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SAZETAK

Klozapin je lijek koji spada u skupinu atipi¢nih antipsihotika. Koristi se kao terapija za
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uzorcima. Na temelju pregleda razli¢itih znanstvenih radova, ovaj rad usporeduje rezultate

metoda odredivanja klozapina i prikazuje prednosti 1 nedostatke opisanih metoda.
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SUMMARY

Clozapine is a drug that belongs to the group of atypical antipsychotics. It is used as a therapy
for treatment-resistant schizophrenia. In order to improve the clinical outcome of treatment
and reduce the possibility of side effects, therapeutic monitoring of drug concentration in the
blood has recently been applied. For these reasons, the development of precise and sensitive
analytical methods for the determination of clozapine in various samples is a popular topic
of numerous research papers. This paper describes selected chromatographic and
voltammetric methods of sample analysis and their practical application for the determination
of clozapine in pharmaceutical forms and different biological samples. Based on a review of
various scientific papers, this paper compares the results of clozapine determination methods

and presents the advantages and disadvantages of the described methods.
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1. UvOD



Shizofrenija je teska mentalna bolest koju karakteriziraju pozitivni simptomi (halucinacije i
deluzije), negativni simptomi (emocionalna tupost, otudivanje od drustva) i kognitivni
deficiti. Antipsihoti¢ni lijekovi koriste se za lijeCenje shizofrenije i drugih psihoza. Op¢enito,
antipsihotici se primjenjuju u oralnim dozama od samo nekoliko miligrama dnevno i Siroko

se metaboliziraju u tijelu. Stoga je koncentracija ovih lijekova u plazmi vrlo niska (razine u

pg-ng/mL).

Proboj u lijeCenju shizofrenije postignut je uvodenjem klozapina, prvog atipi¢nog
antipsihotika. Klozapin, triciklicki derivat dibenzodiazepina, klasificiran je kao atipi¢ni
antipsihotik zbog svojih sloZenih farmakoloskih svojstava i razli¢itih u¢inaka koje proizvodi
u usporedbi s onima koje pokazuju tipi¢ni antipsihoti¢ki lijekovi. Klozapin je vrlo u¢inkovit
protiv svih simptoma shizofrenije i uspjeSno se koristi u pacijenata koji ne reagiraju na

klasi¢ne neurolepticke lijekove.

Terapijsko pracenje lijekova (TDM, engl. Therapeutic Drug Monitoring) podrazumijeva
odredivanje koli¢ine odredenih lijekova u krvi kako bi se utvrdilo da li je primljena doza
sigurna i u¢inkovita. Za veéinu lijekova nisu potrebna terapijska pracenja, medutim odredene
vrste lijekova poput onih za lijeCenje kardiovaskularnih bolesti, antipsihotici te lijekovi za
bipolarni poremecaj moraju proc¢i ispitivanja kako bi se osiguralo da primljena doza ne
izaziva opasne nuspojave. Potreba za terapijskim pra¢enjem pacijenata koji su na terapiji 1
dalje je evidentna jer je pocetak nuspojava Cesto povezan s visokim koncentracijama lijekova
u plazmi. Terapijsko pracenje pacijenata moze znacajno poboljSati znanje o farmakoloskim
interakcijama medu razli¢itim antipsihoticnim lijekovima, kao i povecati uskladenost
pacijenata, $to dovodi do veée uéinkovitosti lije¢enja. Stovise, TDM se pokazao posebno
korisnim u izbjegavanju teSkih nuspojava uzrokovanih visokim dozama lijekova ili njihovom

interakcijom s drugim lijekovima.

Odredivanje klozapina od velike je vaznosti zbog ¢ega su razvijene brojne analiticke metode
poput kromatografskih i voltametrijskih metoda za odredivanje klozapina u farmaceutskim
pripravcima i bioloSkim uzorcima. Istrazivanje terapijskih i toksi¢nih u¢inaka lijeka zahtjeva

osjetljive metode za odredivanje vrlo niskih koncentracija lijeka u razli¢itim oblicima.



Cilj ovog zavrSnog rada je ukazati na vaznost terapijskog pracenja klozapina u svrhu
poboljsanja lijeCenja te opisati primjenu najucinkovitijih kromatografskih i voltametrijskih

metoda za odredivanje klozapina u razli¢itim farmaceutskim i bioloskim uzorcima.



2. OPCIDIO



2.1 SHIZOFRENIJA

Shizofrenija je psihoti¢ni poremecaj karakteriziran halucinacijama i deluzijama koji zahvaca
1% populacije. Naziv potjece od grckih rije¢i ”’Shizo” (cijepanje) i “phren” (um) te ga je prvi
dodijelio Eugen Bleuler 1908. godine. Simptomi shizofrenije dijele se na pozitivne i
negativne. Pozitivni simptomi ukljucuju halucinacije, deluzije, poremecaje razmisljanja i
disorganiziran govor, dok negativni simptomi ukljuuju manjak motivacije i govora,
udaljavanje od druStva i emocionalnu tupost. Shizofrenija se smatra neurorazvojnim
poremecajem, dok neka istrazivanja na obiteljima i blizancima ukazuju i na genetsku podlogu
koje uklju¢uju brojne mutacije (delecije i insercije) multiplih gena. Postoje tri glavne
hipoteze koje objasnjavaju patogenezu shizofrenije: dopaminska, serotoninska i glutaminska.
Navedene hipoteze pretpostavljaju da je uzrok nastanka shizofrenije posljedica poremecaja

u ravnoteZi ovih neurotransmitera.!!

2.2 ANTIPSIHOTICI

Antipsihotici su lijekovi koriSteni za lijeCenje shizofrenije 1 ostalih psihoti¢nih poremecaja.
Kategorizirani su u dvije skupine lijekova: prva generacija ili “tipi¢ni” antipsihotici 1 druga
generacija tj. “atipicni”. Druga generacija lijekova je uvedena zbog brojnih
ekstrapiramidalnih nuspojava povezanih s dopaminergickom blokadom uzrokovanom prvom
generacijom lijekova. Samim time dobili su ime “atipi¢ni” jer imaju drugaciji mehanizam

djelovanja [

2.2.1 Farmakokinetika

Apsorpcija antipsihotika nije potpuna i1 vecina njih prolazi metabolizam “prvog prolaska”
¢ime im se smanjuje bioraspolozivost u sistemskoj cirkulaciji. Antipsihotici su liposolubilni,
vezu se jako za plazma proteine (92-99%) i imaju veliki volumen distribucije. Vecina
antipsihotika metabolizira se putem oksidacije ili metilacije u jetri nakon cega se izlucuju

urinom.



2.2.2 Farmakodinamika

Prva generacija antipsihotika koju predvodi klorpromazin blokira prvenstveno dopaminske
D2 receptore, zbog Cega uzrokuju pojavu ekstrapiramidalnih simptoma. Ekstrapiramidalni
su simptomi povezani s prejakom blokadom D2 receptora, a nalikuju na simptome
Parkinsonove bolesti, primjerice tremor, usporeni rad srca (bradikardija), teSkoc¢e u govoru i

krutost lica.l!!

Druga generacija lijekova blokira D2 receptore u manjoj mijeri, ali zato blokira i 5-HT2

receptore zbog ¢ega rjede uzrokuju ekstrapiramidalne simptome.

Antipsihotici nisu selektivni antagonisti ve¢ blokiraju i druge receptore osim D2 i 5-HT2,
prvenstveno muskarinske, adrenergicke i histaminske receptore. Afinitet vezanja za
specificne receptore varira od lijeka do lijeka zbog ¢ega svaki ima drugaciji klinicki u€inak i

drugadiji profil nezeljenih uginaka.™

2.2.3 Indikacije

Shizofrenija je glavna i najpoznatija indikacija za koriStenje antipsihotika, medutim nije
jedina. Antipsihotici su indicirani takoder u shizoafektivnim poremecajima i u bipolarnom
poremecaju za kontrolu manicne faze te za lijeCenje depresije u kombinaciji s

antidepresivima.™!

2.2.4 Nuspojave

Ekstrapiramidalni simptomi pojavljuju se kao posljedica blokade dopaminergickih neurona.
U pacijenata lijecenih tipicnim antipsihoticima mogu se pojaviti akatizija (nemir) i simptomi
parkinsonizma, primjerice bradikardija (usporeni pokreti) te tardivna diskinezija (nevoljni
pokreti).[!

Koristenje antipsihotika ujedno moze uzrokovati povecanje tjelesne mase, ortostatsku
hipotenziju (nagli pad tlaka tijekom ustajanja), probleme s vidom, suhoc¢u usta 1 zatvor.
Navedene nuspojave posljedica su interakcije lijekova s ostalim nedopaminskim

receptorima, primjerice adrenergickim ili muskarinskim receptorima.*!



2.3 KLOZAPIN

Klozapin je tricikli¢ki derivat dibenzodiazepina, 8-klor-11-(4-metil-1-piperazinil)-5H-
dibenzo [b, e] [1,4] diazepin koji je slabo topljiv u vodi, dok je topljiv u acetonu, a u
Kloroformu iznimno dobro topljiv. Klozapin je prvi atipi¢ni antipsihotik koji se koristi za
lijeCenje pozitivnih 1 negativnih simptoma shizofrenih pacijenata koji su rezistetni na
lijeCenje tradicionalnim neuroleptickim lijekovima. Takoder se koristi za smanjenje rizika
suicidalnog ponasanja kod pacijenata sa shizofrenijom i shizoafektivnim poremecajem.

Sintetiziran je prvi put u Svicarskoj 1958. godine, a zatim identificiran 1959. godine.

/
N

N
N—
N
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Slika 1. Struktura klozapina [

Klozapin se pojavljuje kao blijedozuti kristalni prah bez mirisa i okusa, molekulske mase
326,83 g/mol i talista 183-184 °C.El



2.3.1 Sinteza klozapina

1. 4-kloro-2-nitroanilin se u prisutnosti bakra acilira metilnim esterom o-klorbenzojeve

kiseline kako bi nastao odgovaraju¢i difenilamin. Esterska grupa u nastalom

difenilaminu u se u reakciji s N-metil piperazinom pretvara u amid.

2. Nitro-skupina amida reducira se u prisutnosti Raney-nikla u amin pomoc¢u vodika

3. Reakcijom produkta s fosfornim oksikloridom dolazi do heterociklizacije u zZeljeni

klozapint®!
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2.3.2. Farmakokinetika i metabolizam

Klozapin je lijek koji se nakon oralne primjene gotovo potpuno apsorbira iz crijeva, ali
njegova bioraspolozivost varira od 12% do 90% zbog efekta prvog prolaska. Naime prilikom
prolaska kroz jetru dio lijeka se metabolizira zbog Cega se koncentracija koja ulazi u
sistemsku cirkulaciju smanjuje i iznosi prosje¢no 50 — 60%.[ Vrina se koncentracija u
plazmi dostiZze 2h nakon oralne administracije te se ve¢ina klozapina u krvi veze za plazma
proteine (97%). Poluzivot lijeka je prosje¢no 12h. Klozapin se najve¢im dijelom metabolizira
u jetri putem citokrom P450 sustava u norklozapin (NCLZ, engl. Norclozapine), aktivni

metabolit lijeka, i klozapin N-oksid (CLZNO, engl. Clozapine N-oxide), inaktivni metabolit
lijeka.B!

©
O
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Slika 3. Strukture norklozapina (lijevo) i klozapin N-oksida (desno) [©7]

2.3.3 Farmakodinamika
Toc¢an mehanizam djelovanja klozapina jo§ uvijek nije u potpunosti otkriven. Klozapin se

slabije veze za D2 receptore, u usporedbi s antipsihoticima 1. generacije, zbog Cega svoje



efekte ostvaruje putem ostalih receptora. Smatra se da je klozapinov visok afinitet za D4
dopaminske receptore i 5SHT2 serotoninske receptore uzrok njegove efikasnosti.®!

