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1. UvOD



Brza, osjetljiva i reproducibilna metoda za istovremeno odredivanje metabolita lijeka u
farmaceutskoj industriji je neophodna za kontrolu djelotvornosti i potencijalne toksi¢nosti lijeka,
te istrazivanje farmakokinetike lijeka, odnosno apsorpcije, distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja
(ADME, engl. absorption, distribution, metabolism, and excretion). Cijeli niz modernih
analitickih tehnika Kkoristi se kroz cijeli postupak razvoja lijeka, ukljuc¢ujuéi predklini¢ke i
klini¢ke studije (Pandey i sur., 2010). U predklini¢koj fazi se in vivo model na laboratorijskim
zivotinjama Koristi u svrhu razvoja lijekova, poboljsanja kvalitete i Smanjenja mogucih rizika u

daljnjim fazama studije (Park i Schaer, 2019).

Maligne bolesti zbog Siroke rasprostranjenosti i visoke smrtnosti predstavljaju izazov u
lije¢enju (Hassanpour i Dehghani, 2017). Vecéina danasnjih antitumorskih lijekova koji se koriste
u kemoterapiji su citotoksi¢ni lijekovi koji imaju antiproliferativni u¢inak te uz antitumorsku
aktivnost oStecuju i1 sva normalna i zdrava tkiva. Vazan problem u terapiji malignih bolesti je
takoder i nemogucnost selektivne dostave antitumorskih lijekova u tumorsko tkivo (Lammers i
sur., 2012). Unaprjedenje antitumorske terapije primjenom nanotehnologije temelji se na
ugradivanju lijekova u terapijske nanosustave, nanocestice ili nanovezikule, s ciljem poboljSanja
topljivosti  antitumorskih  lijekova, njihove stabilnosti u bioloSkom okruzenju te
farmakokinetickih svojstava npr. produljeno zadrzavanje lijeka u cirkulaciji 1 poboljSana

raspodjela u ciljno tkivo (Bertrand i sur., 2014; Wei i sur., 2012).

Regulatorne agencije za registraciju lijekova i nadzor farmaceutskih tvrtki imaju stroge
zahtjeve za kontrolu kvalitete kona¢nih proizvoda, lijekova kao i njihovih nanoterapijskih
formulacija koje se moraju testirati po strogim pravilima. Sve metode testiranja koje se koriste u
procesu razvoja lijeka i dokazivanja njegove djelotvornosti i neSkodljivosti moraju biti
validirane, tj. mora se dokazati da su podesne i pouzdane za primjenu. Cilj ovoga rada bio je
pomocu visoko ucinkovite tekucéinske kromatografije na reverznoj fazi i s fluorescentnom
detekcijom razraditi metodu za istovremeno kvantitativno odredivanje metabolita antitumorskog
lijeka doksorubicina u urinu Stakora tretiranih razli¢itim formulacijama doksorubicina. Visoko
ucinkovita tekuc¢inska kromatografija je instrumentalna analiticka metoda koja se vrlo Cesto

primjenjuje u farmaceutskoj industriji zbog svoje preciznosti, specifi¢nosti i brze analize.



1.1. Antraciklinski antitumorski lijekovi

Tumori su drugi po redu uzrocnici smrti u Siroj populaciji, a u Hrvatskoj u prosjeku svaka
Cetvrta osoba oboli od neke zlo¢udne bolesti (Hassanpour i Dehghani, 2017; Incidencija raka u
Hrvatskoj, Hrvatski zavod za javno zdravstvo, Bilten br. 40, 2018., ur. M. Sekerija, Zagreb, HR).
Zbog toga svakodnevno raste potreba za razvojem novih nacina i unaprjedivanje ve¢ postojecih
vrsta terapije ove globalne pandemije. LijeCenje raka izrazito je kompleksno i podrazumijeva
nekoliko razli¢itih nacina terapije od kojih je jedan koriStenje kemoterapijskih lijekova, odnosno
citostatika medu koje spadaju antraciklinski antitumorski lijekovi (Nadas i Sun, 2006).

Izolirani iz roda bakterija Streptomyces u 1960-ima, antraciklini su skupina antitumorskih
lijekova ¢iji su glavni predstavnici doksorubicin (DOX) i daunorubicin (Carvalho i sur., 2009).
Koriste se u terapiji brojnih solidnih tumora i hematoloskih maligniteta poput leukemija,
limfoma, tumora dojke i jajnika (Farhat, 2013). Unato¢ tome $to su jedni od najcesce i najSire
koriStenih  kemoterapeutika, ucinkovitost antraciklina ograniCava glavna nuspojava
kardiotoksi¢nosti, a mogu¢ je i razvoj rezistencije tumora na ovu skupinu lijekova (Hortobagyi,
1997). Stoga su razvijeni brojni novi analozi postojec¢ih antraciklina kao $to su idarubicin (IDA) i
epirubicin kako bi se umanjile nezeljene posljedice (Carvalho i sur., 2009).

Antraciklini su crveno obojeni aromatski poliketidi ¢ija se struktura sastoji od razli¢itih
aglikanskih 1 glikanskih djelova iz kojih proizlazi raznovrsnost ¢lanova. Glavni dio aglikanske
strukture ¢ini tetraciklinski prsten na koji je glikozidnom vezom vezan aminoglikozidni ostatak
(slika 1) (Shaul i sur., 2013). Prirodna fluorescencija antraciklina olakSava njihovo istrazivanje
budué¢i da se lako moZe pratiti njihova distribucija unutar stanica i tkiva i1 detektirati na

fluorescentnim detektorima.

NH,

Slika 1. Kemijska struktura doksorubicina



1.2. Doksorubicin i mehanizam djelovanja

Doksorubicin, kao glavni predstavnik antraciklina, antitumorsko djelovanje postize na
nekoliko nacina. Neki od njih su razjasnjeni, a jedan od mehanizama ukljucuje interkaliranje s
DNA (deoksiribonukleinska kiselina, engl. deoxyribonucleic acid) heliksom kako je prikazano
na slici 2 (Frederick i sur., 1990). NaruSavajuc¢i strukturu dvostruke uzvojnice ugradivanjem
izmedu baznih parova ili kovalentnim vezanjem za proteine koji su ukljuéeni u transkripciju i
replikaciju DNA molekule, doksorubicin u stanicama uzrokuje inhibiciju tih procesa. Takoder,
inhibiciju transkripcije i replikacije DNA molekule uzrokuje i negativan u¢inak DOX-a na enzim
topoizimerazu II. Usporeni ili oSte¢eni navedeni procesi u stanici izazivaju njenu smrt. (Carvalho
i sur., 2009).

Slika 2. Interkaliranje doksorubicina s DNA heliksom (Frederick i sur., 1990)

Antraciklini, a samim time i DOX, u stanicama takoder poti¢u nastanak slobodnih
radikala. Zbog visokog afiniteta prema kardiolipinu koji se nalazi na unutarnjoj membrani
mitohondrija, DOX se nakon ulaska u stanicu u najvecoj mjeri lokalizira unutar mitohondrija
(Reis-Mendes i sur., 2015). Reagiraju¢i s kompleksom I, koji je jedan od mitohondrijskih
proteina ukljucenih u oksidativnu fosforilaciju, nastaje semikinonski radikal koji oksidira
molekularni kisik iz kojeg nastaju slobodni kisikovi radikali. Unutar mitohondrija i ostatka
stanice slobodni radikali oksidiraju makromolekule pri ¢emu dolazi do njihovog ostecivanja Sto

dovodi do stani¢ne smrti (Carvalho i sur., 2009).



1.3. Metabolizam doksorubicina

DOX u stanice ulazi slobodnom difuzijom, a svoje djelovanje postize u jezgri i
mitohondriju stanice nekim od navedenih mehanizama. Tri glavna metabolita koja nastaju
degradacijom DOX-a u stanici su doksorubicinol (DOXol), doksorubicinon (DOXon) i
doksorubicinolon (DOXolon) ¢ije su kemijske strukture prikazane na slici 3 (Sakai-Kato i sur.,
2010).

DOXon DOXolon

Slika 3. Kemijske strukture metabolita doksorubicina (DOX)

Antraciklini  generalno  podlijezu  hepaticCkom metabolizmu, a metaboliti i
nemetabolizirani lijek se izluCuju urinom. IstraZivanja su pokazala da se urinom izlucuje oko
50% nepromijenjenog DOX-a, 30% DOXola i 9,3% aglikona doksorubicina medu koje spada
DOXon (Reis-Mendes i sur., 2015). Studije provedene na laboratorijskim Zivotinjama pokazale
su da svaki od navedenih metabolita nastaje u uvjetima ovisnim o NADPH (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat) Sto sugerira postOjanje specifi¢nih enzima koji sudjeluju u metabolizmu
doksorubicina (Licata i sur., 2000; Schaupp i sur., 2015).

