 minuta. Metoda uz izokratnu
eluaciju na koloni srednje polarnosti te pokretnom fazom koja se sastoji od fosfatnog pufera i
acetonitrila (99:1 V/V) takoder je predloZena za odredivanje 6-TG i 6-MP u plazmi (Cangemi
i sur., 2012), no ukupno trajanje pojedine analize iznosilo je oko 20 minuta. Usporedivsi ovu
metodu s gore opisanima moguce je utvrditi da je znacajno duza od ostalih. Osim u veé
spomenutom zaluzenom metanolu, standardne otopine pripremljene su otapanjem i u

zaluzenoj ultracistoj vodi.

1.6.4. Folna kiselina

Kineski znanstvenici (Zheng i sur., 2015) su s ciljem odredivanja FA te njenih
metabolita u ljudskoj plazmi predlozili HPLC-MS" metodu uz koristenje unutarnjeg standarda
(engl. internal standard, IS) moksonidina te dodatak antioksidansa 2-merkaptoetanola kako bi



osigurali stabilnost FA u uzorcima. KoriStenjem smjese acetonitrila te amonijeva acetata kao
pokretne faze te C18 kolone s pretkolonom kao nepokretne faze razvijena je brza i selektivna
metoda. Detekcija analita prvodila se na m/z vrijednosti od 442. U svrhu otapanja standarda
koristili su pokretnu fazu, a kao postupak predobradbe uzorka plazme preferiraju talozenje

proteina metanolom naspram ekstrakcije ¢vrstom fazom zbog jednostavnije i brze procedure.

Sto se tie formulacija, razvijena je metoda za istovremeno odredivanje FA i
metotreksata (Jogi i sur., 2016). C18 kolona te acetonitril : ortofosforna kiselina koristeni su
kao nepokretna i pokretna faza, a UV detekcija provedena je na 215 nm. Metoda se pokazala

vrlo brzom, s vremenom zadrzavanja FA od svega 2,8 minuta.

1.6.5. Zakljucdci pregleda znanstvenih radova

Svi pregledani znanstveni radovi Koristili su tehniku obrnuto-fazne tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti. Ve¢inom su primjenjivane C8 ili C18 kolone, uz smjesu
acetonitrila i vodene otopine pufera ili kiseline kao pokretne faze. Standardi su najcesce
otapani u otopinama luznatog pH, bilo samo vodene faze ili smjese vodene i organske faze,
najéeS¢e metanola. Mali broj radova bavio se ekstrakcijom analita iz formulacija, gdje su
takoder koristeni zaluzeni metanol ili voda. Sto se tice UV-Vis spektra analita, njihovi
apsorpcijski maksimumi znatno se razlikuju, stoga ¢e se morati primijeniti vise valnih duljina
snimanja, a u slucaju spektrometrije masa, ve¢inom je koriStena ionizacija elektrorasprSenjem.
Kod predobradbe uzoraka plazme, manji broj istrazivaca odlucio se za ekstrakciju ¢vrstom
fazom, dok je vecéina koristila postupak talozenja proteina, KoriStenjem acetonitrila ili
metanola kao sredstva za talozenje. Ova saznanja biti ¢e primijenjena u orijentaciji za razvoj

metode.
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA
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Najnovija istrazivanja upucuju na porast broja pacijenata oboljelih od IBD u svijetu
opcenito (M'Koma, 2013; Burisch i Munkholm, 2015; Ananthakrishnan, 2015). Potrebno je
istaknuti kako se najznacajniji porast javlja od druge polovice 20. stoljeca te se procjenjuje

kako preko 2,5 milijuna Europljana boluje od tih bolesti (Kaplan, 2015).

Budu¢i da je folna kiselina, tj. vitamin By, klju¢an vitamin za normalnu sintezu
aminokiselina i1 sastavnica DNK, njen deficit, ¢est simptom IBD-a, moze dovesti do stanja
poput megaloblasticne anemije, kao i povecanog rizika Kkolorektalnog karcinoma. Kod
trudnica opcenito, preporucen je povecan unos folne kiseline u svrhu sprje¢avanja defekata
neuralne cijevi ploda, a kod trudnica oboljelih od IBD-a zbog gore navedenih razloga posebno
je potrebno provoditi suplementaciju folnom kiselinom. Novija istrazivanja su pokazala kako
su analozi purina prihvatljivi za primjenu u trudnica s IBD-om (van den Berg i sur., 2016;
Coelho i sur., 2011; Casanova i sur., 2013). Na trzistu za sada ne postoji dvokomponentni
lijek koji bi sadrZzavao jedan od navedenih imunosupresiva te folnu kiselinu; medutim, takav
dvokomponentni lijek zasigurno bi bio koristan u poboljSanju suradljivosti pacijenata

oboljelih od IBD-a, jednog od Cestog uzro¢nika relapsa bolesti.

Glavni je cilj ovog rada razviti kromatografsku metodu koja bi predstavljala analiticku
podrsku razvoju gore navedene formulacije. Pregledom znanstvene literature utvrdeno je kako
ne postoji analiticka metoda za istovremeno odredivanje analoga purina te folne kiseline niti u
formulacijama niti u plazmi. Stoga je jedan od ciljeva ovog rada predloziti metodu za
istovremeno odredivanje navedenih lijekova u komercijalno dostupnim formulacijama.
Prilikom razvoja metode posebna paznja posvetit ¢e se nacelima ,,zelene kemije®, odnosno
pristupu osmisljavanju kemijskih procesa, proizvoda i metoda kojim se minimizira stvaranje
toksi¢nih produkata i otpada (www.acs.org). Nadalje, ispitivanje selektivnosti predlozene
metode biti ¢e usmjereno na mogucnost primjene najéesce koristenih ekscipijensa u pripremi
nove formulacije. Konacno, postavit ¢e se temelji za razvoj bioanaliticke metode koja bi se

koristila u terapijskom pracenju navedenih lijekova.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

U izradi ovog rada koristene su sljedece kemikalije:

2-amino-6-merkaptopurin >95%, M,=181,22 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
6-merkaptopurin, analiticki standard, M,=152,18 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
6-tiogvanin >98%, M,=167,19 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

acetonitril, HPLC ¢istoce, >99,9%, M,=41,05 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

azatioprin, farmaceutski sekundarni standard, potvrdena poredbena tvar, M,=277,26
(Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

etanol, HPLC ¢istoc¢e, M,;=41,07 (J.T.Baker, Center Valley, SAD)

folna kiselina, odgovara USP specifikacijama, M;=441,40 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD)

metanol, HPLC ¢istoce, M,=32,04 (J.T.Baker, Center Valley, SAD)

mravlja kiselina p.a. 98-100%, M,=46,03 (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev hidroksid, M,=39,99 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

umjetna plazma Precicontrol ClinChem Multi 2 (Roche, Basel, Svicarska)

ultracista voda (pripravljena pomoc¢u Milli-Q sustava, Millipore, Bradford, SAD)
Imuran 50 mg filmom obloZene tablete (Aspen Pharma Trading Limited, Dublin, Irska)
Folacin 5 mg tablete (JGL, Rijeka, Hrvatska)

Puri-Nethol 50 mg tablete (Aspen, Miinchen, Njemacka)

Tioguanine ACE 10 mg tablete (ACE Pharmaceuticals, Zeevolde, Nizozemska)

pSeni¢ni Skrob (Tritici amylum), odgovara zahtjevima Ph. Eur. 9 (Kemig, Zagreb,
Hrvatska)
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° rizin $krob (Oryzae amylum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
o kukuruzni $krob (Maydis amylum) (Kemig, Zagreb, Hrvatska)
o magnezijev stearat 3,8-5,0% Mg, M, = 591,27 (Acros Organics, New Jersey, SAD)

o stearinska kiselina, M, = 284,48, odgovara zahtjevima Ph. Eur. 9 (Kemig, Zagreb,
Hrvatska)

o laktoza monohidrat, odgovara zahtjevima Ph. Eur. 9 (Kemig, Zagreb, Hrvatska)