Od ostalih receptora klozapin se jo§ veze za alfa 1 i 2 adrenergi¢ke receptore, M1
muskarinske receptore i histaminske H1 i H2 receptore koji bi isto mogli doprinijeti njegovoj

ucéinkovitosti [

2.3.4 Indikacije

EMA ( engl. European Medicines Agency) navodi lije¢enje shizofrenije rezistentne na
terapiju (lijek tre¢eg izbora) kao 1 lijeCenje pacijenata sa shizofrenijom s teskim, neizlje¢ivim
neuroloskim nuspojavama na druge antipsihotike, kao primarnu indikaciju za koristenje
klozapina. Takoder se moze Koristiti prilikom lijeCenja Parkinsonove bolesti zbog
neuroloskih nuspojava drugih lijekova koje se ne mogu lijeciti standardnom terapijom.[%
FDA (engl. Food and Drugs Administration) takoder odobrava koriStenje klozapina za
smanjenje suicidalnog ponasanja u pacijenata sa shizofrenijom ili shizoafektivnim

poremecajima.!]

2.3.5 Nuspojave
Zbog raznolikog profila receptora za koje se klozapin veZze, ovaj lijek ima brojne nuspojave

koje su glavna prepreka njegovom ucestalijem koristenju .

Kao i ostali antipsihotici klozapin moze dovesti do pojave ortostatske hipotenzije, zatvora,
povecanja tjelesne mase i dijabetesa, ali u usporedbi s antipsihoticima I. generacije ovaj lijek

rijetko uzrokuje ekstrapiramidalne simptome.®!

Najopasnija je nuspojava agranulocitoza odnosno smanjenje broja bijelih krvnih stanica
ispod 500/mm3. Smanjenje broja leukocita moze dovesti do infekcije razli¢itim

oportunisti¢kim bakterijama i gljivicama §to moze dovesti do smrti pacijenta.!

2.3.6 Doziranje

Klozapin je lijek ¢ija se doza mora polako titrirati. Pacijent zapo€inje prvi dan s 12,5 mg
jednom ili dvaput, a drugi dan uzima 25 mg jednom ili dvaput. Nakon toga doza se polako
povisuje za 25-50 mg dnevno do ciljane doze od 300 — 450 mg/dan, a maksimalna dnevna

doza iznosi 900 mg. U slucaju izostanka terapijskog odgovora ili izrazenih nuspojava
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preporuca se odredivanje koncentracije klozapina u plazmi kako bi se doza mogla korigirati.

Terapijski raspon iznosi od 350 do 690 ng/mL.[%

2.4 TERAPIJSKO PRACENJE ANTIPSIHOTIKA

Terapijsko pracenje lijekova klinic¢ka je praksa mjerenja razine lijekova u krvi radi postizanja
ciljnih koncentracija u svrhu poboljSanja ucinkovitosti lijeka i smanjenja nuspojava. Cilj
TDM -a je koriStenje podataka o razini lijeka za optimizaciju klinickih ishoda i za
propisivanje primjerenih doza. TDM je koristan kod sluCajeva nereagiranja na terapijske
doze, kod praéenja podnosljivosti na lijekove te kod promatranja farmakokineti¢ih

interakcija lijekova ¢ime se omogucava bolja personalizirana farmakoterapija.

TDM se manje koristi kod ljudi kojima je dijagnosticirana shizofrenija nego u drugim
medicinskim podruc¢jima ponajprije zbog varijacija u dokazima i nedostataka jasno
definiranih terapijskih raspona za vecinu antipsihoti¢nih lijekova. Unato¢ tome, TDM se
primjenjuje za pracenje klozapina. Budu¢i da je klozapin najucinkovitiji lijek za shizofreniju,
uklanjanje prepreka za njegovu uporabu i odredivanje najbolje doze omogucava bolesnicima

I S najtezim slucajevima shizofrenije najbolju priliku za oporavak.

Osim $to povecava ucinkovitost, pracenje koncentracije klozapina u serumu moZe pomoci
pri pridrzavanju propisane terapije. NepridrZavanje plana uzimanja lijekova cesto je
povezano s rehospitalizacijama, recidivima, tezim postizanjem remisije ali 1 pove¢anim
rizikom od samoubojstva. Smanjenje razine klozapina u serumu kada pacijent postane
simptomati¢an moze posluZiti kao rani pokazatelj nepridrZavanja terapije, pa potice klinicku

intervenciju za sprjeavanje Stetnih posljedica.

Nadalje, druga prednost pracenja koncentracije klozapina u serumu je pomno pracenje
nuspojava 1 toksic¢nosti tijekom farmakokinetickih promjena u bolesnika. Klozapin se
metabolizira putem razliCitih jetrenih enzima, stoga je podloZan interakcijama s ostalim
lijekovima i tvarima, tj. induciranjem ili inhibiranjem ovih enzima moze do¢i do promjene
koncentracije klozapina u serumu. Npr. koncentracija klozapina u serumu moze se smanyjiti i

za 30% zbog aromatskih ugljikovodika nastalih tijekom konzumiranja cigareta $to moze
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uzrokovati toksi¢nost lijeka. Takoder je zabiljeZzeno da razne infekcije uzrokuju vrlo povisene

razine klozapina u serumu, ¢ak i do pet puta.

lako prag toksi¢nosti klozapina nije jasno utvrden, pokazalo se da su brojne nuspojave usko
povezane s razinom klozapina u serumu te da su vrlo visoke razine uzrok vec¢ine smrtnih
sluc¢ajeva. Zbog toga, provode se istrazivanja u svrhu procjenjivanja omjera norklozapina,

aktivnog metabolita, i klozapina kao pokazatelja nuspojava.[*®!
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3. TEHNIKE (METODE)



3.1 KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je fizikalna metoda odjeljivanja komponenata smjese na temelju njihove
razli¢ite raspodjele izmedu dviju faza, pokretne (mobilne) i nepokretne (stacionarne).l**! Pri
kromatografskim analizama pokretna faza (plinovita ili tekuca) nosi komponente uzorka kroz
nepokretnu fazu, a odjeljivanje komponenti temelji se na njihovim razli¢itim brzinama
kretanja kroz nepokretnu fazu.l**! Osnovna podjela kromatografskih tehnika jest podjela
prema kontaktu pokretne i nepokretne faze, stoga razlikujemo plosnu i1 kolonsku
kromatografiju. Kod plosne kromatografije nepokretna faza je nanesena na ravnu plohu ili
papir, dok se pokretna faza kreée kroz nepokretnu djelovanjem kapilarnih sila ili
gravitacije.l*> Nepokretna faza u kolonskoj kromatografiji ispunjava usku cijev kroz koju se
kre¢e pokretna faza pod utjecajem tlaka ili gravitacije.*> Druga vrsta podjele jest s obzirom
na agregacijsko stanje pokretne faze ( plinska, tekuc¢inska i kromatografija sa superkritiénim
fluidom). Kromatografske tehnike takoder mozemo podjeliti prema ravnotezi izmedu
pokretne i nepokretne faze na: razdjelnu, afinitetnu, ionsko-izmjenjivac¢u kromatografiju te
kromatografiju iskljuCenjem. Kromatogram je graficki prikaz bilo koje funkcije

koncentracije sastojka analiziranog uzorka u ovisnosti o vremenu ili volumenu eluacije.*4

3.1.1 OSNOVNA PODJELA KROMATOGRAFSKIH TEHNIKA

3.1.1.1 Plo$na kromatografija
Nepokretna faza u plosnoj kromatografiji je kromatografski papir ili sloj sorbensa nanesen

na évrst nosa¢ ( plo¢icu od stakla, metala ili plastike).[*#]
Plo$nu kromatografiju dijelimo na:

e Papirnu kromatografiju- nepokretna faza je celuloza iz papira (mogu se Koristiti
papiri s ionskom smolom, silikagelom ili aluminijevim oksidom itd.)
e Tankoslojnu kromatografiju- nepokretna faza je tanki homogeni sloj sorbensa

nanesen na inertnu podlogu ( staklo, aluminijska folija...).[*4!
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3.1.1.2 Kolonska kromatografija

Nepokretna faza mogu biti Cvrste Cestice ili sloj tekuc¢ine nanesen uz stijeku kolone ili ¢vrste
Zestice. Cvrsti ili tekuéi uzorak unosi se u vrh kolone, a komponente uzorka putuju razli¢itim
brzinama kroz kolonu na ¢emu se i temelji kromatografsko odjeljivanje. Ako se koristi ¢vrsti

uzorak, on mora biti topljiv u pokretnoj fazi.l*4
Kolonsku kromatografiju dijelimo na:

e Plinsku kromatografiju- pokretna faza je plin nosa¢, a nepokretna faza je Cvrsta tvar

e Tekucinsku kromafografiju- pokretna faza je tekudina koja prolazi kroz kolonu
punjenu nepokretnom fazom

e Kromatografiju sa superkriticnim fluidom- pokretna faza je fluid iznad ili blizu

kritiéne temperature i tlaka.[*415]

3.1.2 TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA

Tekucinska kromatografija (LC, engl. Liquid Chromatography) je bitna kromatografska
tehnika kod koje je pokretna faza tekucina male viskoznosti. Kolone koje se koriste kod
tekucinske kromatografije velikog su promjera i ispunjene su nepokretnom fazom. Pokretna
faza putuje kroz kolonu djelovanjem tlaka ili gravitacije, a brzina kojom se komponente
razdjeljuju izmedu faza ovisi primarno o difuziji.**! Prednost tekuéinske kromatografije pred
plinskom jest moguénost analize velikog broja spojeva koje se ne moze prevesti u plinoviti
oblik. S druge strane, analiza ovom tehnikom je vremenski zahtjevna. Tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti napredna je vrsta tekucinske kromatografije u kojoj
otapalo putuje djelovanjem visokog tlaka dobivenog pomocu crpke kako bi se prevladao pad
tlaka u koloni.[*®! Razvojem ove vrste kromatografije, vrijeme potrebno za analizu znatno je

skra¢eno.!
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3.1.2.1 Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC, engl. High Performance Liquid
Chromatography) veoma je selektivna i lako primjenjiva za kvantitativnu analizu. Koristi se
i za analizu nehlapljivih i toplinski nestabilnih uzoraka koji se ne mogu analizirati plinskom
kromatografijom. Kod HPLC-a stacionarna se faza sastoji od ¢vrstih ¢estica malog promjera
koje su ravhomjerno raspodjeljene unutar kromatografske kolone. Mobilna faza je kapljevina
kojom se otopljeni uzorak prenosi kroz kolonu. Razdvanje komponenti uzoraka ovisi 0
fizikalno-kemijskim interakcijama uzorka s obe faze. Prema mehanizmu odjeljivanja
razlikujemo  adsorpcijsku,  afinitetnu,  ionsko-izmjenjivacku 1  kromatografiju

iskljudenjem.[141%]
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Slika 4. HPLC uredaj 7]

HPLC sustav sastoji se od Cetiri glavna dijela: sustava za opskrbu pokretnom fazom,
kromatografske kolone u kojoj dolazi do razdvajanja komponenti, injektora za ubrizgavanje

uzorka i detektora. Sustav za opskrbu pokretnom fazom sastoji se od crpke kojom se postizu
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visoki tlakovi kako bi se podesile potrebne brzine protoka, tj. kako bi otapalo moglo pro¢i
kroz kolonu. Celiéni ili stakleni spremnici ispunjeni su otapalom koje mora biti visoke &istoée
i mjehuri¢i plina moraju biti uklonjeni. Sustav za injektiranje omogucuje precizno
injektiranje tocno odredenog volumena uzorka (0,5 uLL do 50 mL). Kra¢a kolona (pretkolona)
istog punila postavlja se u sustav prije kromatografske kolone kako bi se ona zastitila.
Suvremene HPLC kolone najéesc¢e su izradene od Celicnih cijevi, ali se uz niske tlakove
upotrebljavaju i staklene cijevi debljih stijenki. Kolone punjene zrncima vrlo malih dimenzija
imaju prednost zbog vece brzine procesa i manje potrosnje otapala. Kolone se izraduju u
razli¢itim dimenzijama; duljina su 10-30 cm, a unutra$nji im promjer moze biti 4-10 mm.
Kolone su punjene poroznim punilima promjera 5-10 mikrometara. Kao punilo najc¢esce se
koristi silikagel, ali mogu se upotrebljavati i punila koja sadrze glinicu, porozne polimere i

ionske izmjenjivage.*41%!