Prema istrazivanju koje su proveli Alhareth i suradnici (2012), u urinu, plazmi te tkivima

jetre, slezene i srca klinicki je znacajno odredivati DOX, DOXol i DOXon uz neki od internih



standarda (1S). Kao IS najc¢es¢e se koriste daunorubicin i idarubicin (IDA) ¢ija je kemijska

struktura prikazana na slici 4 (Alhareth i sur., 2012).

OH

NH,

Slika 4. Kemijska struktura idarubicina

1.3.1. Doksorubicinol

Doksorubicinol je metabolit koji nastaje parcijalnom redukcijom karbonilne skupine
doksorubicina djelovanjem enzima NADPH-ovisne karbonilne reduktaze (slika 5). Dosadasnja
istrazivanja su pokazala da DOXol uz DOX ima najznacajniju ulogu u razvoju kardiotoksi¢nosti,
ali to¢an mehanizam toksi¢nog djelovanja nije u potpunosti razjasnjen. DOXol je hidrofilniji od
DOX-a tako da u vecoj mjeri ulazi u kardiomiocite gdje uzrokuje oStec¢enja. Pretpostavlja se da
DOXol poput DOX-a inducira oksidativni stres koji je u sr¢anom tkivu oko 10 puta veéi nego u
drugim tkivima poput tkiva jetre, bubrega ili slezene. Istrazivanja su pokazala da DOXol u
ljudskom miokardu utjece na aktivnost proteina koji reguliraju koli¢inu Zeljeza u stanici, a
disbalans homeostaze Zeljeza u stanici medu ostalim doprinosi i nastanku oksidativnog stresa
(Reis-Mendes i sur., 2017). Istrazivanja na sr¢anom tkivu laboratorijskih Zivotinja pokazala su da
DOXaol takoder inhibira djelovanje Ca®" pumpe koja se nalazi na sarkoplazmatskom retikulumu

Sto nije slucaj s doksorubicinom (Reis-Mendes i sur., 2015).



redukcija

NH, NH,

Slika 5. Redukcija doksorubicina u doksorubicinol (Sakai-Kato i sur., 2010)

1.3.2. Doksorubicinon

Doksorubicinon ili doksorubicin hidroksiaglikon nastaje hidrolizom glikozidne veze u
strukturi doksorubicina, a daljnom karbonilnom redukcijom DOXona nastaje doksorubicinolon
(DOXolon). Studija provedena na odredivanju metabolita DOX-a u sr¢anom tkivu dokazuje da je
koli¢ina nastalog doksorubicinona u srcu zanemariva budu¢i da se gotovo odmah prevodi u
doksorubicinolon reakcijom prikazanom na slici 4 (Licata i sur., 2000). Unato¢ tome §to u
usporedbi s DOXolom, metabolizmom nastaje znatno manje DOXona, urinom se ipak izlucuju

mjerljive 1 klini¢ki znacajne koli¢ine.

\\
deglikozilacija =
0 0 OH OH
/
DOXon
NHz redukcija

DOXolon
Slika 6. Deglikozidacija DOX-a u DOXon te njegova redukcija u DOXolon (Sakai-Kato

i sur., 2010)



1.4. Formulacije doksorubicina

Limitiraju¢i faktor pri koriStenju konvencionalnog doksorubicina u otopini kao
antitumorskog lijeka je razvoj oStecéenja sréanog tkiva stoga su provedeni brojni pokusaji
poboljsanja doksorubicina u svrhu smanjenja njegove toksi¢nosti i poboljsanja djelotvornosti.
Neki od nacina su ve¢ spomenuti razvoj novih analoga postojecih antraciklina, upotreba manjih
doza, istovremeno koristenje kardioprotektivnih agensa te razvoj novih nanoformulacija
doksorubicina (Rivankar, 2014). Unaprjedenje antitumorske terapije primjenom nanotehnologije
temelji se na ugradivanju lijekova u terapijske nanosustave, nanocestice ili nanovezikule, s
ciljem poboljsanja topljivosti antitumorskih lijekova, njihove stabilnosti u bioloskom okruzenju
te farmakokinetickih svojstava npr. produljeno zadrzavanje lijeka u cirkulaciji i pobolj$ana
raspodjela u ciljno tkivo (Bertrand i sur., 2014; Wei i sur.,, 2012). Klinicki najznacajnije
nanoformulacije doksorubicina, koje se primjenjuju uz konvencionalni doksorubicin u otopini, su

liposomska formulacija doksorubicina i doksorubicin uklopljen u razli¢ite nanocestice.

1.4.1. Liposomska formulacija doksorubicina

Ugradivanje doksorubicina u liposome se postize jednaka djelotvornost lijeka, a
nuspojave se znatno smanjuju (Torchilin, 2005). Liposomi su vezikule gradene od fosfolipidnog
dvosloja koji spontano nastaju u vodenim otopinama, te pri nastajanju zatvaraju odredenu
koli¢inu vodene otopine u kojoj je otopljen lijek. Liposomi mogu biti nosaci hidrofilnih lijekova,
koji se uklapaju u unutarnju vodenu fazu, hidrofobnih lijekova koji se ugraduju u lipidni dvosloj
te amfipatskih koji ¢e biti smjeSteni izmedu lipidne 1 vodene regije. Dakle, strukturna svojstva
liposoma omogucuju uklapanje lijekova razli¢itih fizicko-kemijskih svojstava (Bulbake, 2017).
Zbog svoje sli¢nosti s bioloskim membranama, netoksi¢nosti, neimunogenosti i biorazgradivosti,
liposomi su u potpunosti fizioloSki prihvatljivi Sto im osigurava primjenu u razli¢itim terapijskim
podru¢jima. Budu¢i da imaju kratko vrijeme zadrzavanja u cirkulaciji zbog opsonizacije
proteinima plazme S$to uzrokuje aktivaciju imunosnog odgovora i uklanjanje iz cirukulacije,
liposomima se dodaju molekule poput polietilen glikola (PEG), gangliozida i cerebrozid sulfata.
Takvi liposomi nazivaju se pegilirani liposomi, a time se postize inhibicija opsonizacije
proteinima plazme i produljenje poluzivota (Lucas i sur., 2016; Rivankar, 2014). Medutim,
primijeceno je da pegilirana liposomska formulacija doksorubicina (PEG-DOX) uzrokuje kozne

osipe na dlanovima i stopalima (Yokomichi i sur., 2013). Stoga je razvijena novija formulacija
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doksorubicina: nepegilirani liposomski doksorubicin (NPLD). NPLD takoder produljuje vrijeme
zadrzavanja DOX-a u cirkulaciji i smanjuje kardiotoksi¢nost, a nuspojava koznih osipa koja se
pojavljuje u terapiji s PEG-DOX je izbjegnuta (Rivankar, 2014). Ugradivanje doksorubicina u
liposome povecava njegovo poluvrijeme vrijeme eliminacije (t) i raspodjelu u tumorskim
tkivima. Myocet® (Teva Company, Jeruzalem, lzrael) je liposomska formulacija doksorubicina
koju je odobrila Americka Agencija za hranu i lijekove (FDA, engl. U.S. Food and Drug
Administration) za terapiju metastatskog raka dojke i jajnika u Americi, ali je takoder lijek
odobren i u Europi te Kanadi.

1.4.2. Doksorubicin ugraden u polimerne nanocestice

U svrhu poboljsanja dopreme lijeka do stanica razvijena je formulacija doksorubicina
uklopljenog u razli¢ite polimerne nanocestice. Brojna su istrazivanja polimernih nanocestica za
primjenu u biomedicini koje se temelje na prirodnim ili sintetskim polimerima koji su
biokompatibilni (Chai i sur., 2017; Skrbina, 2016).