J hidroksipropilmetilceluloza Methocel K100M Premium CR (Colorcon, Harleysville,
SAD)

. Dusik > 99,999%V/V (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)

o Helij > 99,999% V/V (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)

3.1.2. Radni instrumenti i pribor

U izradi ovog rada kori$teni su sljedeéi radni instrumenti i pribor:

analiticka vaga AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)
o analititka vaga MX5 (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

o celulozni nitratni membranski filteri za filtraciju pokretnih faza u tekucinskoj

kromatografiji veli¢ine pora 0,45 um (Sartorius, Gottingen, Njemacka)
o centrifuga Jouan MR23i (Thermo Fisher Scientific, Waltham, SAD)
. centrifuga mini G, 6000 okretaja u minuti (IKA, Staufen im Bresgau, Njemacka)
o generator duSika NM30LA (PEAK Scientific, Inchinnan, Ujedinjeno Kraljevstvo)

. HPLC kolona Symmetry C18, dimenzija 4,6 x 150 mm, veli¢ine Cestica punila 3,5 um

(Waters, Milford, SAD)

J HPLC kolona XBridge Phenyl, dimenzija 4,6 x 150 mm, veli¢ine €estica punila 3,5 um
(Waters, Milford, SAD)
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. HPLC kolona Zorbax SB C8, dimenzija 4,6 x 150 mm, veliine Cestica punila 5 pm s

pretkolonom (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
o Luer slip $prica (Becton Dickinson and Co., Madrid, Spanjolska)

o mikropipete Rainin Pipet-Lite L-10 XLS, L-1000 XLS, L-20 LTS i L-200 LTS (Mettler

Toledo, Greifensee, Svicarska)
o nastavci za mikropipete Rainin (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)
o odmjerne tikvice od 10,0 i 500,0 mL
o PES filtar za Sprice s veli¢inom pora 0,45 um (Obrnuta faza d.o.o., Pazin, Hrvatska)
o Phree Phospholipid Removal (Phenomenex, Torrance, SAD)
o plasti¢ne epruvete od 1,5 mL (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

. stakleni sustav za filtriranje pokretnih faza u tekucinskoj kromatografiji (Sartorius,

Gottingen, Njemacka)
o tamne bocice za uzorkovanje od 2 mL (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)
. ultrazvu¢na kupelj Elmasonic S30H (Elma Ultrasonic, Singen, Njemacka)

o vezani sustav tekucinske kromatografije i spektrometrije masa Agilent 1100 Series

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

. vortex mijesalica Lab Dancer (IKA, Staufen im Bresgau, Njemacka)

3.1.3. Programi i programski paketi
J racunalni program Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, Redmond, SAD)

o programski paket za obradu podataka Chemstation for LC 3D A10.02 (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD)

o programski paket za obradu podataka MSD Trap Control v.5.2. (Agilent Technologies,
Santa Clara, SAD)

o on-line platforma za in silico predvidanje fizikalno-kemijskih i farmakokinetickih

svojstava Chemicalize (ChemAxon, Budimpesta, Madarska)
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3.2. Metode

Identifikacija i odredivanje AZA, 6-MP, 6-TG i FA u tabletama i smjesi sastojaka
ljudske plazme, tzv. ,,umjetnoj plazmi‘, provedeni su primjenom HPLC-MS" tehnike.

3.2.1. Insilico predvidanja

In silico predvidanja logD vrijednosti analita provedena su on-line platformom

Chemicalize (ChemAxon, Budimpesta, Madarska)

3.2.2. Priprema poredbenih otopina

3.2.1.1. Mati¢ne otopine
Mati¢ne otopine AZA, 6-MP, 6-TG i IS koncentracije 0,1 mg/mL pripremljene su
otapanjem 1 mg svakog od standarda u 10,0 mL otapala koje se sastoji od metanola i 0,1 M
otopine NaOH u omjeru 95:5 (V/V) te sonificiranjem na ultrazvuénoj kupelji 10 minuta u

svrhu osiguravanja potpunog otapanja.

Mati¢na otopina FA koncentracije 0,1 mg/mL pripremljena je otapanjem 1 mg FA u
10,0 mL otapala koje se sastoji od metanola, ultraciste vode 1 0,1 M otopine NaOH u omjeru
70:29:1 (VIVIV) te sonificiranjem na ultrazvucnoj kupelji 10 minuta u svrhu osiguravanja

potpunog otapanja.
Maticne otopine cuvane su pri 4 °C, zatvorene i zaSti¢ene od svjetlosti.

3.2.1.2. Radne otopine
Radne otopine pripremljene su u koncentracijama od 2,5, 5, 10, 15 i 20 pg/mL
razrjedivanjem mati¢nih otopina AZA, 6-MP, 6-TG i FA s ultrac¢istom vodom uz dodatak 100
uL mati¢ne otopine 1S. Nakon mijesanja na vortex mijesalici otopine su pohranjene u tamnim

bocicama za uzorkovanje u automatskom injektoru na 4 °C.

3.2.3. Priprema formulacije tablete za analizu

Jednaka koli¢ina najcesce koriStenih ekscipijensa u formulacijama tableta (pS$eni¢ni
Skrob, rizin Skrob, kukuruzni Skrob, magnezijev stearat, stearinska kiselina, laktoza
monohidrat i hidroksipropilmetilceluloza) suspendirana je u 10,0 mL otopine koja se sastoji
od metanola, ultraciste vode 1 radne otopine standarda koncentracije 20 pg/mL u omjeru

55:40:5 (V/IVIV). Suspenzija je sonificirana na ultrazvuénoj kupelji 10 minuta, centrifugirana

17



15 minuta na 6000 okretaja u minuti te je supernatant preneSen u tamnu bocicu za
uzorkovanje. Slijepa proba priprema se na identi¢an nac¢in uz dodatak metanola umjesto radne

otopine standarda u smjesu.

3.2.4. Priprema uzoraka tableta za analizu

Izvagano je i usitnjeno po 10 tableta svakog od navedenih: Imuran, Folacin, Tioguanin
ACE te Puri-Nethol. Koli¢ine usitnjenih tableta ekvivalentne 10 mg analita prenesene su u
odmjernu tikvicu od 10,0 mL, dodan je unutarnji standard te je tikvica nadopunjena do oznake
ekstrakcijskim otapalom (metanol i 0,1 M otopina NaOH u omjeru 50:50, V:V). Ekstrakcija
se ubrzava sonificiranjem na ultrazvuénoj kupelji 10 minuta, nakon ¢ega se sadrzaj tikvice
centrifugira 2 minute na 6000 okretaja u minuti. Otopina se razrijedi 100 puta s ultracistom

vodom te se prenese u tamnu bocicu za uzorkovanje.

3.2.5. Priprema uzoraka umjetne plazme za analizu

Postupak taloZenja proteina (PP): u Eppendorf epruvetu pipetiraju se umjetna plazma i
radna otopina standarda koncentracije 15 pg/mL u omjeru 1:4 (V/V) te promijeSaju na vortex
mijesalici. Smjesa se centrifugira 10 minuta na 6000 okretaja u minuti u svrhu odvajanja
istaloZenih proteina, nakon ¢ega se supernatant filtrira kroz PES filtar veli¢ine pora 0,45 pm
te prenosi u tamnu bocicu za uzorkovanje. Slijepa proba priprema se na jednak nacin, S
razlikom dodatka smjese metanola i 0,1 M otopine NaOH u omjeru 95:5 (V/V) umjesto radne
otopine koncentracije 15 pg/mL.