Detektori moraju pruzati kvalitativan i kvantitativan signal. Za HPLC ne postoji univerzalni
sustav detektora ve¢ se detektorski sustav odabire ovisno o prirodi uzorka. Najcesce se
upotrebljavaju detektori temeljeni na apsorpciju ultraljubi¢astog (UV), infracrvenog (IR) ili

vidljiva zradenja (VIS).[415]

3.1.3 PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (GC, engl. Gas Chromatography) je tehnika odjeljivanja
komponenata iz vrlo sloZenih smjesa pri kojoj se kao pokretna faza koristi intertni plin. Plin
nosa¢ eluira komponente analiziranog uzorka iz kolone ispunjene nepokretnom fazom.
Nepokretna faza moZe biti ¢vrsta tvar velike specifi€ne povrSine na kojoj se adsorbiraju
komponente uzorka, kao §to je to slu€aj u plinskoj adsorpcijskoj kromatografiji, ili moze biti
nehlapljiva tekuéina nanesena na povrSinu ¢vrstog nosaca adsorpcijom ili kemijskim
vezanjem. Za razliku od tekucinske, u plinskoj kromatografiji analit ne reagira s pokretnom
fazom, stoga njegova brzina kretanja kroz kolonu ne ovisi o kemijskoj strukturi pokretne

faze.[1415]
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Slika 5. Plinski kromatograf [8]

Plin nosa¢, koji mora biti kemijski intertan prema punilu i komponentama uzorka, nosi
uzorak kroz kolonu. Najcesc¢e se koriste helij, argon, dusik i vodik, a odabir pogodnog nosaca
¢esto ovisi o primjenjenom detektoru. Mala koli¢ina uzorka brzo se injektira se kroz gumenu
pregradu (engl. Septum). Mjesto za injektiranje uzorka, kolona i detektor zagrijavaju se na
temperature koje omogucuju plinovito stanje uzorka. Odjeljivanje na GC koloni odvija se
raspodjelom komponenata u plinovitom stanju izmedu pokretne i nepokretne faze. Kolone
razlikuju se po duljini i promjeru, a mogu biti punjene ili kapilarne. Komponente uzorka koje
eluiraju s kolone odreduju se na detektoru 1 na temelju zapisa detektora moguce ih je
kvalitativno i kvantitativno odrediti. Vrijeme analize plinskom kromatografijom je kratko u
usporedbi s ostalim kromatografskim tehnikama jer se plin kao mobilna faza brzo krece kroz
kolonu. Plinska kromatografija Siroko se primjenjuje za za ispitivanje ¢istoce uzoraka, za
odjeljivanje komponenti iz smjese, u preparativne svrhe, kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi.
Prednosti plinske kromatografije pred HPLC-om su jednsotavnija oprema, brza analiza,
visoka ucinkovitost separacije koriStenjem kapilarnih kolona i1 lako povezivanje sa

sprektroskopijom masa.[*4°]
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3.1.3.1 Maseni spektrometar

Maseni spektrometar sastoji se od sustava za uvodenje uzorka, izvora ionizacije, masenog
analizatora i detektora povezanog sa sustavom za obradu podataka. GC radi pri vrlo visokim
tlakovima dok MS radi pri vakuumu. Maseni analizator mora biti u vakuumu kako bi se
Smanjila interakcija iona u plinovitoj fazi s Cesticama zraka. Prvi dio procesa je ionizacija
uzorka nekom od ionizacijskih tehnika: ionizacijom elektrorasprsenjem (ESI, eng.
Electrospray lonization), kemijskom ionizacijom (CI, engl. Chemical lonization),
ionizacijom termorasprSenjem (TSI, engl. Thermospray lonization) ili ionizacijom
elektronskim udarom (EI, engl. Electron Impact ionization). lonizacija elektronima
uglavnom se koristi u kombinaciji s GC. Prilikom ionizacije, snop elektrona visoke energije
prolazi kroz plinoviti uzorak pri ¢emu dolazi do ionizacije molekula i njihovog razbijanja u
fragmente. loni se ubrzavaju prema masenom analizatoru u kojem se primjenom elektri¢nog
I magnetskog polja postize njihovo odjeljivanje na temelju omjera njihove mase i naboja
(m/z). Najces¢e koriSteni analizatori su: kvadrupolni analizator, magnetski sektorski
analizator, ionska zamka te ionsko-ciklotronske rezonancije s Fourierovim transformacijama.
Ioni zatim dolaze do detektora koji pretvara ione odredene vrste u elektrini signal. Spektar
masa se dobiva kao ovisnost elektricnog signala o omjeru m/z. Razli¢ite molekule

identificiraju se upravo prema njihovom karakteristicnom masenom spektru (1920

5]
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3.2VOLTAMETRIJA

Voltametrija je skup elektroanalitickih postupaka u kojima elektri¢ni napon predstavlja
signal pobude. Signal odziva je struja Celije koja se mjeri kao funkcija narinutog napona.
Otuda i naziv voltametrija kao skradenica za volt- amper- metrija.??l Princip voltametrijskih
tehnika koje se Cesto koriste je pracenje struje koja teCe kroz elektrokemijsku celiju za
vrijeme primjene potencijala na elektrodu, Sto rezultira oksidacijom 1i/ili redukcijom
elektroaktivnih vrsta na povrsini elektrode. Ove strujno-naponske tehnike pokazuju

osjetljivost sa sirokim linearnim rasponom koncentracija (10 do 1012 M).[2%!

Osnovne komponente voltametrijskog sustava su elektrokemijski ¢lanak, potenciostat i
rac¢unalo. Elektrokemijski ¢lanak ukljucuje tri elektrode uronjene u otopinu analita i ionskog
elektrolita: radnu elektrodu, referentnu elektrodu i protuelektrodu. Potencijal se mjeri izmedu
radne i referentne elektrode a struja se mjeri izmedu radne i protuelektrode. VVoltamogramom

prikazujemo ovisnost struje o potencijalu.[*®

3.2.1 Primjena voltametrijskih metoda za analizu farmaceutski aktivnih tvari

Kvalitativna i kvantitativna analiza farmaceutski aktivnih tvari koja daje zadovoljavajuce
rezultate ovisi o odabiru odgovarajuce tehnike. Matrica uzorka, fizikalno - kemijska svojstva,
koncentracija analita, vrijeme analize i1 cijena najvazniji su Cimbenici u odredivanju
najprikladnije tehnike. Sve veca upotreba antipsihotika potaknula je razvoj jednostavnih,
osjetljivih, brzih i jeftinih metoda odredivanja ovih lijekova u farmaceutskim oblicima i
bioloskim uzorcima. U posljednje vrijeme, sve se ve¢a pozornost pridaje elektrokemijskim
metodama koje pruzaju visoku osjetljivost, selektivnost, tocnost i preciznost kako bi se
osiguralo ucinkovito terapijsko pracenje antipsihotika u cilju smanjenja Stetnih nuspojava.
Glavno ogranicenje ovih metoda jest ¢injenica da lijekovi koji se analiziraju moraju biti
elektrokemijski aktivni. Ipak, ove se metode sve Cesce primjenjuju zbog jednostavnosti,
mogucnosti analize obojenih i zamucenih otopina te relativno dostupne instrumentacije.
Analiza fizikalnih i kemijskih svojstava farmaceutskih spojeva, kao i njihovo kvantitativno
odredivanje, moze se lako provesti pomocu voltametrijskih tehnika kao $to su voltametrija

linearne promjene potencijala (LSV, engl. Linear Sweep Voltammetry), diferencijalna pulsna
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voltametrija (DPV, engl. Differential Pulse Voltammetry), ciklicka voltametrija (CV, engl.
Cyclic Voltammetry) i stripping voltametrija. Voltametrijske metode se takoder koriste za
odredivanje elektroaktivnih spojeva iz bioloskih uzoraka (npr. urin, slina ili serum). Podaci
0 in vivo mehanizmima farmaceutski aktivnih tvari mogu se dobiti ispitivanjem
elektrokemijskog ponasanja aktivnih tvari u lijekovima. Ciklicka voltametrija korisna je
voltametrijska metoda za dobivanje informacija o mehanizmu oksidacije/redukcije
farmaceutskih spojeva. Rijetko se koristi za kvantitativno odredivanje spojeva jer nije
dovoljno osjetljiva metoda. S druge strane, DPV tehnika, zbog svoje osjetljivosti, Siroko se
koristi za odredivanje farmaceutskih spojeva bez potrebnog predtretiranja uzoraka.
Primjerice, analiti u rasponu od 10® do 10° M mogu se odrediti pomocu ciklicke
voltametrije, dok tehnike diferencijalne pulsne i pravokutnovalne voltametrije daju granice
dokazivanja oko 108 M. Stripping voltametrija se opéenito koristi kada DPV i SWV metode
nisu dovoljno osjetljive za odredivanje vrlo niskih koncentracija spojeva. Stripping tehnike
ukljucuju korak predkoncentriranja neposredno prije analize. Ove tehnike osiguravaju visoku
osjetljivost i niske granice dokazivanja (oko 102 M i nize). Analiza lijekova stripping
tehnikama ne utjee na pomocne tvari u farmaceutskim oblicima doziranja niti na endogene
tvari prisutne u bioloskim tekué¢inama.[®! U radu ¢emo se osvrnuti na najéesée koristene

voltametrijske tehnike za analizu klozapina.

3.2.2 Diferencijalna pulsna voltametrija

Diferencijalna pulsna voltametrija pulsna je tehnika za odredivanje vrlo niskih koncentracija
elektroaktivnih komponenata u razli€itim uzorcima, a bitnu primjenu ima u odredivanju
spojeva u farmaceutskim pripravcima i bioloskim tekuéinama.?*! U diferencijalnoj pulsnoj
voltametriji mali pravokutni naponski impuls (amplitude od 10 do 100 mV) superponira se
na stubasto rastu¢i napon pobude. Struja se mjeri prije primjene naponskog pulsa i na kraju
pulsa i biljezi se razlika jakosti struja kao funkcija potencijala.l”® Na Slici 7. prikazan je
signal pobude. Granica dokazivanja iznosi otprilike 108 mol dm= stoga je ova tehnika
prikladna za analizu lijekova u bioloSkim teku¢inama nakon terapijskih doza zbog dobre

osjetljivosti.[?4
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Slika 7. Signal pobude kod diferencijalne pulsne voltametrije (2%

Potencijal radne elektrode tijekom mjerenja odrzava se na osnovnom potencijalu pri kojem
je struja Celije jednaka nuli. U odredenom trenutku na osnovni napon se superponira
pravokutni naponski impuls kojim se izaziva oksidacija ili redukcija. Struja se mjeri prije i
poslije svakog naponskog impulsa, a signal odziva predstavlja razliku jakosti struje u
ovisnosti o potencijalu elektrode.[?4

| A Iy

Slika 8. Diferencijalni pulsni voltamogram 22
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3.2.3 Voltametrija linearne promjene potencijala

Voltametrija s linearnom promijenom potencijala pripada skupini elektroanalitickih tehnika
u kojima je signal pobude elektri¢ni napon. Signal odziva je struja koja se mjeri kao funkcija
narinutog potencijala. U ovoj vrsti voltametrije, signal je linearno rastu¢i napon. Struja se
mjeri na radnoj elektrodi, dok potencijal izmedu radne i referentne elektrode raste linearno s

vremenom.
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Slika 9. Signal pobude i odziva kod voltametrije s linearnom promijenom potencijala [2°!
Pretpostavimo elektrodnu reakciju redukcije:
O+ze-2R