Kopolimer mlije¢ne i glikolne kiseline (PLGA, engl. polylactic-co-glycolic acid) je
biorazgradivi polimer koji se u tijelu hidrolizira na mlije¢nu i glikolnu kiselinu (Skrbina, 2016).
Odobren je od strane FDA kao nosac¢ brojnih lijekova medu koje se ubraja i DOX te nudi brojne
prednosti u terapiji karcinoma budu¢i da cirkulacijom ulazi u kapilare i pasivno se usmjerava u
tumorsko tkivo zbog povecane propusnosti i zadrzavanja u kapilarama tumorskog tkiva (EPR,
engl. enchanced permeability and retention). U tumorskom tkivu se zbog EPR efekta u puno
ve¢oj mjeri akumuliraju lijekovi uklopljeni u nanocestice Sto povecava specificnost terapije za
tumore (Shukla i sur., 2019). Opisano je istrazivanje ugradivanja DOX-u u PLGA nanocestice,
pripremljene razli¢itim tehnikama, i prac¢eno je njegovo oslobadanje iz nanocestica (Pieper i sur.,
2017; Babos i sur. 2018.). Provedena istrazivanja pokazala su veliki postotak ugradenog DOX
kao i polagano otpustanje iz nanoCestica te potvrdila visoki potencijal koji takve formulacije

imaju za klinicku primjenu (Rezvantalab i sur. 2018.)



1.5. Visoko ucinkovita tekuéinska kromatografija (HPLC, engl. High-
Performance Liquid Chromatography)

Kromatografija je metoda odjeljivanja komponenti homogene smjese koja se temelji na
razli¢itoj raspodjeli komponenti izmedu stacionarne i mobilne faze. Smatra se jednom od
najucinkovitijih separacijskih tehnika koja se osim za razdjeljivanje komponenti smjese koristi i
za identifikaciju i kvantitativno odredivanje (Skoog i Leary, 1992). Komponente uzorka nalaze
se otopljene u mobilnoj fazi koja putuje duz stacionarne faze, a separacija komponenti dogada se
zbog neprestane apsorpcije i desorpcije na stacionarnoj fazi. U¢inkovito razdvajanje komponenti
kromatografijom postize se ako komponente stvaraju medumolekularne interakcije s pokretnom i
nepokretnom fazom razliCite jakosti. Odnosno, ako se njihove brzine putovanja kroz
kromatografski materijal razlikuju (Snyder i sur., 2010) Na brzinu putovanja utjece topljivost u
pokretnoj fazi i jakost stvorenih medumolekulskih veza s nepokretnom fazom.

Detektorski sustav ovisi o prirodi uzorka. Nakon prolaska kroz kolonu, pokretna faza s
analitom protjece kroz celiju detektora. Detektor bi trebao davati stabilnu osnovnu liniju i
odgovor na komponente uzorka u obliku elektri¢énog signala koji se prikazuje kao kromatogram.
Elektri¢ni odgovor detektora mora biti linearno proporcionalan koncentraciji komponente uzorka
koja se analizira kako bi se kromatogram mogao koristiti za kvantitativnu analizu. Postoji
nekoliko vrsta detektora koji se koriste u tekuc¢inskoj kromatografiji. Detektori koji se najcesce
upotrebljavaju temelje se na apsorbciji ultraljubicastog ili vidljivog zracenja (UV-Vis),
fluorescentni detektori (FD), spektrometar masa (MS) te detektori za mjerenje indeksa refrakcije

(R1). Dobar detektor ima visoku osjetljivost, mali Sum i Sirok raspon linearnosti.

1.5.1. Osnovna nacela visoko ucinkovite tekuéinske kromatografije

Tekuéinska kromatografija je vrsta kromatografije u kojoj je pokretna faza u teku¢em
obliku, a nepokretna moze biti ¢vrsti adsorbens, razdijelna teku¢ina nanesena na inertni nosac ili
umrezeni polimer (Cerjan-Stefanovic i sur., 1999.) Tekuéinska kromatografija u koloni spada u
elucijske kromatografije. Elucija je proces u kojem mobilna faza ispire analizirane sastojke sa
stacionarne faze, a eluens je otapalo koje nosi sastojke smjese kroz stacionarnu fazu (Cerjan-
Stefanovié i sur., 1999).

HPLC je visoko ucinkovita tekuéinska kromatografija kojoj razli¢iti sorbensi mogu biti

nepokretna faza. Ovisno o relativnoj polarnosti pokretne i nepokretne faze razlikujemo
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kromatografiju normalnih faza i kromatografiju obrnutih faza. Kromatografiju obrnutih faza
karakterizira polarna mobilna i nepolarna stacionarna faza koja je najéeS¢e gradena od lanaca
ugljikovodika C8 (oktil), CsH17 ili C18 (oktadecil), C1gHs7 vezanih na silika gel. Otapala koja se
koriste kao polarna mobilna faza su najcesc¢e voda, metanol, acetonitril, tetrahidrofuran,
diklormetan i heksan. Promjenom polariteta mobilne faze vrlo jednostavno se moze mijenjati
zadrzavanje komponente na koloni. Na navedenim stacionarnim fazama nepolarne molekule se

dulje zadrzavaju, dok se polarne brze eluiraju (Lindsay, 1992).

1.5.2. Fluorescentni detektori

Fluorescentni detektori (FD) se koriste za detekciju sastojka koji sami fluoresciraju ili se
mogu prevesti u fluorescentne derivate. U slucaju potrebe za prevodenjem u fluorescentne
derivate, to je moguce uciniti prije odvajanja na koloni ili nakon odvajanja na koloni kada se
neposredno prije ulaska u detektor komponente derivatiziraju tj. kemijski se konjugiraju sa
usporedbi s UV detektorom, njegova osjetljivost je za jedan do tri redova veli¢ine veéa i zbog
toga se koristi kada je god moguce i kada to karakteristike spoja omogucavaju (Preston i sur.,
2016.).

1.6. Validacija analiticke metode

Analiticke metode se validiraju kako bi se osigurala pouzdanost i to¢nost analiti¢kih
podataka, odnosno svaku analitiCku metodu potrebno je opisati i provjeriti. Validacijom
analiticke metode dokazuje se da ju je moguce primjenjivati u predvidene svrhe 1 da su dobiveni
rezultati pouzdani. U farmaceutskoj industriji sve analiticke metode koje se koriste u kontroli
djelotvornosti 1 neSkodljivosti proizvoda, lijeka ili nekog drugog biotehnoloskog proizvoda koji
¢e se koristiti za ljudsku upotrebu moraju biti validirane.

Svakoj analitickoj metodi pristupa se individualno kako bi se procijenila njena
primjenjivost i granice validacijskih parametara. Pri tome se definiraju problemi , napravi plan
rada, izvrSe eksperimentalna mjerenja, obrade podatci, te izradi potrebna dokumentacija.
Medunarodna konferencija o harmonizaciji (ICH, engl. International Conference on
Harmonization) propisuje smjernice za postupak provodenja validacije analitickih metoda (ICH
Harmonized tripartite guideline, 2005).
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Osnovni validacijski parametri su:
e focnost,
e preciznost,
e specificnost,
e limit detekcije,
e limit kvantifikacije i

e robusnost.

Nuzni kriteriji koji trebaju biti zadovoljeni da bi metoda bila prihvacena su:
e focnost,
e preciznost i

e specificnost.

1.6.1. To¢nost metode

Toc¢nost metode definira se kao stupanj podudaranja izmedu stvarne, referentne
vrijednosti, i srednje vrijednosti dobivene primijenjenim postupkom, metodom, odredeni broj
puta. Tocnost metode moguce je procijeniti na tri nacina: usporedbom rezultata ispitivane
metode s rezultatima dobivenih referentnom metodom, analizom uzorka poznate koncentracije
(standarda) i cijepljenjem (engl. spike) uzorka poznatom koncentracijom referentnog materijala.

Odreduje se minimalno u triplikatu pri najmanje tri razli¢ite koncentracije unutar radnog
podrucja. Rezultati se iskazuju kao analiticki prinos ili iskoriStenje (engl. recovery) sto oznacava

srednju vrijednost omjera izmjerene 1 stvarne koncentracije analita izraZeno u postotku.

) o izmjerena koncentracija analita
iskoriStenje (%) = — —— % 100
stvarna koncentracija analita

Ovisno o koncentraciji analita u mjernim otopinama, o namjeni analiticke metode 1

karakteristikama metode postavljaju se granice za analiticki prinos (Causon, 1997).
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1.6.2. Preciznost metode

Preciznost metode je slaganje vrijednosti dobivenih viSestrukim odredivanjem analita u
istom uzorku pri istim uvjetima, a razlikujemo dnevnu i medudnevnu preciznost. Dnevna
preciznost je ponavljanje analize unutar istog dana, a medudnevna je ponavljanje postupka
unutar duljeg perioda. (ICH Harmonized tripartite guideline, 2005). Rezultati preciznosti metode
se iskazuju kao srednja vrijednost ispitivanja (Xsr), relativna standardna devijacija (%RSD) i

interval pouzdanosti (CI).