Postupak ekstrakcije ¢vrstom fazom (SPE): Na Phree Phospholipid Removal kolonu
nanose se umjetna plazma i radna otopina standarda koncentracije 20 pg/mL u omjeru 1:4
(VIV) te promijesaju na vortex mijesalici. Smjesa se centrifugira 15 minuta na 15000 okretaja
u minuti pri 5000g, pri ¢emu se eluent skuplja u Eppendorf epruvetu, filtrira kroz PES filtar
veli¢ine pora 0,45 um te prenosi u tamnu bocicu za uzorkovanje. Slijepa proba priprema se na
identican nacin, s razlikom dodatka smjese metanola 1 0,1 M otopine NaOH u omjeru 95:5

(V/V) umjesto radne otopine koncentracije 20 pg/mL.

3.2.6. Uvjeti kromatografske analize

Kromatografska analiza provedena je na Zorbax SB C8 koloni (dimenzije 4,6 x 150
mm, veli¢ina Cestica punila 5 pm) uz koristenje pretkolone. Kao sastavnica A pokretne faze

primijenjena je smjesa ultraciste vode i mravlje kiseline u omjeru 99,9:0,1 (V/V). Kao
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sastavnica B pokretne faze primijenjena je smjesa acetonitrila i mravlje kiseline u omjeru
99,9:0,1 (V/V). Sastavnice su profiltrirane pomocu sustava za filtriranje pokretnih faza i

celuloznog nitratnog membranskog filtera veli¢ine pora 0,45 pm.

Koristena je gradijentna eluacija te su volumni udjeli sastavnica pokretne faze u odredenim

to¢kama analize prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Gradijentni program analize

t/min oal % osl %
0 95 5
3 80 20
9 30 70

Nakon provedene analize, tijekom 10 minuta provedena je priprema kromatografske kolone

za analizu sljedeceg uzorka.

Protok pokretne faze iznosio je 1 mL/min, a temperatura kolone iznosila je 25 °C. Volumen
injektiranja uzorka iznosio je 10,0 pL. Uzorci su tijekom analize ¢uvani u autoinjektoru pri
temperaturi od 4 °C. Detekcija i odredivanje provodili su se na valnim duljinama od 280, 320
1343 nm.

3.2.7. Uvjeti spektrometrije masa

Detekcija analita na spektrometru masa provedena je uz pozitivhu ionizaciju
elektroraspr$enjem. Broj iona u stupici iona iznosio je 30000, s vremenom zadrzavanja iona u
stupici od 200 ms. Kao plin nebulizator koristen je dusik protoka 10 L/min, uz primjenu tlaka
od 15 psi, a napon na kapilari iznosio je 3,5 kV. Temperatura ionizatora bila je 350 °C. Za
fragmentacije primijenjen je helij tlaka 6 x 10® mbar. Spektar snimanja masa iona postavljen

je u rasponu od 100 do 600 m/z.

3.2.8. Validacija metode

Validacija metode provedena je prema smjernicama Medunarodne konferencije o

harmonizaciji (engl. International Conference on Harmonization, ICH) (ICH Secretariat,
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2005). Ispitani su sljedeci validacijski parametri: selektivnost, linearnost, granica dokazivanja,

granica odredivanja, preciznost, to¢nost, izdrzljivost i stabilnost.

3.2.9. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata provedena je rac¢unalnim programom Microsoft Office Excel
2007 (Microsoft, Redmond, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. In silico predvidanje logD vrijednosti analita

Kako ne postoje podaci o istovremenoj kromatografskoj analizi AZA, 6-MP, 6-TG i
FA, razvoj metode zapoceo je in silico istrazivanjem. Navedenim pristupom ispitala su se
fizikalno-kemijska svojstva navedenih lijekova u svrhu predvidanja njihovog ponaSanja na
kromatografskim kolonama. Kako svi analiti posjeduju ioniziraju¢e skupine, o¢ekivano je da
logP parametar nece biti mjerodavan pokazatelj lipofilnosti, odnosno njihova
kromatografskog ponasanja. Stoga se u istrazivanju pristupilo odredivanju logD vrijednosti
pri razli¢itim pH pokretne faze pomocu on-line platforme Chemicalize u svrhu utvrdivanja

optimalnog pH za analizu (tablica 2).

Tablica 2. Predvidene logD vrijednosti analita za pH pokretne faze 2, 4, 7i 10

analit logDpH=2 logDpH=4 l0gDpH-=7 logDpH=10
AZA 0,847 1,166 1,164 0,312
6-MP -0,905 -0,159 -0,122 -0,146
6-TG -2,193 -0,981 -0,351 -0,394
FA -0,887 -1,275 -6,504 -7,461

Iz tablice 2 vidljivo je kako se pri visim pH vrijednostima logD FA znacajno razlikuje od
logD vrijednosti ostalih analita. Iz dobivenih rezultata bilo je za ocekivati i preveliku razliku u
vremenima zadrzavanja do razine neisplativosti ili predugog trajanja analize pri visokim pH
vrijednostima. Pri nizim pH vrijednostima predvidene logD vrijednosti dovoljno se razlikuju
kako bi se analiti u potpunosti mogli odijeliti, a da to ne utjeCe nepovoljno na vrijeme trajanja
kromatografske analize. S obzirom na dobivene rezultate in silico istrazivanja, niski pH je
odabran kao pokretna faza, tj. za pocetne uvjete odabrani su ultradista voda i acetonitril

zakiseljeni mravljom kiselinom.

Nadalje, s obzirom na dobivene vrijednosti logDpn=2, za preliminarna istrazivanja

odabrane su nepolarne pokretne faze poput fenil, C8 ili C18 kromatografskih kolona.
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4.2. Razvoj i optimizacija HPLC-DAD-MS" metode

Nakon in silico istrazivanja pristupilo se optimizaciji kromatografske metode.
Optimizacija je provedena tako da je postepeno svaki parametar metode promijenjen te se

pratio utjecaj na ili razlucivanje izmedu kromatografskih pikova ili njthovu povrsinu.

Kako bi se postigla bolja ponovljivost pripreme uzoraka i njihove analize u vidu
eliminacije pogreSaka instrumenta poput varijacija u volumenu injektiranja te varijacije
prilikom pripreme uzoraka poput gubitaka analita tijekom postupka te osiguralo $to to¢nije i
preciznije odredivanje analita, kao IS koriSten je analitima strukturno slican 2-amino-6-

metilmerkaptopurin (slika 3).

HaC
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Slika 3. Struktura IS (Chemaxon, 2017)

4.2.1. Odjeljivanje ispitivanih spojeva

Kromatografska kolona ima vodeé¢i utjecaj na selektivnost metode te je tijekom
optimizacije metode ispitan utjecaj triju razli¢itih obrnuto faznih kromatografskih kolona na

razlucivanje pikova:

e Symmetry C18, veli¢ine Cestica punila 3,5 pm (Waters, Milford, SAD)
e Xbridge Phenyl, veli¢ine Cestica punila 3,5 um (Waters, Milford, SAD)
e Zorbax SB C8, veli¢ine Cestica punila 5 um (Agilent Technologies, Waldbronn,

Njemacka)
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Duljina kromatografske kolone moze imati znacajan utjecaj na vrijeme zadrzavanja
analita, kao i na razluCivanje analita. Nadalje, Sirina kolone znacajno utjeCe na S§irinu
kromatografskih pikova te posljedi¢no i selektivnost metode. Kako bi se uklonio utjecaj
navedenih parametara odabrane su kolone istih dimenzija, odnosno 4,6 x 150 mm. Uporabom
Symmetry C18 1 Xbridge Phenyl kolona dobiveni pikovi bili su razvuceni i pokazivali
nezadovoljavajuce razdvajanje (rezultati preliminarnih istrazivanja nisu ukljuceni u rad), dok
se uporabom Zorbax SB C8 kolone postiglo dostatno razdvajanje analita i IS, kao i

zadovoljavajuca simetrija pikova, stoga je ova kolona odabrana za daljnja istrazivanja.