Pri potencijalu radne elektrode koji je znatno pozitivniji od formalnog potencijala redoks
sustava elektroaktivne vrste (E”) kroz elektrokemijsku ¢eliju prolazi samo osnovna struja.
Brzina redukcije raste negativiranjem potencijala elektrode. Priblizavanjem vrijednosti
formalnog potencijala elektroaktivne vrste, dolazi do znacajnog povecanja brzine redukcije.
Tada pocinje te¢i mjerljiva struja celije 1 na voltamogramu nastaje uzlazni dio krivulje
odziva. Koncentracija elektroreduktanda (O) se smanjuje zbog njegove redukcije uz povrsinu
radne elektrode. Stoga se uz radnu elektrodu stvara odredeni koncentracijski profil tvari O
kao funkcija udaljenosti od povrSine radne elektrode. Zbog uspostavljene razlike u
koncentraciji, dolazi do difuzije Cestica O iz otopine prema povrsini elektrode. Istovremeno
se na povrsini elektrode stvara reducirani oblik elektroaktivne tvari (R) zbog reakcije
redukcije, koji zatim difundira s elektrode u otopinu. Time se uspostavlja koncentracijski

profil reduciranog oblika elektroaktivne tvari (R) od povrsSine elektrode prema unutrasnjosti
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otopine. Kada potencijal dostigne dovoljno negativnu vrijednost, sve se Cestice
elektroreduktanda (O) na povrsini elektrode trenutacno reduciraju, a njihova koncentracija
na elektrodama opada na nulu. Pri toj vrijednosti potencijala, dolazi do maksimalnog toka
Cestica elektroreduktanda iz otopine prema povrsini elektrode i postize se maksimalna
vrijednost struje odziva. Tijekom redukcije sve se vise iscrpljuje tvar O iz otopine. Smanjuju
se nagib koncentracijskog profila O i brzina difuzije. Postupno se kontinuirano smanjuje

struja odziva zbog &ega voltametrijski odziv ima oblik vrha.[?°]

3.2.4 Ciklicka voltametrija

U ciklickoj voltametriji, potencijal radne elektrode mijenja se konstantnom brzinom i mjeri
se protok struje u odredenom vremenu. Kod CV signal pobude mijenja smjer. Napon signala
pobude pri po€etku mjerenja se negativira, a zatim se kod odredene vrijednosti potencijala
zapocinje pozitivirati. Promjene potencijala (posmik) u oba smjera su linearne. Kod polaznog
posmika potencijala struja Celije je katodna struja redukcije i ima isti oblik kao i u LSV
metodi. Pri poCetku promjene smjera signala pobude, nastavlja se redukcija tvari O u R jer
je potencijal elektrode i dalje negativniji od formalnog potencijala. Daljnim pozitiviranjem,
potencijal elektrode priblizava se vrijednosti formalnog elektrodnog potencijala redoks
sustava elektroaktivne vrste. Tada zapocCinje reakcija oksidacije reduciranog oblika R 1
pojavljuje se anodna, tj. struja oksidacije. Struja Celije sada je razlika struje redukcije
elektroreduktanda O (katodne struje) i struje oksidacije elektrooksidanda R (anodne struje).
Struja Celije predstavlja razliku katodne i anodne struje procesa na radnoj elektrodi.
Pozitiviranjem, raste struja oksidacije a opada struja redukcije ¢ime struja celije postaje
anodna (negativna). Pri odredenom potencijalu, anodna struja postize maksimalnu vrijednost.
Ako se pozitiviranje elektrode nastavi, struja oksidacije stalno pada jer se iscrpljuje otopina
uz povrsinu elektrode na reduciranoj vrsti sustava (R), a nakon nekog vremena struja celije
pada na vrijednost osnovne struje. Graficki prikaz odziva ciklicke voltametrije nazivamo

cikli¢ki voltammogram koji ima karakteristiéni oblik s katodnim i anodnim pikom. %!
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[25]

Slika 10. Signal pobude i signal odziva kod ciklicke voltametrije

3.2.5 Metode otapanja - Stripping analiza

Metode otapanja obuhvacaju razli¢ite elektrokemijske postupke kod kojih se analit najprije
istalozi na mikroelektrodi, naj¢escée iz otopine koja se mijesa. Nakon odredenog vremena,
elektroliza se zaustavlja, mijeSanje se prekida, a istalozeni analit se odreduje pomocu jedne
od prethodno opisanih voltametrijskih metoda. Drugi stupanj stripping analize obuhvaca
ponovno otapanje analita ili njegovo skidanje (engl. stripping) s mikroelektrode.™%
Razlikujemo anodnu, katodnu i adsorpcijsku stripping analizu. Kod anodnog otapanja
mikroelektroda se tijekom taloZenja ponaSa kao katoda, a tijekom otapanja analita kao anoda,
pri ¢emu istodobno analit oksidira u prvotni oblik. PonaSanje mikroelektrode kod katodnog
otapanja je obrnuto. Analit se talozenjem elektrokemijski pretkoncentrira zbog Cega je
njegova koncentracija mnogo veéa nego u samoj otopini. Adsorpcijska stripping voltametrija
sli¢na je anodnoj i1 katodnoj metodi, osim §to korak pretkoncentracije analita nije kontroliran
elektrolizom ve¢ se postiZe adsorpcijom na povrsini radne elektrode ili reakcijama s kemijski
modificiranim elektrodama.?8! Postupci otapanja osobito su vazni pri analizi tragova jer
pretkoncentracija omogucuje odredivanje vrlo malih koli¢ina analita. Ovi su postupci brzi i
jednostavni, te se mogu Koristiti za analiziranje otopina koncentracije 10 do 10-° M. Tijekom
elektrotalozenja samo se dio analita istalozi na elektrodi, stoga kvantitativni rezultati ovise o

potencijalu i veli¢ini elektrode, vremenu taloZenja te brzini mijeanja uzorka.[*s!
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3.2.6 Cvrste elektrode

Cvrste elektrode esto se koriste kao radne elektrode. Njihove prednosti su: mehanic¢ka
stabilnost, tvrdoca, jednostavna uporaba, moguénost primjene u Sirokom rasponu potencijala,
visoka elektri¢na vodljivost i niska toksi¢nost. Cvrste elektrode mogu biti metalne elektrode
izradene od metala kao Sto su Pt, Au i Pd, elektrode na bazi ugljika, ionsko-selektivne
elektrode i modificirane elektrode. Postupci u elektroanalizi ovise o kemijskim i fizickim
svojstvima povrsina elektroda, djelovanju primjenjenog potencijala, adsorpciji 1 premazima
nanesenih na povrsinu elektroda radi poboljsanja detekcije.l’’] Elektrokatalititka svojstva
¢vrstih elektroda mogu se poboljSati promjenom kemijskih i elektrokemijskih svojstava
njihovih povrSina. Modificiranjem elektroda postizu se svojstva koja omogucuju brzi
prijenos naboja. Za pripremu modificiranih elektroda moze se koristiti nekoliko razli¢itih
tehnika, kao $to su derivatizacija, oblaganje polimerom i elektrostati¢ko vezivanje.l¥ Zivine
elektrode imaju prednost Sto se mogu koristiti u Sirokom rasponu katodnih potencijala.
Medutim, kapacitet njihovog anodnog raspona ogranien je zbog osjetljivosti Zive na
oksidaciju. Ovaj je problem prevladan otkricem drugih materijala elektroda, osobito na bazi

ugljika, koje se mogu primjenjivati u §irem anodnom rasponu.?”]

3.2.5.1 Ugljikove elektrode

Elektrode na bazi ugljika mogu se podijeliti u dvije skupine, homogene i heterogene
elektrode. Elektrode na bazi ugljika izmedu ostalog koriste se za odredivanje farmaceutskih
spojeva u razli¢itim oblicima doziranja ili u bioloSkim medijima primjenom razlicitih

elektrokemijskih tehnika.?"]

Sestero¢lani aromatski prsten i sp? hidbridizacija karakteristike su ugljikovih elektroda. U
ovoj konfiguraciji, visok stupanj delokalizacije n elektrona zajedno sa slabim Van der
Waalsovim vezama osigurava dobru elektriénu provodljivost.?”-? Uginkovitost analize ovisi
o vrsti ugljika, ali 1 o metodi prethodne obrade povrsine koristene elektrode za povecanje

brzine prijenosa elektrona.

Ugljikove elektrode imaju nekoliko prednosti pred ostalim ¢vrstim elektrodama. Ugljikovi
materijali u obliku grafita, staklastog ugljika, dijamanta, fulerena, ugljikovih vlakana,
nanocijevi i drugih, igraju vaznu ulogu u razvoju ¢vrstih elektroda iz nekoliko razloga.

Elektrode na bazi ugljika imaju Sirok raspon potencijala, osobito anodnog, kemijski bogatu
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povrsinu, kemijski su inertne, pokazuju znatno nize pozadinske struje i prikladne su za
razlic¢ite modifikacije. S druge strane, prijenos elektrona brzi je na elektrodama od plemenitih

materijala nego na ugljikovim elektrodama.[?"]

Elektroanaliticke tehnike koje koriste elektrode na bazi ugljika takoder se koriste za

odredivanje spojeva prisutnih u lijekovima.
Najpoznatije elektrode na bazi ugljika ukljucuju:

e Staklasti ugljik,

e Ugljikovu pastu,

e Ugljikova vlakna,

e Ugljikove nanocijevi,

e Dijamantne elektrode i

e Fuleren elektrode.

3.2.5.1.1 Elektrode od staklastog ugljika

Staklasti ugljik je strukturni oblik ugljika koji sadrzi staklena i keramicka svojstva.
Najvaznija svojstva su otpornost na visoke temperature, iznimna tvrdoca, niska gustoca,
nizak elektriéni otpor, malo trenje, niska toplinska otpornost i fluidna nepropusnost.?®!

Staklasti ugljik Siroko se koristi kao elektrodni materijal u elektrokemiji.

Slika 11. Struktura staklastog ugljika 2!
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Elektroda od staklastog ugljika (GCE, engl. Glassy Carbon Electrode) je jedna od
najkoriStenijih elektroda u elektroanalitickim istrazivanjima zbog fizikalnih i kemijskih
svojstava kao Sto su Sirok raspon potencijala, kemijski inertna priroda, otpornost na kiselu
koroziju, izuzetno niska poroznost i relativno reproducibilni rezultati. Priprema se
kontroliranim nizom toplinskih obrada polimerne smole u inertnoj atmosferi. Proces
karbonizacije provodi se sporo, postepenim povecavanjem temperature od 300 do 1200 °C
kako bi iz strukture uklonili kisik, dusik i vodik. Dobiveni materijal je velike gusto¢e i malih
pora pa postupak impregrancije nije potreban. Mrezasti staklasti ugljik strukture saca,
kemijski je sli¢an konvencionalnom staklenom ugljiku. Ima nisku gustocu, visoku otpornost
na koroziju, veliku relativnu povrSinu, visoku toplinsku i elektri¢nu vodljivost. Karakterizira
ga iznimna kemijska intertnost u velikom temperaturnom rasponu. Takoder je intertan prema
velikom broju vrlo aktivnih reagensa kao $to su kiseline, baze i organska otapala. Dobiva se
polimerizacijom smole u kombinaciji s sredstvima za pjenjenje, nakon cega slijedi
karbonizacija. Mrezaste staklaste ugljikove elektrode mogu se modificirati metalnim i
vodljivim organskim premazima te impregnacijom organskih, anorganskih i biokemijskih
vrsta. Gotovo sve staklaste ugljikove elektrode obicno se poliraju manjim cesticama
aluminijevog oksida (glinice) na tankoj tkanini za poliranje. Poliranjem se postize aktivacija,
veca brzina prijenosa elektrona 1 uklanjanje povrSinskih oneciS¢enja. UCinkovitost staklaste
ugljikove elektrode ovisi o materijalu za poliranje 1 postupku koji se koristi. PovrSinu
elektrode moguce je obraditi i toplinskom obradom za povecanje brzine prijenosa elektrona

i adsorpcije, elektrokemijski i laserski.[?”]