1.6.3. Specifi¢nost i selektivnost metode

Specifi¢nost i selektivnost su parametri kojima ocjenjujemo pouzdanost mjerenja u
prisustvu ometajuéih tvari (necistoce, razgradni produkti matriksa i sl.). Neki autori imaju
razlicite definicije za pojmove specifi¢nost/selektivnost, dok ih neki poistovje¢uju. Metoda je
specificna ako se s tom metodom odreduje jedan analit, odnosno kada signal odgovara samo
odzivu analita, dok se selektivhom metodom smatra ona kojom se istovremeno odreduje vise
komponenti. Ukoliko je metoda selektivna, metoda je sposobna toc¢no i specificno odrediti analit
u prisustvu drugih interferencija u matriksu uzorka pod propisanim uvjetima ispitivanja
(Taverniers 1 sur., 2004). Prema Eurachemu, metoda jedino moZe biti specificna ukoliko je 100
% selektivna. Prije samog postupka kvantifikacije, metoda mora pokazati visoku specifi¢nost
(Fleming 1 sur., 1996). Obzirom da postoji vrlo malo metoda koje su specificne, pojam
selektivnosti se smatra prikladnijim. Na selektivnosti se temelje brojna analiti¢ka odredivanja 1
neophodan je validacijski parametar kod identifikacijskih ispitivanja te odredivanja oneci$¢enja i
sadrzaja aktivne tvari lijekova (Lazari¢ i Gasljevic, 2006).

Specificnost HPLC-a se postize odabirom optimalnih kolona i postavljanjem optimalnih
kromatografskih uvjeta kao $to su: stacionarna faza, sastav mobilne faze, temperatura kolone i
detektor valne duljine. Osim kromatografske separacije, korak pripreme uzorka takoder treba biti
optimiziran za bolju selektivnost (Huber, 2010). Kada se selektivnost ne moZze jednoznacno

dokazati jednom metodom, preporucuje se kombinacija dvije ili viSe analitickih metoda.

1.6.4. Linearnost metode
Linearnost metode podrazumijeva da je unutar ispitivanog koncentracijskog raspona,

koncentracija analita izravno proporcionalna odgovoru detektora. Prilikom odredivanja
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linearnosti potrebno je napraviti bazdarni pravac za analit u rasponu koncentracija pri najmanje
pet razlicitih koncentracija (koncentracije se izaberu prema pretpostavljenim i ocekivanim
koncentracijama analita u stvarnom testu). Za svaku koncentraciju potrebno je napraviti
najmanje tri do Sest ponavljanja. Iz bazdarnog dijagrama moguce je izracunati koeficijent

korelacije. Metoda je linearna ukoliko je korelacijski koeficijent iznad 0,98.

1.6.5. Limit detekcije i limit kvantifikacije

Limit detekcije (LOD) je najmanja koli¢ina analita u analiziranom uzorku koji se moze
detektirati, ali ne nuzno 1 kvantificirati pri odredenim uvjetima. LOD je potrebno odrediti samo
kod metoda za odredivanje necistoca u uzorku kvantitativnom metodom ili limit testom. Limit
kvantifikacije (LOQ) je najmanja koli¢ina analita koja se moze kvantificirati uz prihvatljivu
razinu preciznosti i toc¢nosti. Ovaj parametar validacije metode od velike je vaznosti u
slucajevima odredivanja analita u tragovima (Huber, 2010).

LOD i LOQ se odreduju razrjedivanjem osnovne otopine, a rezultati se mogu
procjenjivati na tri na¢na. Moguée je procijeniti vizualno, pomocu omjera signal/Sum ili
statistickom obradom podataka.

Omyjer signal/Sum primjenjuje se za analiticke postupke sa baznom linijjom pri ¢emu se
usporeduju signali uzoraka poznatih niskih koncentracija analita sa signalom slijepog pokusa i
tako se odredi najmanja koncentracija pri kojoj se analit moze pouzdano detektirati. Prihvatljivi
omjeri su 3:1ili 2:1 za LOD, a 10:1 za LOQ.

Pri odedivanju vrijednosti LOD i LOQ statistickom obradom podataka na osnovi
odstupanja signala i nagiba, nagib se izracuna iz kalibracijske krivulje, a za standardno
odstupanje se uzme ostatna standardna devijacija regresijskog pravca u koncentracijskom
podru¢ju granice detekcije. LOD i LOQ se u tom slucaju racunaju prema formulama (ICH

Harmonized tripartite guideline, 2005):

L0D=3,3><§ LOQ=10><%
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gdje je:
o = ostatna standardna devijacija
a = nagib regresijskog pravca
Se = standardna greska

Sq¢ = standardna devijacija

1.6.6. Robusnost metode

Robusnost ili izdrzljivost metode je svojstvo metode koje opisuje otpornost metode da pri
malim, namjernim promjenama radnih uvjeta daje vjerodostojne rezultate. Uvjeti koji se mogu
mijenjati su npr. pH mobilne faze, koriStenje razli¢itih kolona, promjena temperature, promjena
volumena i injektiranja i sl. Ispitivanje robusnosti metode vazan je dio razvoja metode buduci da
se pregledom rezultata moze zakljuciti koji su optimalni uvjeti njene provedbe. Vazno je
naglasiti da se radni uvjeti mijenjaju unutar realnih granica pri ¢emu se prati kvantitativna
promjena rezultata. Radni uvjet je unutar robusnosti metode ako se njegovom promjenom

rezultat ne mijenja znacajno (Lazari¢, 2012).
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA
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Doksorubicin se zbog djelotvornosti koristi u terapiji velikog broja karcinoma te se zbog
Siroke klini¢ke upotrebe intenzivno istrazuje kako bi mu se smanjile nezeljene nuspojave, a
zadrzala djelotvornost. Oste¢enja zdravih tkiva Cesto otezava lijeCenje osnovne bolesti
ograni¢avanjem terapijskih doza DOX-a 1 smanjenjem kvalitete zivota pacijenata tijekom i
kardiotoksi¢nost te u neSto manjoj mjeri toksi¢nost za druge organe (Julka i sur., 2008; Liu i sur.,
2006; Maluf i Spriggs, 2002). Opisane su brojni analozi kao i nove nanoformulacije
doksorubicina te brojne bioanaliticke metode za testiranje njegove djelotvornosti i studij
farmakokinetickog profila (Guha i sur. 2013; Xia i sur., 2018; Al-Abd i sur., 2009; Wei i sur.,
2008; Jing i sur., 2008).

Pregledom dostupne literature uoceno je da su opisane brojne metode za detekciju DOX-
a i njegovih metabolita u bioloskom materijalu, no isto tako vrlo je ograni¢en broj radova koji
opisuju metode za istovremenu kvantitativhu analizu DOX-a i njegovih metabolita u malom
volumenu uzorka urina teku¢inskom kromatografijom s mobilnom fazom koja ne koristi pufere.
Stoga je glavni cilj ovoga rada bio razviti i validirati jednostavnu i brzu bioanaliti¢ku metodu,
koja bi koriste¢i klasi¢nu tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti na reverznoj fazi 1
fluorescentnu detekciju, omogucila istovremeno kvantitativnu analizu doksorubicina i njegovih

metabolita u malim volumenima urina uz visoku osjetljivost i selektivnost.

Specificni ciljevi rada bili su optimizirati uvjete analize kroz podesavanje uvjeta analize i
sastava mobilne faze kako bi se postigla dobra rezolucija na RP18 koloni, a dobra rezolucija
preduvjet je za validaciju metode. Svaki pojedini korak u validaciji metode proveden je prema
ICH preporukama te su ciljevi validacije metode bili da svi parametri za svaki pojedini

analizirani spoj budu u zadanim granicama.
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3. MATERIJAL | METODE



3.1. Materijal

3.1.1. Instrumenti

U izradi ovog rada koriSteni su sljedeci instrumenti:

HPLC sustav koji se sastoji od sljedecih komponenti:
1) Waters In-line Degasser AF (vakuum degazer mobilne faze)
2) Waters 600 Pump (visokotla¢na pumpa)
3) Waters 2479 Fluorescent Detector (fluorescentni detektor)
4) Waters 717 puls Autosampler (autoinjektor)
5) Racunalo s Waters HPLC programom Empower
Uredaj za procis€avanje vode (Milipore Simplicity 185 Sistem, USA)
Analiticka vaga (Mettler Toledo, Njemacka)
pH metar (Mettler Toledo, Njemacka)

3.1.2. Pribor

U izradi ovog rada koristen je sljedeéi pribor:

HPLC kolona (Atlantis dC18 3pum 4.6 x 150mm, Waters, USA)
Filter, 0,45 um (Milipore, USA)