Nakon odabira nepokretne faze pristupilo se odabiru pokretne faze. Pri tome je bilo
potrebno odabrati i sastav pokretne faze i nacin eluacije sastavnica uzorka. Zbog vecih razlika
u lipofilnosti analita iskljuena je mogucnost primjene izokratne eluacije jer bi se tako
nepotrebno produljilo vrijeme analize te smanjila ekonomicnost, stoga je odabrana gradijentna
eluacija. Ve¢im nagibom krivulje ovisnosti udjela organske faze o vremenu ubrzava se
eluacija nepolarnijih analita te samim time i skracuje vrijeme trajanja analize, no tako se
smanjuje i razlucivanje te pikovi mogu koeluirati. Nadalje, nagle promjene u sastavu pokretne
faze mogu imati utjecaj na baznu liniju kromatograma. U suprotnom slucaju, kod manjeg
nagiba krivulje nepolarniji analiti sporije eluiraju, ¢ime se povecava vrijeme trajanja analize te
potro$nja otapala koristenih za pripremu pokretne faze. Odabranim uvjetima, prikazanima u
Tablici 1, se postiglo kratko trajanje analize, prikladno razlucivanje pikova, kao i izgled, ¢ime

se skratilo vrijeme analize uz zadrzavanje dostatne razlucivosti, kao i izgleda bazne linije.

Na slici 4 prikazan je kromatogram radne otopine standarda koncentracije 10 pg/mL
snimljen na Zorbax SB C8 koloni uz optimiziran gradijent pokretne faze. Detekcija je

provedena detektorom s nizom dioda snimanjem na valnoj duljini od 320 nm.

mAU G-I\ﬂp

1 2 3 a L] e 7 8 L) min

Slika 4. Kromatogram radne otopine standarda koncentracije 10 pg/mL snimljen na 320 nm
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Na prilozenom kromatogramu vidljivo je kako su svi pikovi simetri¢ni te jasno
razdvojeni. Srednje vrijednosti vremena zadrzavanja i odgovaraju¢e RSD vrijednosti za 6

mjerenja prikazane su u Tablici 3.

Tablica 3. Vremena zadrzavanja analita i unutarnjeg Standarda uz pripadaju¢e RSD

vrijednosti
analit tr/min (n=6) RSD (%)
6-TG 3,38 0,47
6-MP 4,08 0,22
IS 5,29 0,11
FA 5,61 0,16
AZA 6,74 0,18

Potrebno je istaknuti kako je redoslijed eluacije analita sukladan logD vrijednostima
predvidenim programom Chemicalize. Naime, negativnija vrijednost logD znaci da je
pojedini analit hidrofilniji u odnosu na onaj za kojeg je predvidena vrijednost veca, te se za
takav analit moze oc¢ekivati | krace vrijeme zadrzavanja na nepolarnoj, tj. hidrofobnoj koloni.
Na ovaj nacin se uspjesno povezala struktura analita s njegovim fizikalno-kemijskim
svojstvima te posljedi¢no ponaSanjem u kromatografskom sustavu. Dobiveni rezultati upucuju
na moguénost primjene navedenog programa u istrazivanjima kvantitativnog odnosa strukture

i kromatografskog zadrzavanja (engl. Quantitative Structure-Retention Relationship, QSRR).

4.2.2. Odabir detektora i identifikacija analita

U svrhu identifikacije te kasnije moguce primjene u odredivanju analita, ispitane su tri
vrste detektora: DAD detektor, fluorescencijski detektor (FLD) te MS detektor.

DAD detektor je, zbog svoje niske cijene 1 jednostavne uporabe, jedan od najcesce
koristenih detektora za identifikaciju mnoStva spojeva. Primijenjen je u metodama za
odredivanje 6-MP i 6-metilmerkaptopurina u plazmi (Harahap i sur., 2017), kao i za
odredivanje 6-TG i njegovih nukleotida u krvi (Barco i sur., 2015). U sluc¢aju metode
predlozene u ovom radu, primjena DAD-a daje prikladan signal te je moguce identificirati

analite te IS prema maksimumima apsorpcije u njihovim UV-Vis spektrima. Pikovi dobiveni
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ovim detektorom su zadovoljavajuc¢ih povrSina, pa ¢e se DAD razmatrati i za KoriStenje u

odredivanju analita.

FLD nalazi primjenu u analizi vitamina B skupine poput FA, cijanokobalamina,
riboflavina i tiamina, videéi kako oni pokazuju svojstvo fluorescencije (Osseyi i sur., 2001; Li
i sur., 2000; Yang i sur., 2016; Gatti i Gioia, 2005). U svrhu odredivanja FA u pekarskim
proizvodima primijenili su ga Osseyi i suradnici (2001), uz valnu duljinu ekscitacije od 290
nm, a valnu duljinu emisije 450 nm, a u istu svrhu primijenila ga je i skupina $vedskih
znanstvenika (Patring i sur., 2005), no s valnom duljinom ekscitacije od 290 nm, a emisije od
360 nm. No, unato¢ primjeni sli¢nih uvjeta (valne duljine ekscitacije od 290 nm te valne
duljine emisije 350 te 450 nm), FLD se pokazao neprikladnim za razvijanu metodu u ovom
radu. Dobiveni pik FA bio je razvucen, dok je bazna linija pokazivala veliku koli¢inu Suma
(rezultati preliminarnih istrazivanja nisu ukljuceni u rad). Kako je FA dala dobar odziv na

DAD detektoru, FLD nije ukljuc¢en u daljnji razvoj metode.

MS detektor pruza visoku specifi¢nost pri odredivanju ili potvrdi identiteta ili strukture
analita; uz to, Cesto je koriSten 1 u identifikaciji oneciS¢enja u lijekovima ili ekscipijensima
(Watson, 1999). U vidu analoga purina, koristen je za identifikaciju i odredivanje AZA, 6-MP
i njihovih metabolita (Raja i sur., 2012). Nelson i suradnici (2006) su, s druge strane, ovaj
detektor primijenili za identifikaciju 1 odredivanje FA u formulacijama, dok su ga Kiekens i
suradnici (2015) koristili za odredivanje folata u plazmi i eritrocitima, $to znaci da je pogodan
za primjenu u identifikaciji svih analita odredivanih ovom metodom. Pregledom MS i MS?
spektara moguce je identificirati svaki od pojedinih spojeva s ve¢om pouzdano$éu nego
pregledom maksimuma apsorpcije UV-Vis spektara. Osim toga, interpretacijom navedenih
spektara moze se pretpostaviti moguci put fragmentacije analita, $to kasnije moze koristiti u
razvoju metode za identifikaciju i odredivanje oneciS¢enja u formulacijama ili metabolita u
plazmi, tako da je MS detektor odabran za identifikaciju analita. Stoga su odijeljeni analiti te
IS propusteni kroz spektrometar masa te je snimljen kromatogram ukupne ionske struje (engl.
Total lon Current, TIC) (slika 5).
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Slika 5. TIC kromatogram radne otopine standarda

Iz prilozenog kromatograma jasno su vidljivi pikovi sva Cetiri analita te IS (pik na tg = 1,9
min pripada otapalu). Kao $to se oc¢ekivalo, vremena zadrzavanja analita ocitana na masenom
spektrometru su pomaknuta u odnosu na ona snimljena DAD-om zbog redoslijeda spajanja
detektora (Atg = 0,2 min).