U posljednjih nekoliko godina pojavile su se razlicite vrste elektroda na bazi ugljika, koje su
znacajno promijenile opseg i osjetljivost elektroanalitickih metoda. Pokazalo se da ove
elektrode posjeduju jedinstvene kemijske i strukturne znacajke koje ih ¢ine vrlo korisnima
za elektrokemijska istrazivanja 1 elektroanaliticku primjenu. Elektrode na bazi ugljika mogu
se primijeniti i dati rezultate usporedive s onima dobivenim skupljim, vremenski zahtjevnijim

laboratorijskim tehnikama.
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3.3 IMUNOLOSKI TEST - BUDUCNOST DIJAGNOSTIKE

Imunoloski testovi (engl. Immunoassay) su bioanaliticke metode u kojima odredivanje
analita ovisi o reakciji antigena (analita) i antitijela. Te se metode uglavnom temelje na
kompetitivnoj reakciji vezanja izmedu stalne koli¢ine obiljezenog oblika analita i
promjenjive koli¢ine neoznacenog uzorka analita za ograni¢enu koli¢inu vezivnih mjesta na
visokospecifiénom protu-analitnom antitijelu. Kad se ti imunoanaliti¢ki reagensi pomijesaju
i inkubiraju, analit se veze na antitijelo tvore¢i imunoloski kompleks. Ovaj kompleks je

odvojen od nevezane frakcije reagensa tehnikom fizikalnog ili kemijskog odjeljivanja.t*"!

Imunoloski testovi koriste razliite oznake za omogucéavanje otkrivanja antitijela i antigena.
Oznake su tipi¢no kemijski povezane ili konjugirane sa Zeljenim antitijelom ili antigenom.
Ovisno koja oznaka se koristi postoje razli€iti tipovi imunoloskih testova, a medu njima se

isti¢u enzimski povezani imunosorbentni test i radioimunoloski test.B!!

3.3.1 Enzimski povezani imunosorbentni test

Enzimski povezani imunosorbentni test, (ELISA engl. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), tip je imunoloskog testa koji upotrebljava enzime kao oznake zeljenih antigena. U
prvom koraku protutijelo se veze za ¢vrstu fazu. Zatim se dodaju uzorci koji sadrze antigen
nepoznate koncentracije koji ¢e se vezati za protutijela. Nakon ispiranja ponovno se dodaju
protutijela specificna za antigen koja su ovaj put konjugirana s enzimom. Dodatkom supstrata
u otopinu nastaje obojani produkt. Naime, kada se enzim konjugiran antitijelom veze za
antigen, njegova se aktivnost smanjuje. Mjerenjem apsorbancije mjeri se koli¢ina obojanog

produkta &ija je koncentracija obrnuto proporcionalna koncentraciji antigena uzorka.?!

3.3.2 Radioimunoloski test

Radioimunoloski test, (RIA, engl. Radioimmunoassay), tip je imunoloskog testa koji
upotrebljava radioizotope kao oznake Zeljenih antigena. U prvom koraku radioimunoloskog
testa inkubiramo antitijelo i radioizotopom oznac¢en antigen §to dovodi do stvaranja antigen
- antitijelo imunokompleksa, a viSak nevezanog antigena odstranjuje se ispiranjem. U
sljede¢em koraku dodaje se neoznaceni antigen poznate koncentracije koji se zatim natjece
sa oznacenim antigenom za vezna mjesta na protutijelima, te se ponavlja ispiranje kako bi se

odstranili sada slobodni radioizotopom oznaceni antigeni. Izmjerena radioaktivnost obrnuto
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je proporcionalna koli¢ini neozna¢enog antigena. Mjerenjem radioaktivnosti prije i nakon
dodavanja neoznaCenog antigena moze se napraviti standardna Krivulja ovisnosti
radioaktivnosti o koncentraciji neoznacenog antigena. U zadnjem koraku proces se ponavlja
s uzorkom koji sadrzava neoznacen antigen nepoznate koncentracije. Uz pomo¢ izmjerene

radioaktivnosti moZe se iz grafa oditati koncentracija antigena uzorka.*]
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Slika 12. Standardna krivulja koja se koristi u radioimunoloskom testu za kvantitativau

procjenu antigena u nepoznatom uzorku 34

Imunoloske metode Siroko su koriStene u mnogim vaznim podru¢jima farmaceutske analize,
poput dijagnosticiranja bolesti, terapijskog pracenja lijekova, klini¢kih farmakokinetickih
studija za odredivanje lijekova i farmaceutskoj industriji. Analiza u tim podruc¢jima obi¢no
ukljuuje mjerenje vrlo niskih koncentracija lijekova male molekulske mase,
makromolekularnih biomolekula od farmaceutskog interesa, metabolita i/ili biomarkera koji
ukazuju na dijagnozu bolesti ili prognozu. VaZnost 1 raSirenost metoda imunoloSkog
ispitivanja u farmaceutskim analizama pripisuju se njihovoj specifi¢nosti, velikoj propusnosti
1 visokoj osjetljivosti za analizu Sirokog raspona analita u bioloskim uzorcima. Sustav
detekcije u imunotestovima ovisi o lako uoc€ljivim oznakama (npr. radioizotopima ili
enzimima) povezanim s jednim od imunoanalitickih reagensa (tj. analitom ili antitijelom).
Koristenje ovih oznaka u imunotestovima rezultira metodama ispitivanja s iznimno visokom

osjetljivoscu i niskim granicama odredivanja. Analiza slozenih bioloskih matrica (npr. krvi
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ili urina) imunoloskim metodama, temeljena na specifi¢noj reakciji vezanja, moze se postic¢i
bez prethodne obrade uzorka. Iako razvoj nove metode imunoloskog testa za analit moze
potrajati mjesecima (zbog vremena potrebnog za stvaranje Zeljenog antitijela), nakon $to
odgovaraju¢i imunoanaliticki reagensi postanu dostupni, metoda imunoloSkog testa moze
vremenski konkurirati kromatografskim metodama. Unato¢ brojnim prednostima
imunoloskih testova, oni i dalje imaju svoja ograni¢enja. Imunoloski testovi uglavnom ovise
o reakciji izmedu analita 1 bioloSkog antitijela, mogu imati inherentniju nepreciznost od
drugih metoda koriStenih u farmaceutskoj analizi (npr. kromatografija). Specifi¢nost
imunotestova uglavnom ovisi o protutijelu usmjerenom na analit, medutim neki imunoloski
testovi nisu visoko selektivni i mogu reagirati na skupinu spojeva (npr. aminoglikozide,
pesticide, itd.), a ne na pojedinaéne spojeve. Stovise, moZe se uo¢iti nedostatak specifi¢nosti
zbog nespecificnog vezanja antitijela na komponentu matrice. U tim okolnostima mora se

voditi raduna o tome da se u uzorku i/ili matrici analita osigura da nema ometajuée tvari.2%
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4. PREGLED PRIMJENE ODABRANIH METODA ZA ANALIZU
KLOZAPINA
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4.1 GC-MS METODA ZA ISTOVREMENO ODREDIVANJE KLOZAPINA 1
NORKLOZAPINA U LJUDSKOJ PLAZMI

Vardakou i sur.’® razvili su i optimizirali osjetljivu i specifitcnu GC-MS metodu za
odredivanje klozapina i njegovog glavnog metabolita norklozapina u ljudskoj plazmi koja
pokriva sve terapijske i toksi¢ne razine. Objavljena su brojna istrazivanja o koristenju LC-
MS metoda za odredivanje klozapina. U usporedbi s njima, GC-MS metoda pruza vece
prednosti u pogledu identifikacije i osjetljivosti unato¢ tome §to je ova metoda vremenski

zahtjevnija.

Vardakou je koristio GC-MS metodu za analizu klozapina i norklozapina u uzorcima plazme.
Analiza ekstrakata provodila se na Hewlett Packard plinskom kromatografskom sustavu
opremljenim HP-5MS kolonom s detektorom HP 5970 MSD. Kao mobilna faza koristen je
helij. Ubrizgavanje je provedeno u ,,splittles mode* pomo¢u HP AOC sustava za automatsko
uzorkovanje. Detektor je bio maseni spektrometar s EI ionizacijom. Koristeni digitalni pH-
metar bio je 691 digitalni pH-metar sa staklenom kombiniranom elektrodom. Temperaturni
program kolone, brzina protoka plina nosaca i temperature injektora optimizirani su, kako bi
se povecao intenzitet signala odabranih iona, postigao dovoljan faktor asimetrije i razlu¢ivost

izmedu analita, te kako bi se smanjio efekt matrice.

Priprema uzoraka ukljucuje ekstrakciju ¢vrsto-tekuée obaju analita pomoéu Bond-Elut
Certify kolona i daljnu derivatizaciju s trifluorooctenim anhidridom (TFAA, engl.
Trifluoroacetic anhydride). Kao unutarnji standard koristen je klozapin-d8. Tijekom
optimizacije postupka ekstrakcije ispitana je djelotvornost razlic¢itih kolona sa sli¢nim
afinitetom za oba analita (BondElut Certify, Nexus, HCX, C18 i MCX) od kojih su najbolji
rezultati dobiveni BondElut Certify kolonama. Iako su postignuti zadovoljavajuéi rezultati
ekstrakcije, dodatni postupak precipitacije proteina ispitan je prije ekstrakcije koristenjem
razli¢itih organskih otapala kao §to su acetonitril, metanol i aceton u uzorcima plazme s

dodanim standardom.

Postupak derivatizacije, prije kromatografske analize, moze se koristiti za dobivanje
hlapljivih derivata nehlapljivih tvari pogodnih za separaciju plinskom kromatografijom.

Zbog polarnih N-H skupina klozapina i njegovog metabolita norklozapina, prije GC-MS



analize bilo je potrebno provesti postupak derivatizacije kako bi se proizvele manje polarne,
a time i hlapljivije molekule pogodne za odjeljivanje plinskim kromatografskim sustavom.
Polarne N-H skupine klozapina i njegovog metabolita norklozapina rezultiraju nehlapljivim
spojevima. U usporedbi s ostalim reagensima za derivatizaciju, TFAA se pokazao kao
najprikladniji zbog manje velicine, a time i manje sterokemijske blokade, vece stabilnosti i

manje osjetljivosti na vlagu.

Granice dokazivanja bile su 0,45 ng/mL za CLZ i 1,59 ng/mL za NCLZ, dok su granice
odredivanja bile 1,37 ng/mL za CLZ i 4,8 ng/mL za NCLZ, kako je bilo izracunato
krivuljama umjeravanja. Krivulje su bile linearne do 600 ng/mL za CLZ i NCLZ. Apsolutni
oporavak kretao se od 82,22% do 95,35% za oba analita. Razdjeljivanje analita i unutarnjeg
standarda postiglo se unutar 26 minuta, a ukupno vrijeme kromatografske analize bilo je oko
35 minuta. Ukupno vrijeme zadrzavanja klozapina i norklozapina iznosili su 19,5 i 25,4

minute.

4.1.1 Primjena opisane metode u analizi uzoraka plazme psihijatrijskih pacijenata
Predlozena metoda primijenjena je na uzorcima plazme psihijatrijskih pacijenata. Prije ove
metode, doza za pacijente prilagodena je s obzirom na njihov klinicki ishod.

Uzorci plazme sedam psihijatrijskih pacijenata nakon centrifugiranja krvi analizirani su
prema opisanoj metodi. Svi su bolesnici bili na dugotrajnom lijeCenju klozapinom, pa su se
oc¢ekivale stabilne (ravnotezne) razine klozapina i1 norklozapina u plazmi. Pet pacijenata je
doista bilo u rasponu koncentracija izmedu 400 i 600 ng/mL. Rezultati jednog pacijenta
pokazivali su koncentraciju klozapina od 691,5 ng/mL stoga je bila potrebna prilagodba doze
kako bi se sprijecile nuspojave. S druge strane, rezultati drugog pacijenta pokazivali su
koncentraciju klozapina ispod dopustenog terapijskog raspona (169,68 ng/mL) ¢ime su dosli
do zakljucka da je pacijent bio tretiran preniskom dozom §to je dovelo do neuspjeSnog
lijeCenja. Uzorci svih pacijenata pohranjeni su na -20° C i analizirani drugi put nakon tri
mjeseca. Dobiveni rezultati bili su vrlo sliéni prvim mjerenjima koja su ukazivala na
stabilnost uzoraka. Reprezentativni kromatogram dobiven iz klinickog uzorka plazme

psihijatrijskog pacijenta prikazan je na Slici 13.
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Slika 13. SIM kromatogram uzorka plazme pacijenta s stabilnom koncentracijom klozapina
[35]

Dobiveni podaci omoguéuju dovoljnu kvantifikaciju klozapina i norklozapina u svih
pacijenata koji su podvrgnuti terapiji klozapinom na dulji period kako bi se prevenirale

neZeljene reakcije i neuspijeh lijecenja.