Filter, 0,22 um (Milipore, USA)

Varijabilne automatske pipete (Gilson, Francuska)

Aparatura za filtraciju, (Milipore, USA)

3.1.3. Kemikalije

U izradi ovog rada koristene su sljedece kemikalije:

Metanol (CH3OH), HPLC ¢istoce (Merck, Njemacka)

Acetonitril, HPLC cisto¢e (Merck, Njemacka)

Trikloroctena kiselina (CCIzCOOH), (Sigma-Aldrich, SAD)

Dimetil sulfoksid (C2HeOS), (Merck, Njemacka)

Standard doksorubicina (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada)

Standard doksorubicinola (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada)
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e Standard doksorubiconona (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada)

e Sandard idarubicina (Toronto Research Chemicals, North York, Kanada)

e DOX (Doxorubicin Pliva 2 mg/ml otopina za injekciju/infuziju, Zagreb, Hrvatska)

e DOX Myocet (Teva, Jeruzalem, Izrael)

e DOX u poly(D,L-lactide-co-glycolide) nanogesticama (MJR PharmJet GmbH, Uberherrn,
Njemacka)

3.2. Metode

3.2.1. HPLC-FD analiza

3.2.1.1. Priprema otopine mobilne faze

Koristena je mobilna faza sastavljena od 0,05% trikloroctene kiseline (TCA) i acetonitrila
u volumnom omjeru 65:35 (V:V). Za pripremu mobilne faze je koriStena visoko procis¢ena
Milli-Q voda. Redestilirana voda pricis¢ena je na uredaju Milipore Simplicity 185 uredaj. Uredaj
koristi SimFilter veli¢ine ¢estica 0,05 um, te UV lampu sa dvije valne duljine (185 nm i 254 nm)
za prociS¢avanje redestilirane vode. Ovako prociS¢ena voda je kvalitete tipa 1, otpornosti 18,2
MQ/cm? i sadrzi manje od 5 ppb organskih oneciséenja i iznimno malo anorganskih oneéis¢enja,
te je kao takva prikladna za koristenje u HPLC analizi. Pripremljenoj 0,05% otopini TCA dodan
je acetonitril u navedenom volumnom omjeru, a dobivena smjesa se koristila kao mobilna faza u

kromatografskoj analizi.

3.2.1.2. Priprema standardnih uzoraka metabolita

Otopine standarada DOX, DOXola, DOXona i IDA dobivene se otapanjem 1 mg
standarda u 0,5 mL DMSO-a. Pocetne koncentracije standarda iznosile su 2 mg/mL i otopine su
cuvane na 4 °C. Iz tako pripremljenih otopina svakog metabolita napravljena su razrjedenja u
metanolu HPLC ¢istoce te su dobivene koncentracije iznosile 100 pg/mL iz kojih su napravljena
daljnja razrijedenja te su dobivene otopine u rasponu koncentracija od 0,0005 — 5 pg/mL Tako
pripremljene otopine standarda ¢uvane su na -20 °C do provodenja analiza.

Uzorci urina koristeni za odredivanje to¢nosti metode (QC, engl. quality control samples)
priredeni su ,cijepljenjem® (engl. spike) uzoraka urina netretiranih Stakora (kontrolni uzorci) sa

standardima metabolita. Stock otopine svakog metabolita razrijedene su odredenim volumenima
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urina kontrolne skupine eksperimentalnih Zivotinja, pri ¢emu je dobiveno S$est novih otopina
koncentracija metabolita u rasponu od 0,05 - 1,6 pg/mL (0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 i 1,6 pg/mL).
QC uzorci takoder su ¢uvani na -20°C kako bi se razina raspada DOX i njegovih metabolita
smanjila (Wei, Xiao, Si, i Liu, 2008)

3.2.1.3. HPLC-FD metoda za istovremeno odredivanje DOX, DOXola i DOXona

Princip istovremenog kvantitativnhog odredivanja DOX, DOXola i DOXona primjenom
tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) na reverznoj fazi uz fluorescentnu
detekciju - metodom internog standarda temelji se na izokratnoj eluciji, pri ¢emu se trazeni
spojevi eluiraju u nizu padajuce polarnosti prema literaturnim podatcima (Alhareth i sur., 2012)
uz odredene modifikacije.

Prije kromatografske analize nije potrebna nikakva dodatna obrada, uzorci su profiltrirani
kroz 0,45 um filtar (Millipore, SAD), dodan je idarubicin, interni standard, u konacnoj

koncentraciji od 1 pg/mL, te su analize provedene u slijede¢im kromatografskim uvjetima:

Kromatografski uvjeti:

Kolona: Waters, Atlantis dC18 3um 4.6 x 150mm kolona
Mobilna faza: 0,05 % TCA : acetonitril u omjeru 65:35 (V:V)
Detektor: FD

Eluiranje: izokratsko

Temperatura: 29 °C

Vrijeme trajanja analize: 15 min

Injektirani volumen: 10 uL

Valna duljina ekscitacije: 480 nm

Valna duljina emisije: 558 nm

3.2.2. In vivo pokus

Razvijena 1 validirana metoda za istovremeno odredivanje metabolita doksorubicina
koristena je u analizi urina $takora koji su primili tri razli¢ite formulacije doksorubicina. Stakori
su podijeljeni u 4 skupine po 8 jedinki u svakoj. Prvu eksperimentalnu skupinu su ¢inile

kontrolne zZivotinje, druga eksperimentalna skupina je tretirana konvencionalnim DOX u otopini
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(Pliva), treca skupina je primila komercijalnu liposomsku formulaciju DOX (Myocet, Teva
Company) dok je posljednja ¢etvrta skupina primila DOX uklopljen u PLGA-nanocestice (MJR
PharmJet).

Stakorima je intraperitonealno injektirano 3 mg ekvivalenta DOX/kg tjelesne tezine. Prije
svake aplikacije zivotinje su se 24 sata nalazile u metabolickom kavezu. Urin je prikupljan 12
sati nakon aplikacije. Prikupljeni urini su ¢uvani na -20 °C do provodenja analiza. Prije
injektiranja uzorci su profiltrirani kroz 0,45 pm filtre. Buduéi da se za kvantitativnu analizu
koli¢ine metabolita DOX-a koristio IS, u uzorke urina dodavao se idarubicin, na nac¢in da krajnja
koncentracija IDA u svakom uzorku bude 1 pg/mL. Profiltrirani uzorci urina kojima je dodan 1S
su analizirani, a dobiveni rezultati su obradeni statisti¢ki.

In vivo pokus je proveden na Institutu za medicinska istrazivanja u Zagrebu u okviru
istrazivanja na projektu ,,Siguran pristup za razvoj nano-sustava za ciljanu isporuku lijekova u
mozak-SENDER" (HRZZ-PZS-2019-02-4323). Koristeni su Stakori soja Wistar, muzjaci,
starosti 3 mjeseca iz vlastitog uzgoja. Testiranja su vrSena u skladu sa Zakonom o za$titi
zivotinja (NN, 135/06) 1 Pravilnikom o zastiti zivotinja koje se koriste u pokusne i druge

znanstvene svrhe (NN, 47/11).
3.3. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata provedena je racunalnim programom Microsoft Office Excel

2016 (Microsoft, Redmond, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Validacija metode

Primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti na reverznoj fazi uz
fluorescentnu detekciju (HPLC-FD) u ovom radu proveden je postupak razrade i validacije
metode za istovremeno kvantitativno odredivanja doksorubicina i njegovih metabolita u urinu
Stakora. Metoda je validirana te je pokazano da je metoda selektivna, linearna u podrucju
odredivanja analita, precizna i to¢na te su odredene granice detekcije i kvantifikacije.

Cilj 1 vaznost validacije analiticke metode je dobiti to¢ne i1 pouzdane rezultate, pri cemu
se nailazi na niz toCaka gdje moZze do¢i do pogreSaka koje mogu dovesti do neto¢nih i
nepouzdanih rezultata. Validacijom metode za odredenu vrstu analiza, mogucénost pogresaka se
svodi na najmanju mogu¢u mjeru, a ako i dode do pogresaka one ¢e se nalaziti unutar
prihvatljivih granica. Svi parametri validacije razvijene metode su odredeni prema preporukama
regulatornih tijela (ICH smijernice), zadovoljavaju zahtjeve i pokazuju da je metoda visoko

specifi¢na, to¢na i precizna.