Pregledom masenih spektara svakog od pikova identificiralo se spojeve prema
vrijednostima m/z omjera njihovih pseudomolekulskih i fragmentnih iona. Maseni spektri 6-
TG, 6-MP i IS pokazali su kao najintenzivnije ione pseudomolekulske ione te je daljnja
identifikacija provedena fragmentiranjem navedenih: 6-TG pri m/z 168, 6-MP pri m/z 153 te
IS pri m/z 182. FA i AZA, s druge strane, su se pokazale nestabilnim molekulama pri zadanim
MS uvjetima te su dobiveni pseudomolekulski ioni niskog intenziteta. Stoga je daljnja
identifikacija FA provedena fragmentiranjem iona [M-Glu]® pri m/z 295, a AZA
fragmentiranjem iona [M-NO»+H]" pri m/z 232. U tablici 4 prikazane su m/z vrijednosti te
udjeli pseudomolekulskog iona, iona adukta (ako je identificiran) te tri fragmenta MS spektara

najveéeg intenziteta.

Tablica 4. m/z vrijednosti i udjeli iona i fragmenata MS spektara analita te IS

pseudomolekulski

analit ion adukt ion fragment 1 fragment 2 fragment 3
6-TG / 168 (25,31%) | 151 (22,81%) | 134 (5,26%) | 107 (2,98%)
6-MP / 153 (37,55%) | 119 (14,61%) | 126 (2,49%) | 120 (1,17%)
IS / 182 (44,21%) | 134 (18,53%) | 167 (8,66%) | 107 (5,16%)
FA / 442 (0,44%) 295 (56,86%) | 176 (6,64%) | 313 (5,47%)
AZA 3007 (7,89%) 278 (0,47%) 232 (23,85%) | 199 (6,31%) | 205 (6,04%)

fadukt AZA s ionom natrija ((M+Na]")

27




Reprezentativni MS i MS? spektri 6-TG i FA s pretpostavljenim putevima fragmentacije

prikazani su na slikama 6 i 7.
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Slika 6. MS spektar 6-TG, MS? spektar pseudomolekulskog iona pri m/z 168 te pretpostavljeni

put fragmentacije
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Slika 7. MS spektar FA, MS? spektar iona [M+Glu]* pri m/z 295 te pretpostavljeni put
fragmentacije
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4.2.3. Odredivanje analita

Budu¢i da se DAD tijekom preliminarnih istrazivanja pokazao kao najprikladniji, vide¢i
da je za sve analite imao Siroko linearno podrucje, visoku razinu reproducibilnosti te, U
odnosu na MS, nize cijene i primjereniji za rutinske analize, daljnja istrazivanja vezana uz
odredivanje analita su provedena na ovom detektoru. Nakon snimanja radne otopine standarda
pomo¢u DAD na jednoj valnoj duljini (slika 4), valne duljine snimanja optimizirane su tako
da se $to viSe poklapaju s maksimumima apsorpcije kromatografiranih spojeva kako bi se
povecala osjetljivost te pojednostavio postupak odredivanja. Na slici 8 prikazani su UV-Vis

spektri svih analita, kao i IS.

Slika 8. Preklopljeni UV-Vis spektri AZA (plavo), 6-MP (ruzi¢asto), 6-TG (Zuto), FA

(crveno) i IS (zeleno)

1z slike je uocljivo kako se maksimumi apsorpcija AZA i FA razlikuju za svega 10-ak
nm te se inteziteti apsorbancija na ovim valnim duljinama zbog izgleda spektra znacajno ne
razlikuju, stoga se ova dva analita mogu pratiti na jednoj valnoj duljini. Isto vrijedi i za 6-MP
i IS, tako da su odabrane 3 valne duljine snimanja: A, = 280 nm za AZA i FA, k=320 nm za
6-MP i IS te A3=343 nm za 6-TG.

Na navedenim valnim duljinama snimljen je kromatogram samog otapala, tj. smjese
metanola i 0,1 M otopine NaOH u omjeru 95:5 (V/V) kako bi se utvrdilo postoje li kakve
interferencije iz otapala koje bi mogle utjecati na odredivanje analita (slika 9).
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Slika 9. Kromatogram otapala snimljen na A; = 280 nm (plavo), A, = 320 nm (crveno) i
A3 = 343 nm (zeleno)

Kromatografski pik male povrsine javlja se pri tr = 2,00 min, no kako se 6-TG kao prvi analit
eluira u vremenu od 3,43 min, utvrdeno je kako navedeni pik nema utjecaja na selektivnost

metode. Kromatogram snimljen pri navedenim postavkama metode prikazan je na slici 10.
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Slika 10. Kromatogram radne otopine standarda koncentracije 10 pg/mL snimljen na
M =280 nm (plavo), A, =320 nm (crveno) i A3 = 343 nm (zeleno)
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Pikovi pokazuju zadovoljavajuce razluc¢ivanje, simetri¢nost te broj teorijskih tavana (tablica

5).
Tablica 5. Parametri efikasnosti kromatografskog odjeljivanja
: - broj teorijskih

analit parametar RS simetrijski faktor” mltasg;g? '

6-TG / 0,78 8667

6-MP 5,72 0,73 28849

FA 3,87 0,77 85132
AZA 14,82 0,73 129781

%razlu¢ivost je mjerena izmedu pika navedenog analita i najblizeg susjednog pika
bmjera simetrije pika; $to je vrijednost bliza 1, pik je simetri¢niji

“mjera efikasnosti kolone; veéi broj oznacava bolje razludivanje

4.3. Validacija metode

Nakon utvrdivanja optimalnih uvjeta odjeljivanja, detekcije i odredivanja, pristupilo se
validaciji kromatografske metode. Validacija je provedena sukladno ICH smjernicama

navedenima u poglavlju 3.2.8. U tablici 6 navedene su granice prihvatljivosti validacijskih
parametara.

Tablica 6. Validacijski parametri i kriteriji prihvatljivosti

VALIDACIJSKI PARAMETAR KRITERIJ PRIHVATLJIVOSTI

selektivnost informacija
linearnost k> 0,999

granica dokazivanja informacija

granica odredivanja informacija

RSD < 3% za ponovljivost

preciznost RSD < 5% za srednju preciznost
tocnost 95% < analiti¢ki prinos < 105%

izdrzljivost RSD < 10%

stabilnost RSD <5%
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4.3.1. Selektivnost

Selektivnost, tj. sposobnost metode da moze odrediti analit u prisutnosti ostalih

komponenata uzorka (matrice) ispitana je na formulaciji tablete te umjetnoj plazmi.

Slijepa proba i standardne otopine u koje su dodani ekscipijensi pripremljeni su na na¢in

opisan u poglavlju 3.2.3. te su kromatogrami ovih uzoraka prikazani su na slici 11.

20

Slika 11. Kromatogrami ekscipijenasa (a) i ekscipijenasa s dodanom otopinom standarda (b)

snimljeni na A; = 280 nm (plavo), A, = 320 nm (crveno) i Az = 343 nm (zeleno)

Iz kromatograma moguce je utvrditi kako sastavnice ekscipijenasa ne koeluiraju s analitima

niti s 1S, $to upucuje na zadovoljavajucu selektivnost metode.
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Kako bi se predloZzena metoda mogla primijeniti u bioanalitickim istraZivanjima,
ispitana je i selektivnost metode primjenom umjetne plazme. Slijepa proba i otopina umjetne
plazme u koju je dodana otopina standarda pripremljeni su na nacin opisan u poglavlju 3.2.5.