Usporedbom prethodno istrazivanih i primjenjivanih HPLC-UV/Vis metoda, LC-MS ili LC-
MS/MS metoda i GC-MS metoda, ovo je prva validirana GC/MS metoda koju karakterizira
uporaba cjenovno dostupnih instrumenata u usporedbi s LC-MS/MS. GC u kombinaciji s MS
-om najceSca je analiticka tehnika koju koriste toksikoloski laboratoriji i dostupna je u
cijelom svijetu. Osim toga, kromatografsko odvajanje omogucuje analizu obaju analita u
relativno kratkom vremenu S§to je vazno za rutinsku analizu. Rezultati dobiveni ovom

metodom pokazuju ocekivani raspon koncentracija analiziranog antipsihotika.
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4.2 OPTIMIZACIJA | VREDNOVANJE HPLC-UV METODE ZA ANALIZU
KLOZAPINA | NJEGOVIH METABOLITA U LJUDSKOJ PLAZMI

Tekuce kromatografske metode znacajno se isticu medu ostalim metodama za odredivanje i
pracenje klozapina i njegovih metabolita. Prijavljena su brojna istrazivanja o HPLC-UV
metodama. Ova se metoda pokazala vrlo u¢inkovitom za izvodenje istovremene separacije,

odredivanja i klinickog pracenja klozapina i njegovih metabolita.

Dural i sur.®®! razvili su jednostavnu i pouzdanu HPLC metodu za analizu klozapina. Cilj
rada bio je optimizirati analiticke uvijete modificiranjem parametara koristenih u prethodno
predlozenim metodama te razviti i vrednovati precizniju i to¢niju metodu za odredivanje

klozapina i njegova dva glavna metabolita u ljudskoj plazmi.

Odvajanje i odredivanje izvedeni su HP Agilent 1100 HPLC sustavom opremljenim s UV
detektorom. Optimalni analiti¢ki uvijeti postavljeni su nakon odabira najpogodnije kolone,
mobilne faze i valne duljine. Analiza je provedena sustavom koji se sastoji od izokratne
crpke, ru¢nog injektora volumena 20 pL i C18 kolone promjera 3,5 um. UV detektor podesen
je na 220 nm. Mobilna faza, sastavljena od acetonitrila i fosfatnog pufera pri pH=4,5, koja
sadrzi 0,3 % trietilamin, filtrirana je kroz membranu i otplinjena u ultrazvuénoj kupelji 30

minuta. Izokratna eluacija izvedena je pri protoku od 1,0 mL/min i na sobnoj temperaturi.

Uzorci krvi podvrgnuti su centrifugiranju (3000 o/min) kako bi se odvojila plazma. Prije
provodenja analize, svi uzorci plazme i radnih otopina bili su pohranjeni na -20° C. Svaka je
otopina ispitivana na stupanj ¢istoce i stabilnost prije i nakon injektiranja u kromatografski
sustav. Radni standardi CLZ, NCLZ i CLZNO pripremali su se svaki tjedan i koriSteni su

kao dodatak slijepim probama plazme.

KoriStena je metoda ekstrakcije tekuce-tekuce. Ekstrakcija je izvedena dvaput, smjesom
etilacetata, n-heksana i izopropilalkohola. Prije otapanja u mobilnoj fazi i injektiranja u

sustav, analite se osusilo koristenjem duSika.
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4.2.1 Optimizacija metode

Optimizacija HPLC-UV metode provodila se na razini triju parametara: kolone, mobilne faze
i valne duljine. Kako bi se poboljsalo odvajanje, razluc¢ivost i postiglo smanjeno ukupno
vrijeme zadrZzavanja, ispitivane su razne kolone. Najuéinkovitijom se pokazala C18 kolona
obrnute faze duljine 150 mm. Takoder su ispitivane mobilne faze razli¢itog omjera

acetonitrila, metanola i fosfatnog pufera.

Analit u izokratnoj eluciji kontrolira se promjenjivim sastavom mobilne faze. Jakost otapala
(postotak sadrzaja organskog otapala) u mobilnoj fazi kontrolira vrijeme zadrzavanja analita,
a organsko otapalo moZe imati zna¢ajan u¢inak na selektivnost. Pozornost su usmjerili na
utjecaj omjera acetonitrila i metanola te na organsko otapalo. Optimalni kromatografski
uvijeti, manje ukupno vrijeme zadrzavanja i veéa povrSina vrha (pika), postignuti su
mobilnom fazom koja sadrzi najveci postotak acetonitrila kao jakog organskog otapala u
eluiranju ispitivanog analita. Kod koristenja UV-detektora idealno je da spoj apsorbira
svjetlost na jedinstvenoj valnoj duljini koja je poznata kao lambda maksimum (Amax).
Medutim, Amax moZe varirati ovisno o otapanju analita na Sto moZze utjecati vrsta, sadrzaj ili
pH vrijednost Kkoristenog otapala. Stoga se odredivanje izvodilo pri razli¢itim valnim
duljinama u rasponu od 220 nm do 280 nm. UV odredivanje pri 220 nm pokazuje najbolji
odziv na klozapin 1 njegova dva metabolita. Odgovaraju¢i parametri odvajanja i odredivanja

postavljeni su prema podacima dobivenim postupkom optimizacije.

4.2.2 Vrednovanje metode

Vrednovanje analiticke metode prvi je korak nakon razvijanja metode. Vrednovanje metode
jest postupak utvrdivanja da je metoda prikladna za koristenje u odredenu svrhu.”]
Analiti¢ka metoda je vrednovana kako bi se utvrdila selektivnost, specifi¢nost, linearnost,
granica dokazivanja (LLOD, engl. Lower Limit Of Detection) i granica odredivanja (LOQ,
engl. Limit Of Quantitation). Granica dokazivanja je najmanja koli¢ina analita u uzorku koju
je moguce dokazati primjenjenom metodom, ali ne nuzno i kvantitativno odrediti. Granica
odredivanja je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze kvantitativno odrediti uz

zadovoljavajuéu preciznost i to¢nost.[*]

Selektivnom metodom mozemo odrediti i razlikovati Zeljeni analit od ostalih komponenti

prisutnih u smjesi ili matrici.
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UV odredivanje izvedeno je pri valnoj duljini od 220 nm s optimalnom osjetljivoséu. Metoda
je pokazala izvrsnu specifi¢nost bez endogenih smetnji u vrijeme zadrzavanja CLZ, NCLZ,
CLZNO i internog standarda (4,1, 3,5, 8,3 i 15,8 min.). Slika 14 prikazuje kromatograme
slijepe probe i obogac¢enih uzoraka: kromatogram slijepe probe plazme (A), kromatogram
plazme obogacene internim standardom, klorpromazinom (B), kromatogram plazme
obogacene s 3 mg/L internog standarda, 600 ug/L NCLZ, 1000 pg/L CLZ i 750 pg/L
CLZNO.

mAU

Slika 14. Prikaz preklopljenih kromatograma slijepe probe i obogacenih uzoraka [
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Metoda je bila specifi¢na i osjetljiva s granicom dokazivanja od 23,6 ug/L, 19,3 ug/L i 23,6
ug/L za klozapin, norklozapin i klozapin N-oksid. Analiticki povrat (engl. Recovery)

ekstrakcije iznosio je vise od 80% za klozapin i njegove metabolite.

Extraction

LLOD LOQ
Recovery
(ng/L) (png/L)
(%)
CLL 82.77 23.6 71.52
NCLZ 80.75 19.3 58.51
CLZNO 80.19 2357 7143

Slika 15. Prikaz tablice rezultata ekstrakcijskog povrata, donjih granica dokazivanja

(LLOD) i granica odredivanja za klozapin i njegove metabolite [¢]

Postupak sljedne HPLC metode i jednostavne ekstrakcije pokazao je selektivno
kromatografsko odvajanje, dobro iskoristenje te UV odredivanje s pove¢anom osjetljivos¢u
1 to¢noS¢u odredivanja klozapina 1 njegovih metabolita. Za postizanje kvalitetnog
razdjeljivanja analita u kratkom vremenu analize, prilagodeni su razli¢iti kromatografski
parametri: optimiziran je sastav mobilne faze i pH vrijednost. Kao mobilna faza koristen je
fosfatni pufer podesen na niski pH i koji je sadrzavao acetonitril kao organski modifikator.
Razdvajanje triju analita i internog standarda postignuto je za manje od 20 minuta. Metoda
je vrednovana u smislu reproducibilnosti, osjetljivosti, to¢nosti i preciznosti ¢ime je utvrdeno
da je predlozena HPLC-UV metoda vrlo ucinkovita i prikladna za terapijsko pracenje
shizofrenih bolesnika tretiranih klozapinom, ali i za rutinsko pracenje u toksikoloske i

analitiCke svrhe u klinikama za psihijatriju 1 drugdje.
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4.3 USPOREDBA IMUNOTESTA | LC-MS/MS METODE ZA TERAPEUTSKO
PRACENJE KLOZAPINA

Odredivanje razine klozapina Cesto se provodi teku¢inskom kromatografijom spregnute s
masenom  spektrometrijom ili visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom
spregnutnom s ultraljubicastim detektorom. S obzirom da se uzorci krvi prvo moraju odnijeti
do laboratorija za analizu, ona se provodi u “off-line modu”. S druge strane imunoloski test
se moze provoditi na licu mjesta. Americka uprava za hranu i lijekove odobrila je imunoloski
test koji se koristi za mjerenje razine klozapina u serumu. Ovaj imunoloski test homogen je
test aglutinacije nanocCestica s 2 reagensa koji moze odrediti razinu klozapina u ljudskom
serumu. Mjerenja provode klinicki analiti¢ari koji spektrofotometrijski detektiraju promjene
apsorbancije, koje odrazavaju stvaranje koncentracijski ovisnog agregata putem lijeka i
konjugata lijeka koji se vezu na antitijela specifi¢na za taj lijek a koja su kovaletno vezana

za nanocestice.[1%]

Sudionici u dobi od 18 do 65 godina, svih rasa, spolova i nacionalnosti bili su odabrani za
sudjelovanje u istrazivanju. Podjeljeni su u tri grupe: sudionici sa dijagnosticiranom
shizofrenijom koji se lijee klozapinom (N=45), sudionici sa dijagnosticiranom
shizofrenijom koji se ne lijeCe klozapinom (N=24) i zdravi sudionici kojima nije
dijagnosticirana shizofrenija (N=45). Svi sudionici su bili podvrgnuti vadenju krvi te su svi
uzorci bili centrifugirani. Dobiveni serumi su podjeljeni u tri jednaka dijela i uskladisteni u
tubama za zamrzavanje. Jedan od tri alikvota je poslan u laboratorij gdje se vrsila analiza
klozapina i norklozapina pomo¢u LC-LC/MS. Drugi alikvot je poslan u laboratorij gdje se
koristio imunoloski test za odredivanje razine klozapina u serumu. Tri godine nakon, tre¢i
smrznuti alikvot je poslan u isti laboratorij na analizu uz pomoc¢u LC-MS/MS. Smatra se da
smrzavanje seruma ne utje¢e na odredivanje razine klozapina jer je ranijim istrazivanjima

ustanoviljeno da su razine klozapina u serumu stabilne i nakon smrzavanja.

U laboratoriju za analizu ispitivana je selektivnost LC-MS/MS uredaja za klozapin naspram
100 razli¢itih spojeva ukljucujuc¢i razlicite vitamine, lijekove i endogene spojeve. Za
vrednovanje imunoloskog testa, ispitivano je 191 spojeva ukljucujuéi antipsihotike prve i

druge generacije, lijekove koji se Cesto primjenjuju zajedno, lijekove koji se cesto koriste
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propisani i bez recepta na kriznu reaktivnost u imunolo§kom testu. Niti jedan od njih nije

pokazao znac¢ajnu kriznu reaktivnost.