4.1.1. Specifi¢nost i selektivnost metode

Brojna analiticka odredivanja temelje se na selektivnosti koja se smatra nepohodnim
validacijskim parametrom kod identifikacijskih ispitivanja i primjenjuje se kod validacije svake
metode. Ukoliko je metoda selektivna, znaci da je sposobna to¢no i specifi¢no odrediti analit u
prisustvu drugih interferencija u matriksu uzorka pod propisanim uvjetima ispitivanja
(Taverniers i sur., 2004).

Metoda se smatra selektivnom ako se usporedbom kromatograma mobilne faze, otopine
standarda i otopine uzorka utvrdi da vremena zadrzavanja i kromatografski maksimumi analita u
standardnoj otopini odgovaraju vremenima zadrzavanja i kromatografskim maksimumima
analita u uzorku te ukoliko ne postoje interferirajuci kromatografski maksimumi u
kromatogramima u podruc¢ju u kojem se o¢ekuje eluiranje analita.

Selektivnost metode provjerena je injektiranjem uzoraka radnih standarda DOXola (slika
7), DOX-a (slika 8), DOXona (slika 9), i idarubicin (slika 10), (1 pg/mL, heksaplikat) u urinu
Stakora kontrolne skupine. Na slici 11 prikazan je kromatogram svih standarda metabolita u
urinu Stakora kontrolne skupine u koncentraciji od 1 pg/mL za svaki standard. Na prikazanim
kromatogramima moguce je uoc€iti da sva tri standarda imaju razli¢ita retencijska vremena,

odnosno kromatografski maksimumi se ne preklapaju ¢ime su potvrdene specificnost i
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selektivnost metode. Retencijska vremena analita iznose 3,243 min za DOXol, 4,700 min za
DOX, 6,639 min za DOXon te 13,909 min za IDA. Kod ponovljenih analiza u heksaplikatu, za
sva tri analita, odstupanje u retencijskom vremenu je zanemarivo (0,001 min ili 0,002 min).
Takoder, uvjeti analize su optimalno podesSeni te je razdvajanje sva cetiri spoja,
doksorubicina, doksorubicinola, doksorubicinona kao i internog standarda, idarubicina, potpuno i
ne dolazi do intereferencije sa spojevima iz urina, koji pokazuju kromatografske maksimume na
samom pocetku analize (Rt 2,161 min). lzvrsna rezolucija (veca od 1 za sve analizirane spojeve)
te potpuno razdvajanje analiziranih spojeva rezultat su Kkarakteristika izabrane i primijenjene

analiticke kolone, odnosno stacionarne faze koja je koristena u opisanoj metodi.

=161

DOX 0L - 3244
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Slika 7. Standard DOXola u kontrolnom urinu (1 pg/mL, heksaplikat), retencijsko
vrijeme 3,243+£0,001 min
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Slika 9. Standard DOXona u kontrolnom urinu (1 pg/mL, heksaplikat), retencijsko
vrijeme 6,639+0,002 min

26




500,100 1
[ ]
2500
40000
35010
30000
&z
P
0000 =
o
150,00 -
%]
@
100 7
=
[=]
5000 | - 5
i g Fe] 3 =
o - - e _
o i =] -
] 1 1 1
o & & o) % | - —n [ ™ i
———— : — — : — — ———— — —————————T .
(1] 100 200 1] ] 00 500 o 200 =T 10.00 1100 1200 3.0 1400 1500 D

Mo

Slika 10. Standard IDA u kontrolnom urinu (1 pug/mL, heksaplikat), retencijsko vrijeme
13,909+0,002 min

Ei
300 00
]
@
j
250,00 2
é @
fa} @
» 200.00- b ©
& ' o~ ©
] = o] =
o e w o
¢ [a @ N
5 150.00 > z
[ & o o
s S o
100.00 - a] g
o
50.00]
™ ©
- 0w
o™ ©
=T (o))
<Ez> +
—_—
0.00 1.00 200 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 1400 15.00

Minutes

Slika 11. Kromatogram smjese standarda, DOX, DOXol, DOXon i IDA u kontrolnom
urinu (koncentracija 1 pg/mL) s dodatkom IS (1 pg/mL)

27



4.1.2. Linearnost metode

Ispitivanje linearnosti metode provodi se tako da se odrede bazdarni pravci (kalibracijski
ili standardni pravci) za analit u ispitivanom rasponu koncentracija koji prikazuju ovisnost
signala detektora o koncentraciji analita. Odgovor detektora mora biti direktno proporcionalan
koncentraciji analita u uzorku, a moze se prikazati kvalitativno jednadzbom pravca u obliku y =
ax + b, gdje je a nagib pravca, a b odsjeCak na osi y osi, te se kvantitativno izratuna metodom
najmanjih kvadrata i izrazi kao koeficijent korelacije, R? koji mora biti iznad 0,98.

Ispitivanje je provedeno na Sest koncentracijskih razina: 0,05, 0,10, 0,20, 0,40, 0,801 1,60
pg/mL (priprema otopina standarda navedenih koncentracija opisana u poglavlju 3.2.2.3.)

Otopine su injektirane tri puta, te je izracunata srednja vrijednost povrSine ispod
kromatografskog maksimuma, jednadzba regresijskog pravca, te koeficijent korelacije. Rezultati
su prikazani graficki za svaki metabolit (slike 12. — 14.) i tabli¢no (tablica 1.) u kojoj su

prikazane i izracunate jednadZzbe pravca i koeficijent korelacije za svaki metabolit.
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Slika 12. Graficki prikaz kalibracijskog pravca za DOX
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Slika 13. Graficki prikaz kalibracijskog pravca za DOXol
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Slika 14. Graficki prikaz kalibracijskog pravca za DOXon
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Tablica 1. Parametri linearnosti

) Podrucje linearnosti Koeficijent
Metabolit JednadZba pravca N
(ug/mL) korelacije (R?)
DOX 0,05-1,60 y =515381x - 17769 0,9996
DOXol 0,05-1,60 y =10°x - 17839 0,9996
DOXon 0,05-1,60 y = 803820x - 848 0,9999

Kao $to se moze vidjeti iz prikazanih rezultata, koeficijent korelacije zadovoljava
postavljeni kriterij za svaki metabolit zasebno, buduci da je veci od 0,9995. Dobiveni rezultati su

u skladu s rezultatima istrazivanja opisanim u literaturi (Alhareth i sur. 2012.).

4.1.3. Preciznost metode

Preciznost metode je stupanj slaganja rezultata kada se niz mjerenja provede na istom
homogenom uzorku, ukazuje na slucajne pogreske i odredena je preko ponovljivosti pripreme
otopina i ponovljivosti mjerenja. Rezultat preciznosti metode se izrazava preko standardnog
odstupanja i relativnog standardnog odstupanja (RSD). Standardno odstupanje ukazuje na
rasipanje rezultata oko vrijednosti aritmeticke sredine i za veliki broj ponovljenih mjerenja
dobila bi se krivulja normalne raspodjele. RSD je statisticka veli¢ina kojom se znanstvenici
koriste kao mjerom preciznosti, a racuna se na sljede¢i nacin:

Sa
RSD(%) = —

Sr

gdje je xsr aritmetiCka sredina svih dobivenih rezultata, a Sq¢ je eksperimentalno standardno

odstupanje.

Postupkom validacije metode provjerene su unutartestna i medutestna preciznost za sva
tri metabolita i I1S. Unutartestna preciznost ili ponovljivost provjerena je tako da smo injektirali
uzorke standarda koncentracije 1 pg/mL u kontrolnom urinu u heksaplikatu. Medutestna
preciznost ili podudaranje rezultata dobivenih mjerenjem istog uzorka kroz duZe vremensko
razdoblje utvrdena je iz tri odvojena testa radena u heksaplikatu, kroz tri dana. Rezultati su

izrazeni u RSD (%).
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Podaci se nalaze u tablicama 2. — 5. u kojima se srednja vrijednost odnosi na Sest
mjerenja. RSD se kre¢u od 0,03% za DOX, unutartestna preciznost — 2 dan do 4,83% za DOXol
— medutestna preciznost §to je unutar postavljenih kriterija za preciznost HPLC metode od 5%
(Lazari¢, 2001). Odnosno, predlozena analiticka metoda udovoljava kriterijima unutartestne i

medutestne preciznosti $to znaci da je metoda precizna.