Kromatogrami navedenih otopina prikazani su na slikama 12 (PP) i 13 (SPE).

,Lr.\,u_.ﬂf lL/Lf - Jl— — S | N

LIS

Slika 12. Kromatogrami slijepe probe (a) i umjetne plazme s dodanom otopinom standarda (b)
pripremljeni postupkom PP snimljeni na A; =280 nm (plavo), A, = 320 nm (crveno) i A3 = 343

nm (zeleno)
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Slika 13. Kromatogrami slijepe probe (a) i umjetne plazme s dodanom otopinom standarda (b)
pripremljeni postupkom SPE snimljeni na A; = 280 nm (plavo), A, = 320 nm (crveno) i Az =

343 nm (zeleno)

Na kromatogramima uzoraka umjetne plazme, pripremljenim objema postupcima,vidljivo je
kako sastavnice plazme ne koeluiraju s niti jednim od analita. Medutim, kao kritican
parametar za utvrdivanje selektivnosti pokazalo se razlucivanje sastavnice plazme koja eluira
s kolone u 5,5 min. Upravo ova sastavnica plazme eluira s kolone nakon IS te neposredno
prije FA, te je prisutna u oba uzorka neovisno o postupku pripreme bioloskog uzorka. Buducéi
da je njeno razluc¢ivanje od navedenih analita vece od 1,5, moguce je utvrditi kako ona ne

utjece na selektivnost metode.
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4.3.2. Linearnost

Linearnost, tj. sposobnost analiticke metode da unutar odredenog intervala daje rezultate
koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita, sljedeéi je validacijski parametar koji je
ispitan (tablica 7). Ispitivanje je provedeno na pet koncentracijskih razina: 2,5, 5, 10, 15 i 20
ug/mL (priprema otopina standarda navedenih koncentracija opisana u poglavlju 3.2.2.2.).
Kako ova metoda koristi unutarnji standard, graficki prikaz ovisnosti omjera analitickih
signala analita i unutarnjeg standarda (izrazenih kao povrSine pikova na kromatogramu
snimljenom detektorom s nizom dioda) o koncentraciji analita predstavlja kalibracijsku

krivulju u obliku linearnog regresijskog pravca.

Tablica 7. Parametri linearnosti

_ remet [I)I:((lafll;gjc; jednadZzba pravca koeficij_e nt rezzlkc)jll’Joa}lm
analit (ng/mL) korelacije, k kvadrata®
6-TG 2,5-20 y =0,251x - 0,153 0,9999 0,0001
6-MP 2,5-20 y =0,236x - 0,126 0,9998 0,0027
FA 2,5-20 y =0,086x - 0,035 0,9999 0,0003
AZA 2,5-20 y =0,109x - 0,067 0,9998 0,0011

#zbroj kvadrata odstupanja predvidenih od empirijskih vrijednosti; §to je manja vrijednost, to je veéa Kkorelacija

prikupljenih podataka i predvidenog modela

Koeficijent korelacije veéi je od 0,999 za sve analite, temeljem Cega je moguce zakljuditi

kako je postignuta izvrsna linearnost metode u Sirokom koncentracijskom rasponu.

4.3.3. Osjetljivost

Granica dokazivanja (engl. Limit of Detection, LOD) analitickog postupka najmanja je
koli¢ina analita koju je moguce nedvojbeno dokazati, ali ne nuzno i odrediti, dok je granica
odredivanja (LOQ) najmanja koli¢ina analita koju je moguée odrediti s prihvatljivom
tocnoS¢u 1 ponovljivos¢u. U svrhu validacije ove metode koriSten je pristup omjera
signal/Sum, tj. otopine standarda razrijedene su do vrijednosti omjera signal/Sum 10 za LOQ

te 3 za LOD. Vrijednosti ovih parametara prikazane su u tablici 8.
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Tablica 8. Granice dokazivanja i odredivanja

parametar
it LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
6-TG 0,1 0,4
6-MP 0,1 0,2
FA 0,2 0,5
AZA 0,1 0,5

4.3.4. Preciznost

Preciznost (engl. precision) opisuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz istog
uzorka pri istim propisanim uvjetima. U validaciji ove metode preciznost je iskazana kao
ponovljivost (engl. intra-day repeatability), tj. podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim
mjerenjem istog uzorka pod istim uvjetima te kao srednja preciznost (engl. intermediate
precision), tj. podudaranje rezultata dobivenih mjerenjem istog uzorka kroz duze vremensko

razdoblje.

Preciznost je ispitivana na radnoj otopini standarda koncentracije 10 pg/mL te izrazena
kao RSD omjera analitickih signala analita i unutarnjeg standarda. Ponovljivost je ispitana
kroz 6 mjerenja u istom danu, dok je srednja preciznost ispitana kroz dodatna 3 mjerenja

sljede¢eg dana (tablica 9).

Tablica 9. Parametri preciznosti

parametar ponovljivost (n = 6) srednja preciznost (n = 9)
analit RSD (%) RSD (%)
6-TG 0,77 0,79
6-MP 0,82 0,79
FA 1,08 1,17
AZA 0,40 0,63

Vrijednosti ponovljivosti i srednje preciznosti su unutar granica definiranih u Tablici 6 za sve

analite, iz Cega se moze zakljuciti kako je razvijena metoda precizna.
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4.3.5. To¢nost

Tocnost (engl. accuracy) predstavlja slaganje srednje vrijednosti eksperimentalno
dobivenih rezultata i stvarnih ili prihvacenih referentnih vrijednosti. To¢nost ove metode
ispitana je na tri razliCite koncentracijske razine otopina standarda: niskoj (2,5 pg/mL),
srednjoj (10 ng/mL) te visokoj (20 ug/mL). Na svakoj koncentracijskoj razini izvedena su tri
mjerenja, a rezultati su iskazani kao analiticki prinos (engl. recovery), tj. srednja vrijednost
omjera izmjerene koncentracije i stvarne koncentracije izrazen u postotku, uz pripadajuce

RSD vrijednosti (tablica 10).

Tablica 10. Parametri to¢nosti

parametar niska konc. razina srednja konc. razina visoka konc. razina
_ analiticki o analiticki o analiticki o
analit prinos (%) RSD (%) prinos (%) RSD (%) prinos (%) RSD (%)
6-TG 99,97 0,96 98,68 1,25 101,33 0,86
6-MP 101,47 0,65 96,63 1,41 101,08 1,44
FA 99,09 0,20 97,65 1,60 102,47 1,06
AZA 104,24 0,51 97,69 0,44 98,11 0,74

Analiti¢ki prinosi na sve tri koncentracijske razine su u intervalu od 95 do 105%, $to znaci da

je validirana metoda to¢na u Sirokom koncentracijskom rasponu.