Patients With Schizophrenia Patients With Schizophrenia Not

Overall Group Treated With Clozapine Treated With Clozapine Healthy Controls
Variable (n=117) (n = 48) (n=24) (n = 45)
Age, yr, mean * SD, 40.26 = 13.24 (19-64) 41.55 = 13.17 (19-61) 44.63 = 10.87 (23-63) 36.24 = 13.59 (20-64)
range
Male, n (%) 72 (61.54%) 33 (68.75%) 14 (58.33%) 25 (55.56%)
Female, n (%) 45 (38.46%) 15 (31.25%) 10 (41.67%) 20 (44.44%)
African Amenican, n (%) 55 (47.00%) 17 (35.42%) 18 (75.00%) 20 (44.44%)
Caucasian, n (%) 49 (41.88%) 28 (58.33%) 4 (16.67%) 17 (37.78%)
Other races, n (%) 13 (11.11%) 3 (6.25%) 2 (8.33%) 8 (17.78%)
Smokers, n (%) 48 (41.03%) 24 (50.00%) 17 (70.83%) 7 (15.50%)
Non-clozapine 42 (36.21%) 18 (38.30%) 24 (100%) 0 (0%)
antipsychotic, n (%)
Total protein, g/mL., 7.01 = 047 (5.9-83) 6.84 = 0.37 (6.0-7.5) 691 = 049 (6.2-8.2) 7.25 = 047 (59-8.3)
mecan = SD, range
Albumin, g/dL, 446 = 030 (3.7-53) 445 = 028 (3.8-49) 436 = 0.29 (3.8-5) 453 = 032(3.7-52)
mean = SD, range
Globulin, g/dL, 255 = 042(1.6-4) 239 = 033 (1.6-3.1) 255 = 045 (1.8-39) 272 = 043 (24)
mean = SD, range

Slika 16. Prikaz tablice demografskih i osnovih klini¢kih informacija svih sudionika [**l

4.3.1 Odredivanje razine klozapina u serumu

Srednja razina klozapina mjerena LC-MS/MS u sudionika koji su se lije¢ili klozapinom bila
je 16,2 % niza od srednje razine odredene imunoloskim testom. Mjerenje razine klozapina
uz pomo¢ LC-MS/MS je bilo pozitivno u 3 od 24 sudionika koji nisu bili lije¢eni klozapinom,
ali jesu dijagnosticirani, dok imunoloski test nije pokazivao lazne pozitivne rezultate.
Takoder, 15 od 45 laznih pozitivnih rezultata dobiveno je koristenjem LC-MS/MS metode
za zdrave kontrole, dok to nije uocCeno koriStenjem imunoloSkog testa. Na rezutate
imunoloskog testa i analize LC-MS/MS-om nisu utjecali ni dob ni spol. Medutim rezultati
su se razlikovali u sudionika razli¢ite etni¢ke pripadnosti i sudionika sa razli¢itim razinama
ukupnih serumskih proteina. Ovim radom su ukazali na vaznost rutinskog pracenja
koncetracije ukupnih serumskih proteina kao bitnog faktora koji utjece na razine klozapina
u serumu. Kao $to je ve¢ navedeno, razine klozapina razlikovale su se u sudionika razli¢itih

razina ukupnih serumskih proteina. Takoder, poznato je da se prilikom akutne upale
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povecava razina klozapina. Uzrok tome moze biti smanjenje aktivnosti CYP enzima, ali i
povecana koncentracija ukupnih serumskih proteina Sto je vrlo bitno za doziranje i
odredivanje razina klozapina u krvi. Ipak, potrebno je obaviti dodatna istrazivanja kako bi se
podaci o ukupnim serumskim proteinima mogli iskoristiti za to¢no doziranje i determiniranje
klozapina u krvi. Sto se tie omjera CLZ:NOR, njegova uporaba jo§ uvijek nije odredena.
Omijer nije potrebna mjera za rutniski nadzor pacijenata, niti je prikladna mjera odgovora
pacijenta na klozapin. Medutim, imonoloski test ne mjeri razine norklozapina §to moze biti
ogranicenje u situacijama kada kliniCar smatra da taj omjer moze pomoc¢i u provodenju

terapije, primjerice prilikom predvidanja kardiometabolickih ishoda.

Rezultati rada potvrdili su da rutinska LC/MS-MS analiza razine klozapina moze biti
otezana, ponajprije zbog niske ponovljivosti vrijednosti razina i zbog moguénosti dobivanja
laznih pozivitnih rezultata, jer se uspostavilo da je rezultat bio lazno pozitivan za 26% od
svih sudionika koji nisu bili lijjeceni klozapinom. S druge strane, rezultati dobiveni
imunoloskim testom nisu u niti jednom slucaju bili lazno pozitivni, §to upucuje na veéu
selektivnost imunoloskog testa za klozapin. Iako se LC-MS/MS smatra zlatnim standardom
odredivanja razina klozapina u serumu, jo§ uvijek postoji moguénost pogreSaka prilikom
mjerenja. Uzrok tome mogu biti loSe izvedena analiza u laboratoriju gdje su uzorci poslani
ili kontaminacija uzoraka. Imunoloski test se moze koristiti za ,,point of care* testiranje
(testiranje na licu mjesta), sto bi bilo revolucionarno u lijeenju shizofrenije. Ipak, kako bi se
ta metoda mogla koristiti, trebala bi se napraviti istraZivanja u kojima bi usporedili
koncentracije klozapina u serumu i u kapilarnoj krvi, s tim da ,,point of care* metoda

testiranja koristi perifernu kapilarnu krv uzetu iz prsta.
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4.4 USPOREDBA LCI LSV METODA ZA ODREDIVANJE KLOZAPINA U
TABLETAMA

Raggi i sur.*® razvili su i usporedili dvije razli¢ite analiticke metode za kontrolu kvalitete
klozapina u tabletama: metodu tekuc¢inske kromatografije s UV detektorom i voltametriju
linearne promjene potencijala. Postupak izokratske LC provodili su C18 kolonom obrnute
faze, dok su za analizu klozapina LSV metodom Koristili kiseli fosfatni pufer kao elektrolit.

Obje su metode dale vrlo sli¢ne i zadovoljavajuce rezultate.

Analizirane tablete sadrzavale su 100 mg klozapina kao aktivnog sastojka, te magnezijev
stearat, silicijev dioksid, talk, polivinilpirolidon, kukuruzni Skrob i laktozu kao pomoc¢ne
tvari. Osnovne otopine klozapina i dibenzepina pripravljene su u metanolu. Standardne radne
otopine pripremljene su razrjedivanjem otapalom metanolom za LC metodu te fosfatnim
puferom (10 mM, pH=2,5) za LSV metodu. Dvadeset Leponex tableta je fino samljeveno,
zatim je odgovarajuc¢a koli¢ina prenesena u epruvetu s etanolom. MijeSanje se provodilo u
ultrazvu¢noj kupelji 10 minuta, a dobivenim otopinama dodana je otopina internog

standarda.

4.4.1 LC metoda

LC analiza provedena je koriStenjem Beckman Instrument kromatografske crpke i UV
detektora. Brzina protoka podeSena je na 1,5 mL/min, dok je odredivanje postavljeno na 230
nm. Kao stacionarna faza koristena je Beckman Ultrapshere C18 kolona obrnute faze.
Mobilna faza je sastavljena od metanola, acetonitrila i vodene otopine koja sadrzi 10,4 mM
fosfatnog pufera. Puferu je dodan 0,4% trietilamin i pH je fosfornom kiselinom smanjen na
vrijednost 1,9. Za odredivanje klozapina kori$tena je izokratna eluacija. Prije upotrebe, eluent
je filtriran kroz membranu i degaziran (otplinjen) sonifikacijom. Dibenzepin je koristen kao

interni standard.

Ispitivano je nekoliko lijekova kao moguce interferencije; paroksetin, karbamazepin,
amitriptilin, loksapin, haloperidol, imipramin, koji nisu bili detektirani unutar 15 minuta od
pocetka injektiranja. Samo je dibenzepin detektiran kao kromatografski vrh s ukupnim

vremenom zadrzavanja od 9,1 min, §to je nazalost bilo vrlo blizu vrha klozapina. Kako bi se
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povecala razluCivost izmedu klozapina i dibenzepina, promjenjen je omjer komponenti
mobilne faze. Brzina protoka povecéana je s 1 na 1,5 mL/min kako bi se skratilo vrijeme
analize. Optimizacijom uvjeta LC metode, postiglo se potpuno razlucivanje klozapina i
dibenzepina. Slika 17 prikazuje kromatogram 0,5 ug/mL standardne otopine klozapina koja
sadrzi 0,5 pg/mL dibenzepina. Vrijeme zadrzavanja iznosi 7,1 minuta za klozapin odnosno

8,0 minuta za dibenzepin. Dobra linearnost postignuta je u rasponu od 0,125 do 1,000 ug/mL.
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Slika 17. Kromatogram 0,5 mg/mL standardne otopine klozapina koja sadrzi 0,5 mg/mL
dibenzepina [

4.4.2 LSV metoda

Klozapin je elektroaktivna tvar koja lako oksidira i stoga je prikladan za analizu
elektrokemijskim tehnikama. Analiza LSV metodom provedena je AMEL 433 voltametrom.
Radna elektroda je ¢vrsta grafitna elektroda. Fosfatni pufer (10 mM, pH=2,5) koristen je kao

elektrolit. LSV metoda provodilla se oksidacijom pri potencijalu od +700 mV.

Kako bi se postigli optimizirani uvijeti za voltametrijsku analizu klozapina, ispitivane su

razli¢ite pH vrijednosti elektrolita. Slika 18 prikazuje voltamograme standardne otopine
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klozapina (0,25 pg/mL) pri razli¢itim pH vrijednostima i slijepu probu fosfatnog pufera (10
mM, pH= 2,5). Najvedi intezitet voltametrijskog pika postignut je u rasponu pH 5-7. 1z
voltamograma je vidljivo da se oksidacijski pik pomaknuo prema nizim vrijednostima
potencijala s pove¢anjem pH vrijednosti. Prema tome, klozapin se lakSe oksidira pri viSim
pH vrijednostima 1 stoga je nestabilniji. Zapravo, pri tim pH vrijednostima odredivanje
klozapina je tesko, jer je ponovljivost prili¢no losa. Stoga je za postizanje zadovoljavajuéih

rezultata potrebna upotreba pufera pri pH<4. Linearnost je odredena u rasponu 10-50

pug/mL.
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Slika 18. Voltamogrami (1) elektrolita (10 mM fosfatni pufer, pH=2,5) i standardne
otopine klozapina u fosfatnom puferu pri razli¢itim pH vrijednostima: (2) 1,0; (3) 2,5; (4)
3,0; (5) 5,0; (6) 7,0 ¥

Koli¢ine klozapina odredene navedenim metodama bile su u skladu s vrijednostima koje je
proizvodac¢ naveo u deklaraciji proizvoda. LC i LSV metode pokazale su se prikladnima za
brzo i pouzdano odredivanje klozapina u tabletama. Obrada uzorka sastojala se od
jednostavne i brze ekstrakcije, filtriranja i razrjedivanja metanolom.. S obzirom na
ponovljivost, srednju preciznost i to¢nost, obje metode su dale slicne i zadovoljavajuce

rezultate. LC metoda je selektivnija i osjetljivija, dok je LSV metoda jeftinija i puno brza.
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45 VOLTAMETRIJSKO ODREDIVANJE KLOZAPINA U TABLETAMA

Rad Ekera i suradnikal®® fokusirao se na odredivanje elektrokemijskih svojstava klozapina
na temelju njegovog oksidacijskog ponaSanja i razvoj voltametrijske metode za brzo i
precizno odredivanje koli¢ine klozapina u tabletama koriStenjem elektrode od staklastog
ugljika. Elektrokemijsku analizu klozapina provodili su na elektrodama od staklastog ugljika

primjenom DPV.

Voltametrijska mjerenja provedena su sustavom od triju elektroda: elektrodom od staklastog
ugljika kao radnom elektrodom, pomoé¢nom elektrodom od platinske Zice i referentnom
Ag/AgCl elektrodom. Prije svake uporabe, povrsina radne elektrode ocis¢ena je poliranjem
s prahom aluminijeva oksida (glinicom), a zatim isprana ultra¢istom deioniziranom vodom i
etanolom. Postupak deoksigenacije osnovnog elektrolita proveden je argonom u trajanju od

5 minuta.