Tablica 2. Unutartestna preciznost — 1. dan

Povrsina ispod kromatografskog maksimuma

Replikat  DOX (1 pg/mL) DOXol (1 pg/mL)  DOXon (1 pg/mL) IDA (1 pg/mL)

1. 459428,00 1022874,00 714418,00 834965,90
2 455928,00 1021582,00 708549,00 837946,90
3 457972,00 1025296,00 713234,00 839387,90
4. 458958,00 1026484,00 713071,00 835633,90
5 456532,00 1022374,00 710889,00 835272,90
6 457950,00 1024010,00 711516,00 834391,90
Xer: 457794,60 1023770,00 711946,10 836266,60
Sa: 1353,18 1859,63 2091,75 1957,55

RSD (%): 0,30 0,18 0,29 0,23
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Tablica 3. Unutartestna preciznost — 2. dan

Povrsina ispod kromatografskog maksimuma

Replikat DOX (1 pg/mL)  DOXol (1 pg/mL) DOXon (1 pg/mL) IDA (1 pg/mL)

1. 462937,00 1088440,00 746877,90 803988,90
2, 464890,00 1083416,00 749581,90 804527,90
3, 464505,00 1088444,00 747487,90 805045,90
a, 464188,00 1092148,00 747061,90 813729,90
5, 466464,00 1087360,00 749015,90 809431,90
6. 467014,00 1091323,00 745430,90 811157,90
Xsr: 464999,60 1088522,00 747576,10 807980,40
Sa: 1508,11 3112,16 1513,79 4042,85

RSD (%): 0,03 0,29 0,20 0,50

Tablica 4. Unutartestna preciznost — 3. dan

Povrsina ispod kromatografskog maksimuma

Replikat DOX (1 pg/mL) DOXol (1 pg/mL)  DOXon (1 pg/mL)  IDA (1 pg/mL)
1. 464379,00 1126877,00 753795,90 840217,90
2. 467205,00 1123778,00 756756,90 879941,90
3. 467342,00 1119696,00 749591,90 867107,90
4. 466345,00 1125330,00 752295,90 860409,90
5. 465454,00 1132866,00 749489,90 843533,90
6. 464978,00 1133078,00 750498,90 834438,90
Xsr: 465950,5 1126937,00 752071,60 854275,10
Sa: 1210,58 5250,95 2837,71 17706,24

RSD (%): 0,26 0,47 0,38 2,07
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Tablica 5. Medutestna preciznost

Rezultat — prosje¢na povrsina ispod kromatografskog maksimuma

Test: DOX (1 ug/mL) DOXol (1 pg/mL) DOXon (1 pg/mL)  IDA (1 pg/mL)
1. (n=6) 457794,60 1023770,00 711946,10 836266,60
2. (n=6) 464999,60 1088522,00 747576,10 807980,40
3. (n=6) 465950,50 1156937,00 752071,60 854275,10

Xsr: 462914,90 1079743 737197,90 832840,70
Sq: 4459,73 52140,97 21983,94 23336,72
RSD (%): 0,96 4,83 2,98 2,80

4.1.4. To¢nost metode

Tocnost je stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvaéene referentne vrijednosti i
eksperimentalne vrijednosti, a odreduje minimalno u triplikatu za najmanje tri koncentracije.
Rezultati se prikazuju kao odnos teoretske 1 dobivene vrijednosti, Sto predstavlja iskoriStenje.

Budu¢i da je u ovom eksperimentu koristen interni standard (IS), u svrhu kvantifikacije
svakog metabolita koji se odredivao, potrebno je bilo odrediti faktor korelacije (IRF, engl.
internal response factor). IRF je vrijednost koja dovodi u omjer, odnosno usporeduje 0dnos
povrsine ispod kromatografskog maksimuma IS 1 analita te njihove koncentracije, a racuna se

prema formuli:

_ povrsina (IS) x masa (analit)

IRF = povrsina (analit) * masa (IS)

Za odredivanje IRF napravljene su redom otopine standarda DOX-a koncentracije 0,25
pHg/mL, otopina standarda DOXola koncentracije 0,25 pg/mL i otopina DOXona koncentracije
0,25 pg/mL, a svakoj otopini dodan je IS (IDA) tako da krajnja koncentracija IDA bude 1 pg/mL
u sve tri otopine. Prema gore navedenoj formuli izracunati su IRF vrijednosti za sva tri
metabolita i rezultati su prikazani u tablici 6.

Tocnost metode provjerena je na nacin da je kontrolni urin ,,cijepljen (,,spike) kako bi

se postigle tri razlicite koncentracije te je nakon analize iz dobivenih rezultata izracunat postotak
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iskoriStenja (,,recovery). Dobivena analiti¢ka vrijednost iz analize smije odstupati £ 5 % od
vrijednosti pripremljene, cijepljene koncentracije. Koncentracije pripremljene ,cijepljenjem*
moraju se nalaziti u podrucju linearnosti metode.

Nakon odredenih IRF vrijednosti provjerena je to¢nost metode. Kao $to je ve¢ navedeno,
to¢nost je provjerena pri tri razli¢ite koncentracije svakog metabolita (0,50, 0,75, 1,00 pug/mL).
Pripremljeni uzorci svih metabolita i u sve tri koncentracije testirani su u triplikatu, a rezultati su

iskazani kao analiti¢ki prinos uz pripadajuc¢e RSD vrijednosti (tablica 6.)

Tablica 6. Parametri to¢nosti metode

0,50 pg/mL 0,75 pg/mL 1,00 pg/mL
Analiticki Analiticki Analiticki
IRF _ RSD (%) | RSD (%) | RSD (%)
prinos (%) prinos (%) prinos (%)
DOX 0,88 102,05 0,36 99,04 0,16 104,69 0,00
DOXol 0,86 102,73 1,28 104,61 0,69 97,73 2,48
DOXon 1,01 104,68 0,40 101,13 4,99 95.08 0,24

Dobiveni rezultati ukazuju da je primijenjena metoda u granicama prihvatljivosti te se
moze primijeniti za odredivanje DOXola, DOX-a 1 DOXona u urinu miSeva. Analiticki prinos
iznosio je od 95,08% za DOXon u urinu ,,cijepljenim* s 1,00 pg/mL DOXona do 104,69% za

DOX u urinu ,cijepljenim* s istom koncentracijom.

4.1.5. Limit detekcije i limit kvantifikacije

Granica detekcije (LOD) predstavlja najmanju koli¢inu analita u uzorku koja se moZze
detektirati tj. tocka gdje je mjerna vrijednost ve¢a od nesigurnosti kojom se mjeri. Uz nju je
povezana i granica kvantifikacije (LOQ) koja predstavlja najmanju koli¢inu analita u uzorku koja
se moze kvantificirati uz odgovarajucu preciznost i tocnost.

Granica detekcije i granica kvantifikacije dobivene su statistiCkom procjenom, na osnovu
nagiba i ostatnog standardnog odstupanja regresijskog pravca. Pravac je dobiven linearnom
regresijom podataka dobivenih ispitivanjem najnizih koncentracija standardnih otopina. Potrebni

parametri za racunanje te izracunati LOD 1 LOQ za svaki metabolit prikazani su u tablici 7.
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Tablica 7. Izracunati parametri za LOD i LOQ za sva tri metabolita

LOD LOQ
Metabolit Se

(ng/mL)  (ng/mL)
DOX 3852,24 1572,67 0,010 0,031
DOXaol 8594,37 21051,83 0,007 0,021
DOXon 2875,77 1174,03 0,005 0,015

Rezultati prikazani u tablici 7. pokazuju da su najnize granice detekcije i kvantifikacije
za doksorubicinon, i iznose 0,005 ug/mL (odnosno 5 ng/mL) za granicu detekcije, te 0,015

mg/mL (odnosno 15 ng/mL) za granicu kvantifikacije.

4.2. Primjena metode za istovremeno odredivanje metabolita doksorubicina u

urinu Stakora

Optimizirana i validirana metoda primijenjena je za istovremenu identifikaciju i
kvantifikaciju metabolita doksorubicina u urinu S§takora tretiranih razli¢itim formulacijama
doksorubicina. Tri skupine Stakora tretirane su: DOX u otopini (DOX-Pliva), liposomskom
formulacijom DOX (Myocet) i DOX uklopljenim u PLGA- nanocestice (PLGA-DOX).