4.3.6. Izdrzljivost

IdrZljivost (engl. robustness) predstavlja sposobnost metode da ostane nepromijenjena
uslijed malih te namjernih promjena parametara metode. Ispitan je utjecaj promjene tri
kromatografska parametra: protoka pokretne faze, temperature kolone te sastava pokretnih
faza. Definirani optimalni uvjeti su protok pokretne faze od 1 mL/min, temperatura kolone od
35 °C te sastav pokretnih faza acetonitril/ultradista voda : mravlja kiselina u omjeru 99,9:0,1
(VIV). Promjene u vremenima zadrzavanja (tablica 11) i omjerima signala analita i unutarnjeg
standarda (tablica 12) prikazane su kao RSD naspram vremena zadrzavanja i omjera signala

pri optimalnim uvjetima.
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Tablica 11. Parametri robustnosti vremena zadrzavanja

parametar pggg?;\e/ga
protok pokretne faze temperatura kolone pokretne
faze®

- - o o
it \ | Ol | 105 mmin | 20°C | 30°C | Rsp (6)
6-TG 2,43 4,69 3,62 7,15 4,69
6-MP 2,88 3,73 2,38 4,09 2,46
FA 1,99 2,41 1,13 1,77 1,87
AZA 1,78 1,98 0,66 1,23 3,30

®pokretna faza A sastoji se od ultradiste vode, acetonitrila i mravlje kiseline u omjeru 99:1:0,1 (V/V/V), pokretna

faza B sastoji se od acetonitrila, ultradiste vode i mravlje kiseline u omjeru 99:1:0,1 (V/V/V)

Tablica 12. Parametri robustnosti omjera signala

parametar proTjena
protok pokretne faze temperatura kolone sastava

pokretne

faze®
0,95 mL/min | 1,05 mL/min 20 °C 30 °C

analit RSD (%) | RSD (%) | RSD (%) | RSD (%) | RoP (%)
6-TG 2,38 0,95 0,02 1,59 3,20
6-MP 0,50 0,85 0,02 2,24 1,33
FA 0,59 0,09 0,05 0,95 1,03
AZA 0,85 0,65 0,24 1,59 1,59

®pokretna faza A sastoji se od ultradiste vode, acetonitrila i mravlje kiseline u omjeru 99:1:0,1 (V/V/V), pokretna

faza B sastoji se od acetonitrila, ultradiste vode i mravlje kiseline u omjeru 99:1:0,1 (V/V/V)
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4.3.7. Stabilnost

Stabilnost radne otopine standarda koncentracije 10 pg/mL procijenjena je nakon
jednog dana (¢uvana u autoinjektoru pri 4 °C) te 30 dana (¢uvana pri -20 °C), dok je stabilnost
uzorka umjetne plazme s dodanom radnom otopinom standarda procijenjena nakon 10 dana
(¢uvana pri 4 °C) (tablica 13).

Tablica 13. Parametri stabilnosti

stabilnost u , o stabilnost umjetne
it parametar | oiniektoru (4 °C) | StAPINOSt (20 °C) plazme (4 °C)
RSD (%)
RSD (%) RSD (%)
6TG 1,39 241 311
6MP 0,50 2,26 0,22
FA 0,22 2,46 0,69
AZA 0,47 1,03 1,44

Uzorci su stabilni 1 nakon ¢uvanja duZe vrijeme, $to je dodatna prednost vide¢i kako se po

potrebi mogu pohraniti za evidenciju i daljnja ispitivanja.

4.4. Primjena metode za odredivanje analita

Nakon S§to je metoda razvijena, optimizirana te validirana, primijenjena je za

identifikaciju i odredivanje 6-TG, 6-MP, FA i AZA u tabletama te umjetnoj plazmi.

4.4.1. Odredivanje analita u tabletama

Kako bi se odredio sadrzaj analita u tabletama, potrebno je optimirati ekstrakcijski
postupak. Metode opisane u literaturi kao otapalo za standardne otopine analita koriste
zaluZzeni metanol (Raja i sur., 2012) ili vodene otopine hidroksida (Somasekhar, 2014;
Sorouraddin i sur., 2011), stoga su se, s pretpostavkom da su analiti dobro, a ekscipijensi
slabije topljivi u navedenim otapalima, u svrhu ispitivanja prinosa ekstrakcije koristila sli¢na
otapala. Uzorci tableta pripremili su se na nain opisan u poglavlju 3.2.4., dok su kao
ekstrakcijska otapala ispitani metanol, metanol i ultracista voda u omjeru 60:40 (V/V), 0,05 M
otopina NaOH te metanol i 0,1 M otopina NaOH u omjeru 50:50 (V/V). Ekstrakcijska
ucinkovitost izrazena kao prinosi ekstrakcije odredeni iz kalibracijskih pravaca analita

prikazani su na slici 14.
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Slika 14. Prinosi ekstrakcije analita pri koristenju razlicitih ekstrakcijskih otapala

Kao §to je vidljivo na slici, FA pokazuje nizak postotak ekstrakcije (4,63%) pri koristenju
samog metanola, dok je uz vodu postotak neSto visi (22,41%). Ostali analiti pokazuju
osrednju iskoristivost ekstrakcije s istim otapalima, no dodatkom luzine postize se veliko
iskoriStenje ekstrakcije svih analita iz tableta. Na temelju rezultata ekstrakcije moguce je
zakljuciti kako je od ispitanih otapala za ekstrakciju najpogodnija smjesa metanola i 0,1 M
otopine NaOH u omjeru 50:50 (V/V), pri ¢emu prinosi ekstrakcije iznose 95,04% za 6-TG,
99,66% za 6-MP, 94,22% za FA te 90,17% za AZA. Kromatogram analize tableta

koriStenjem ovog ekstrakcijskog otapala prikazan je na slici 15.

s

o 1 2 3 4 6 L} 7 e ° -~

Slika 15. Kromatogram analize tableta snimljen na A; = 280 nm (plavo), A, = 320 nm (crveno)

i A3 = 343 nm (zeleno)
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Provjerena je i Cisto¢a pikova na prethodno prikazanom kromatogramu. Za svaki analit te IS

odabrano je pet tocaka na kromatografskom piku te su u njima usporedeni UV-Vis spekitri.

Kao primjer uzet je pik 6-TG (slika 16).

Homm.

160 ) R0

250 275 200 225

Slika 16. UV-Vis spektri 5 razli¢itih to¢aka kromatografskog pika 6-TG

Apsorpcijski maksimumi se poklapaju u svih pet tocaka, $to upucuje kako je pik visoke

Cistoce. Ostali pikovi pokazuju sli¢ne profile ¢istoce, $to upucuje kako se odredivanje analita

moze pouzdano provesti, vide¢i da se ono provodi prema povrSini navedenog pika.

U daljnjim ispitivanjima provesti ¢e se kontrola proizvoda razli€itih proizvodaca s trzista, kao

11z razlicitih proizvodnih linija.

4.4.2. Odredivanje analita u umjetnoj plazmi

Uzorci umjetne plazme pripreme se na oba nacina opisana u poglavlju 3.2.5. te

analiziraju predlozenom metodom. Dobiveni kromatogrami prikazani su na slikama 12b (PP)

i 13b (SPE), dok su rezultati odredivanja prikazani u tablici 14.

Tablica 14. Analiti¢ki prinosi u uzorcima pripremljenim PP i SPE

analit PP SPE
analiticki prinos (%) analiticki prinos (%)
6-TG 98,07 96,69
6-MP 103,28 100,51
FA 102,24 102,47
AZA 96,15 101,23
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Metoda pokazuje moguénost odredivanja analita bez interferencije matrice, tj. ostalih
sastavnica uzorka. Uz to, iz podataka o analitickim prinosima moguce je zakljuciti kako nema
gubitaka analita (npr. u vidu kemijske reakcije ili taloZenja sa matricom uzorka) nakon
dodatka otopine standarda u uzorke te njihove predobradbe za analizu na oba navedena
na¢ina. Dakle, u slu¢aju ove skupine analita, oba postupka se mogu uéinkovito primijeniti u

predobradbi uzorka.