Tablica 8. Prosjecna koncentracija izlu¢enih metabolita DOX-a u urinu §takora tretiranih s tri

razli¢ite formulacija DOX-a

DOX-Pliva PLGA-DOX Myocet

DOX DOXol DOXon DOX DOXol DOXon DOX DOXol DOXon
(Mg/mL) (pg/mL) (pg/mL) | (ug/mL) (pg/mL) (ug/mL) | (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Xsr: 0,775 1,196 0,034 0,826 1,436 0,034 0,111 0,699 0,003

Sad: 0,931 0,862 0,049 0,606 0,904 0,023 0,117 0,503 0,005

Xsr — Srednja vrijednost koncentracije izlu¢enog metabolita u skupini od 8 stakora

Sq — standardna devijacija koncentracije metabolita u skupini
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Slika 15c. Kromatogram urina Stakora prikupljen 12 sati nakon aplikacije doksorubicina
uklopljenog u nanocestice, PLGA-DOX, s dodatkom IS (1 pg/mL)
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Slika 15a. Kromatogram wurina Stakora prikupljen 12 sati nakon injekcije
konvencionalnog doksorubicina u otopini, DOX-Pliva, s dodatkom IS (1 pg/mL)
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Slika 15b. Kromatogram urina S$takora prikupljen 12 sati nakon aplikacije liposomske
formulacije doksorubicina — Myocet, s dodatkom IS (1 pg/mL)
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Slika 16a. Kromatogram urina Stakora kontrolne skupine s dodatkom IS (1 pg/mL)

Razvijena metoda je uspjesno primijenjena u kvantitativnom odredivanju doksorubicina i
njegovih metabolita u urinu Stakora bez interferencije matriksa tj. ostalih spojeva prisutnih u
urinu (primjeri analize dani su na slikama 15a., 15b., 15c. i 16.). Dobiveni podatci su pokazali
razlike u koncentraciji izlu€enih metabolita u grupama tretiranim razli¢itim formulacijama. U
svim skupinama urinom se u prosjeku izlucuje najvise DOXola, ne$to manje nemetaboliziranog
DOX-a te najmanje metabolita DOXona. Ovisno o primijenjenoj formulaciji DOX-a
koncentracije izluCenih metabolita se razlikuju medu skupinama $to se pokazuju rezultati
prikazani u tablici 8. Koncentracije metabolita u urinu skupina tretiranim sa doksorubicinom u
otopini i doksorubicinom ugradenim u PLGA-nanocestice su priblizno iste. Rezultati analize su
pokazali da je u uzorcima urina eksperimentalnih Zivotinja u skupini koja je tretirana
doksorubicinom ugradenim u liposome (Myocet) nadena znacajno manja koli¢ina Svih
metabolita pa tako i nemetaboliziranog doksorubicina. Dobiveni rezultati ukazuju na utjecaj
liposomske formulacije na metabolicki put te time i razliCit farmakokineticki profil tako
formuliranog doksorubicina. U literaturi je opisano kako doksorubicin ugraden u liposome
pokazuje poboljSana farmakokineti¢ka svojstva 1 raspodjelu u tkivu te vecu efikasnost nego
slobodni doksorubicin. Liposomi omogué¢avaju dulje zadrzavanje doksorubicina u organizmu i
njegovo kontrolirano otpuStanje, Stite ga od brze razgradnje i time smanjuju nastajanje
doksorubicinola koji je uz doksorubicin odgovoran za kardiotoksi¢nost. U literaturi je pokazano
da slobodan doksorubicin ima poluvrijeme eliminacije t¥2 0,2 sata, dok liposomska formulacija

Myocet ima poluvrijeme eliminacije 2,5 sata (Gabizon, 1992).
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5. ZAKLJUCAK



Razvijena je jednostavna, brza i precizna metoda tekuéinske kromatografije visoke
ucinkovitosti na reverznoj fazi sa fluorescentnom detekcijom (HPLC-FD) za istovremeno
kvantitativno odredivanje doksorubicina i njegovih metabolita: doksorubicinola i
doksorubicinona u urinu Stakora.

Metoda je validirana prema ICH smjernicama za sva tri analizirana spoja, doksorubicin,
doksorubicinol, doksorubicinon te pokazuje veliku selektivnost, linearnost (k > 0,999),
tocnost (95% < analiticki prinos < 105%) 1 preciznost (RSD < 5%) u radnom podrucju za
svaki pojedini spoj.

Takoder, prednosti metode su da zahtijeva vrlo male volumene urina (10 pnL), u kojem se
istovremeno odreduje nemetabolizirani doksorubicin i njegovi metaboliti, priprema
uzoraka je jednostavna, a vrijeme provodenja analize je kratko zbog Cega je moguca
analiza velikog broja uzoraka urina u kratkom periodu.

Mobilna faza sastavljena od vode s trikloroctenom kiselinom i acetonitrilom, iako nizeg
pH, ne koristi puferske otopine ¢ime se izbjeglo prekomjerno koristenje soli i njihovo
taloZenje na koloni.

Prednosti koristenja idarubicina kao internog standarda u kvantitativnom odredivanju
vidljive su u visokoj to¢nosti i preciznosti odredivanja spojeva te inter- i intra-testnoj
preciznosti.

Razvijena i validirana metoda visoke osjetljivosti, selektivnosti i tocnosti, uspjesno je
primijenjena za odredivanje DOX-a i njegovih metabolita u urinu Stakora koji su tretirani

razli¢itim formulacijama doksorubicina.
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8. SAZETAK



Lara Zorié¢
Razvoj i validacija HPLC-FD metode za istovremeno odredivanje metabolita

doksorubicina u urinu §takora

Antraciklini su jedni od najcesce primjenjivanih antitumorskih lijekova, a zbog jakih i
nerijetko fatalnih nuspojava, prvenstveno kardiotoksi¢nosti, farmakokinetika ove skupine
kemoterapeutika Cest je predmet istrazivanja. Cilj ovog rada bio je razviti i validirati brzu,
osjetljivu i preciznu HPLC-FD metodu za istovremeno kvantitativno odredivanje doksorubicina i
njegovih metabolita u urinu Stakora. Metoda je validirana ispitivanjem nekoliko parametara:
specifi¢nost i selektivnost, linearnost, to¢nost, preciznost te granice detekcije i granice
kvantifikacije. Doksorubicin, metaboliti doksorubicinol i doksorubicinon, kao i idarubicin (kao
interni standard, 1S) razdvojeni su na C18 HPLC koloni reverzne faze i detektirani
fluorescentnim detektorom, na valnoj duljini ekscitacije 480 nm i emisije 580 nm. Metoda je
linearna u ispitanom rasponu 0,05-1,6 pg/mL, najniza granica detekcije bila je 5,0 ng/mL, dok je
granica kvantifikacije bila 15,0 ng/mL za doksorubicinon. Za svaku razinu uzoraka kontrole
kvalitete, inter i intra-testna preciznost je bila visoka i RSD je bila manja od 5% (relativno
standardno odstupanje) za sve ispitivane spojeve. Toc¢nost je odredena izraCunavanjem postotka
pogreske opazene u analizi QC uzoraka i bila je u rasponu od 95,08% - 104,69%, $to ukazuje na
prihvatljivu to¢nost i preciznost razvijene metode. Metoda je uspjeSno primijenjena za
istovremeno kvantitativno odredivanje DOX i njegovih metabolita u urinu Stakora tretiranih s

razli¢itim formulacijama doksorubicina.

Kljuéne rijeci: metaboliti doksorubicina, HPLC-FD metoda, validacija, urin stakora
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9. SUMMARY



Lara Zori¢

Development and validation of HPLC-FD method for the simultaneous determination of
doxorubicin metabolites in the urine of rats

Anthracyclines are one of the most commonly used antitumor agents, and due to its
strong and often fatal side effects, especially cardiotoxicity, pharmacokinetics of this group of
chemotherapeutics is a frequent subject of research. The aim of this study was to develop and
validate the rapid, sensitive and accurate HPLC-FD method for the determination of doxorubicin
and its metabolites in rat urine. The method was validated examining the following parameters:
specificity and selectivity, linearity, accuracy, precision, and limit of detection and limit of
quantification. Doxorubicin, metabolites, doxorubicinol and doxorubicinone as well as idarubicin
(as internal standard, 1S) were separated on a C18 reversed-phase HPLC column and quantified
by a fluoresence detection with an excitation wavelength of 480 nm and an emission wavelength
of 580 nm. The linearity was obtained over the range of 0.05-1.6 pg/mL, the lowest limit of
detection was 5.0 ng/mL while the limit of quantitation was 15.0 ng/mL. for doxorubicinone. For
each level of quality control samples, inter- and intra-assay precision was less than 5 % (relative
standard deviation) for all examine compounds. The accuracy was determined by calculating the
percent error observed in the analysis of QC samples and expressed in percent error were in
range from 95.08% - 104.69 %, indicating the acceptable accuracy and precision of the method
developed. This method was successfully applied to the simultaneous quantitative determination
of DOX and the metabolites in rat urine treated with different doxorubicin formulations.

Key words: metabolites of doxorubicin, HPLC-FD method, validation, rat urine
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