Valja istaknuti kako je analiti¢ki prinos dobiven ovom metodom ve¢i od nekih od ve¢
predlozenih metoda za odredivanje navedenih analita u plazmi: Hawwa i suradnici (Hawwa 1
sur., 2009) su, primjerice, u uzorku predobradenom PP (taloZzenjem pomocu perklorne
kiseline) dobili analiticki prinos 6-TG 93,3%, a 6-MP 96,5%, dok su kineski znanstvenici
(Zheng i sur., 2015) utvrdili analiti¢ki prinos FA u uzorku predobradenom PP (talozenjem
metanolom i amonijevim hidroksidom) od 87,0%. Uz to, inovativni sorbens Phree
Phospholipid kolone po prvi put je primijenjen u svrhu odredivanja ovih analita u biolo§kim
uzorcima. U usporedbi s tradicionalno koriStenim sorbensima, poput modificiranog silikagela,
polimera ili ionskih izmjenjivaca, postupak je znacajno jednostavniji, nema optimizacije SPE

metode te je postignuta izvrsna ekstrakcijska u¢inkovitost.
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5. ZAKLJUCAK
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U ovom radu predlozena je nova HPLC-DAD-MS" metoda za istovremeno
odredivanje azatioprina, 6-merkaptopurina, 6-tiogvanina i folne kiseline u formulacijama
tableta te plazmi. Prema literaturnim podacima, metoda za istovremeno odredivanje
navedenih lijekova dosad jo§ nije razvijena te se njome postize smanjenje potroSnje
kemikalija (¢ime se metoda moze smatrati ekoloski prikladnijom od vecéine dosad razvijenih),
kao 1 olak$avanje analiti¢aru koji provodi metodu jer nema promjene nepokretnih i pokretnih
faza kako bi se analizirali razli¢iti lijekovi. Metoda je validirana prema ICH smjernicama te
pokazuje veliku selektivnost, linearnost (k > 0,999), to¢nost (95% < analiti¢ki prinos < 105%)
i preciznost (RSD < 1,5%) u radnom podru¢ju. Optimirana i validirana metoda je
primijenjena za odredivanje analita u uzorcima tableta i umjetne plazme. Pri odredivanju
analita u umjetnoj plazmi, oba nacina predobradbe uzorka (taloZenje proteina i ekstrakcija
¢vrstom fazom) daju sli¢ne rezultate, tj. jednako su ucinkovita; uz to, inovativni sorbens
primijenjen pri predobradbi uzorka SPE postupkom pokazuje potencijal primjene u analitici
drugih lijekova, posebice lipofilnijih, uzimaju¢i u obzir kako fosfolipidi plazme imaju
znacajan utjecaj na selektivnost bioanalitickih metoda. Neke od prednosti metode su kratko
trajanje vremena analize, jednostavna priprema uzoraka te moguénost primjene iste metode na
tablete i plazmu, $to ju ¢ini pogodnom za primjenu u rutinskim analizama, bilo terapijskom
pracenju lijekova ili odredivanju sadrzaja tableta. Daljnja istrazivanja, koja prelaze granice
ovog rada, usmjeriti ¢e se na odredivanje onecis¢enja u formulacijama te primjenu metode na

plazmi pacijenata u svrhu odredivanja lijekova, ali i njihovih metabolita u plazmi.
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Edvin Brusaé¢

Nova HPLC-DAD-MS" metoda za odredivanje imunosupresiva koriStenih u terapiji

upalnih bolesti crijeva i folne kiseline u tabletama i plazmi

U novije vrijeme incidencija upalnih bolesti crijeva (Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa) je
u porastu. Jedan od Cestih simptoma ovih bolesti je malapsorpcija hranjivih tvari, od kojih su
mnoge bitne za odrzavanje zdravlja. Folna kiselina, kao jedan od vitamina klju¢nih za
prevenciju anemija te smanjenje rizika kolorektalnog karcinoma, takoder se malapsorbira kod
pacijenata s upalnim bolestima crijeva. Primjena dvokomponentnih tableta koje bi sadrzavale
jedan od imunosupresivnih lijekova uz folnu kiselinu mogla bi poboljsati suradljivost
pacijenata oboljelih od ovih bolestii U ovom radu razvijena je analiticka metoda za
istovremeno odredivanje folne kiseline i imunosupresiva iz skupine analoga purina
(azatioprina, 6-merkaptopurina te 6-tiogvanina) u tabletama i plazmi primjenom vezanog
sustava tekucéinske kromatografije visoke djelotvornosti te spektrometrije masa koja bi sluzila
kao analiticka podrska navedenoj formulaciji tableta. Metoda za istovremeno odredivanje
ovih lijekova dosad nije razvijena, a razvojem iste povecava se u¢inkovitost i brzina rutinskih
analiza te smanjuje stvaranje otpada. Mjerenja su provedena na instrumentu Agilent 1100
Series LC/MSD Trap. Kao nepokretna faza koriStena je Zorbax SB C8 kolona veli€ine ¢estica
5 um. Primijenjena je gradijentna eluacija, sa sastavnicom A pokretne faze 0,1% mravljom
kiselinom u ultracistoj vodi, a sastavnicom B pokretne faze 0,1% mravljom kiselinom u
acetonitrilu. Za snimanje masenih spektara primijenjena je ionizacija elektrorasprSenjem uz
dusik kao plin nebulizator, dok je helij koriSten za fragmentiranje. Metoda je validirana
sukladno ICH smjernicama te primijenjena na uzorcima tableta i umjetne plazme, u ¢emu se
pokazala pogodnom, uz kratku i jednostavnu pripremu uzoraka te trajanju metode do 10

minuta.

KLJUCNE RIJECI: upalne bolesti crijeva, folna kiselina, imunosupresivi, LC-DAD-MS"
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Edvin Brusaé¢

A novel HPLC-DAD-MS" method for the determination of immunosuppressants used in

the therapy of Inflammatory Bowel Disease and folic acid in tablets and plasma

In recent years, the incidence of Inflammatory Bowel Disease (Crohn's disease and Ulcerative
Colitis) has been on the rise. One of the common symptoms of these illnesses is the
malapsorption of nutrients, many of which are crucial for maintaining good health. Folic acid,
one of the vitamins necessary to prevent anemia and reduce the risk of colorectal carcinoma,
is also malabsorbed in patients with Inflammatory Bowel Disease. The use of two-component
tablets which would contain one of the immunosuppressant drugs, as well as folic acid, could
improve the adherence of patients suffering from these illnesses. In this study, an analytical
method for simultaneous determination of folic acid and immunosuppressants of the purine
analogues group (azathioprine, 6-mercaptopurine and 6-thioguanine) in tablets and plasma by
the use of High Performance Liquid Chromatography coupled with Mass Spectrometry has
been developed; the method might serve as analytical support to the beforementioned tablet
formulation. Up to now, a method for simultaneous determination of these drugs has not been
developed — by developing the former, more efficient and faster analyses, as well as waste
reduction, are achieved. Measurements were made on Agilent 1100 Series LC/MSD Trap
instrument. Zorbax SB C8 column with particle size of 5 um was used as stationary phase.
Gradient elution, with 0,1% formic acid in ultrapure water as component A and 0,1% formic
acid in acetonitrile as component B of mobile phase was used. For the mass spectra,
Electrospray lonisation with nitrogen as the nebulizer and helium as collision gas was applied.
The method has been validated according to ICH guidelines and applied to the tablet and
artificial plasma samples. The method has proved to be suitable for the intended purpose, with

a short and simple sample preparation and the run time of 10 minutes.

KEYWORDS: Inflammatory Bowel Disease, folic acid, immunosuppressants, LC-DAD-MS"

58