Deset Leponex (klozapin kao aktivna tvar) tableta je izvagano i samljeveno u fini prah, te je
dio praha, koji odgovara koncentraciji osnovne otopine, prenesen u odmjernu tikvicu od 10
mL i razrjeden etanolom. Sadrzaj tikvice centrifugiran je 20 minuta kako bi se postiglo
potpuno otapanje, a zatim razrjeden etanolom do oznake. Otopine za voltametrijska mjerenja
pripremljene su razrjedivanjem odgovaraju¢ih alikvota osnovne otopine s osnovnim
elektrolitom. Sve otopine su zasti¢ene od svjetlosti i koristene su u roku od 24 sata kako bi

se izbjeglo njihovo raspadanje.

4.5.1 Odredivanje klozapina

Za voltametrijska mjerenja koriStena je DPV, te je pracena ovisnost vrs$ne struje o promjeni
pH. Vrsna jakost struje DPV-a mijenjala se s povec¢anjem pH vrijednosti. Maksimalna struja
opazena je u 0,2 M acetatnom pufer (pH=5,5). Stoga su ova pH vrijednost 1 ovaj elektrolit

odabrani za elektroanaliticko odredivanje klozapina.

U optimiziranim eksperimentalnim uvijetima, linearni odnos izmedu vrsne oksidacijske

struje klozapina i koncentracije postigao se u rasponu od 3x10° do 1x10° M (Slika 19).
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Slika 19. Voltamogrami pri razli¢itim koncentracijama klozapina u 0,2 M acetatnom puferu
(pH=5,50) na GCE pomoc¢u DPV: a) pomoéni elektrolit, b) 3x10° ¢) 5x10° d) 7x10° e)
9x10°f) 1x10° M ¥

Vrednovanje metode za kvantitativno odredivanje klozapina provodilo se procjenom granice
dokazivanja (LOD), granice odredivanja (LOQ), preciznosti, to¢nosti i rezultata oporavka.
Vrijednosti LOD 1 LOQ izracunati su pri vr$noj oksidacijskoj struji: LOD iznosi 4,082 x
107" M, LOQ iznosi 1,361 x 10° M.

Koli¢ina klozapina u Leponex tabletama izraunata je pomoc¢u Krivulja umjeravanja. Za
procjenu to¢nosti primjenjene metode provodili su se testovi oporavka nakon dodatka
odredene koli¢ine Cistog lijeka u prethodno analizirane formulacije klozapina. Rezultati

(Slika 20) nisu pokazali smetnju pomo¢nih i endogenih tvari pri analizi.
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Parameter Results
Labeled clozapine (mg) 25.00
Amount Found (mg) 25.50
Relative Standard deviation, R.S.D.% 0.98
Bias % 2.00
clozapine (mg) 5.00
Found(mg) 492
Number of measurement, n 5.00
recovery (%) 98.30
Relative standard deviation of recovery, R.S.D. % 0.20
Bias % | 0.02

Slika 20. Prikaz tablice o primjeni DPV tehnike za ispitivanje klozapina u Leponex
tabletama i srednji oporavak na GC elektrodama [

DPV tehnika za kvantitativno odredivanje klozapina u tabletama na temelju njegove
elektrokemijske oksidacije na elektrodi od staklastog ugljika pokazala se vrlo osjetljivom,
selektivnom i jednostavnom. Rezultati mjerenja pokazali su da su reakcije na elektrodama
ireverzibilne i ovisne o pH. DPV tehnika ukljuCuje otapanje, razrjedivanje, taloZenje,
centrifugiranje i prenosenje alikvota odgovaraju¢im elektrolitom. S druge strane, prednost
DPV-a je mogu¢nost analize klozapina u farmaceutskim oblicima doziranja bez slozene

pripreme uzorka.
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4.6 ELEKTROKEMIJSKO PONASANJE I ODREPIVANJE KLOZAPINA NA
ELEKTRODI OD STAKLASTOG UGLJIKA MODIFICIRANOJ
ELEKTROKEMIJSKOM OKSIDACIJOM

Farhadij i Karimpour % prougavali su elektrokemijsko ponasanje klozapina na elektrodi od
staklastog ugljika prethodno modificiranoj elektrokemijskom oksidacijom. Cilj rada je bio
razvoj stripping voltametrije za odredivanje klozapina s veCom osjetljivosc¢u i ponovljivoséu

u usporedbi s drugim, ve¢ objavljenim istrazivanjima 0 ovoj voltametriji.

Adsorpcijska svojstva elektrode od staklastog ugljika mogu se promijeniti postupkom
elektrokemijske predobrade. Modifikacije povrsine elektroda i njihova prethodna obrada
koriste se za poboljSanje elektrokemijskih odaziva bioloskih spojeva. Utvrdeno je da se
klozapin moze adsorbirati na elektrokemijski prethodno obradenoj elektrodi od staklastog
ugljika (EPGCE). Koristenjem modificiranih elektroda i akumulacijom klozapina na povrsini
elektrode prije diferencijalne pulsne voltametrije i voltametrije linearne promijene
potencijala, postignuta je veca osjetljivost. Voltametrijska metoda izvodila se sustavom od
triju elektroda: radne elektrode (Evrsta elektroda od staklastog ugljika), referentne elektrode

(Ag/AgClI), i protuelektrode ( zica od staklastog ugljika).

4.6.1 Predtretiranje radne elektrode i priprema uzoraka

Prije upotrebe, povrsina elektrode od staklastog ugljika oCiS¢ena je poliranjem s prahom
aluminijeva oksida (glinica), a zatim isprana dvostruko destiliranom vodom; elektrokemijska
predobrada ove elektrode izvedena je anodnom oksidacijom na 1,8 V u fosfathom puferu
(pH=6). Elektroda se ciklirala u podrucju potencijala od —0,8 V do 1,0 V sve dok se nije
postigao stabilan strujno-naponski profil. Tri su elektrode uronjene u otopinu koja sadrzi
Klozapin i fosfatni pufer. Dok se otopina mijeSala, klozapin se u odredenom vremenu
akumulirao na povrsinu elektrokemijski predobradene elektrode od staklastog ugljika. Nakon

svakog eksperimenta bilo je potrebno ocistiti elektrodu.

Uzorci tableta klozapina u prahu preneseni su u ¢asu koja sadrzi 0,1 M HNOs. Otopina je
filtrirana u odmjernu tikvicu, zatim isprana i razrijedena do oznake s 0,1 M HNOs. Mali

volumen ove otopine (mikrolitarski volumen) odpipetiran je u odmjernu tikvicu i razrjeden
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do oznake s 0,2 M otopinom fosfatnog pufera, nakon cega se otopinu prenijelo u
elektrokemijsku celiju. Akumulacija klozapina na povrsini elektrokemijski prethodno
obradene elektrode postignuta je mijeSanjem u trajanju od jedne minute. Voltamogrami su

snimljeni su izmedu 0,310,7 V.

4.6.2 Voltametrijsko ponasanje klozapina na modificiranoj elektrodi

Slika 21 prikazuje cikli¢ki voltamogram Klozapina u fosfathom puferu (pH=6) pri brzini
skeniranja 100 mVs™. Na slici se mogu uociti dva glavna vrha i manji vrhovi koji su
vjerojatno povezani s kemijskim produktima nastalim elektrooksidacijom klozapina na
povrsini aktivirane GC elektrode. Ciklicki voltamogrami snimljeni su tri puta: rezultati su
pokazali da se nakon prvog skeniranja visina glavnog anodnog i katodnog vrha smanjila kao
posljedica onecis¢enja elektrode, dok su se visine ostalih vrhova povecale. Stoga se moze
reci da se pri ovim uvjetima na povrsini aktivirane GC elektrode oksidirani oblik klozapina
degradira.
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Slika 21. Cikli¢ki voltamogrami (1) Cistog fosfatnog pufera i (2) fosfatnog pufera s
dodatkom 40 uM CLZ na aktiviranoj GC elektrodi ; akumulacija-60 s, brzina skeniranja-
100 mV st (401

Nakon dodatnih mjerenja pomoc¢u difercijalnog pulsnog voltamograma dosli su do moguceg

mehanizma oksidacije klozapina:
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) —2e — H*
CLZ ———— CLZ*——P
+2e + H*
Reakcija prikazuje oksidaciju klozapina i degradaciju oksidiranog oblika u produkt P na
aktiviranoj GC elektrodi. Produkti P nalikuju metabolitima cijepanja oksidiranog oblika

klozapina, a degradacija piperazinskog prstena ukljuena je u ve¢ otkrivene puteve

metabolizma klozapina.

4.6.3 Optimizacija uvjeta za predobradu radne elektrode

Anodizacija elektrode od staklastog ugljika pri visokom pozitivhom potencijalu rezultirala je
stabilnim vr$nim strujama. Elektrokemijskom aktivacijom povrsine elektrode stvorio se
oksidirani sloj koji sadrzi funkcionalne skupine, prvenstveno C-O skupine. Ove su skupine
povecale gustocu aktivnih mjesta na povrsini elektrode i ubrzale prijenos elektrona. Stoga se,
u svrhu poboljsanja elektrokemijskog odaziva klozapina, elektroda predobradila u fosfathom
puferu (pH=6) anodnom oksidacijom i stalnim cikliziranjem sve dok se nije postigao stabilan
voltamogram. Elektrooksidacija klozapina ispitivala se na nemodificiranim Pt, Au i GC
elektrodama i na aktiviranoj GC elektrodi u fosfatnom puferu. Aktivirana GC elektroda je
pokazala visoku osjetljivost i preciznost s izvrsnom ponovljivosc¢u, stoga je odabrana za

elektrokemijsko odredivanje klozapina.

4.6.4 Adsorpcijsko ponasanje klozapina

Slika 22 prikazuje diferencijalno pulsne voltamograme otopine klozapina bez akumulacije i
nakon akumulacije u trajanju od 1 minute. Vidljivo je da se vrSna struja naglo povec¢ala nakon
akumulacije ¢ime su zakljuéili da se primjenom adsorpcijske stripping voltametrije za
odredivanje klozapina znac¢ajno moze povecati osjetljivost. Optimalni uvjeti za maksimalnu
adsorpciju trebali bi se koristiti tijekom akumulacije klozapina na povrsini elektrode kako bi

se postigla maksimalna osjetljivost stripping metode.
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Slika 22. Diferencijalno pulsni voltamogrami 4 uM otopine klozapina: (1) bez akumulacije,
(2) nakon akumulacije u trajanju od 1 minute ]

4.6.5 Utjecaj pH vrijednosti, vremena akumulacije i akumulacijskog potencijala na
voltametrijski odziv

Utjecaj pH na voltametrijski odaziv ispitan je izmedu pH 4 i 10 (Slika 23). Utvrdeno je da
se vrijednost vr$ne struje povecala u rasponu pH od 4 - 6, a zatim smanjila u alkalnim
uvjetima. Najbolja se akumulacija postigla u fosfatnom puferu pri pH=6 , stoga je ova pH

vrijednost odabrana za provodenje akumulacije.
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Slika 23. Utjecaj pH vrijednosti na voltametrijski odziv klozapina: (1) 4; (2) 5; (3) 6; (4) 7;
(5) 8; (6) 10 101
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Ispitivao se utjecaj akumulacijskog potencijala na intezitet vrsne struje za 40 uM otopinu
klozapina nakon akumulacije od 60 s u rasponu od 0,2 do 0,4 V. Nikakvo poboljsanje

osjetljivosti predloZzene metode nije primjeceno.

Optimizacija procesa akumulacije provodila se i ispitivanjem vremena akumulacije
klozapina na povrSini elektrode stripping voltametrijom. Slika 24 prikazuje ovisnost
adsorpcijskih vrs$nih struja o vremenima akumulacije klozapina. Rezultati pokazuju da se
povecanjem vremena akumulacije povecava i koncentracija klozapina na povrsini elektrode.
Opazen je linearni raspon izmedu koli¢ine akumuliranog spoja i vremena akumulacije pri
niskim koncentracijama, S§to ukazuje na stalnu adsorpciju. Poveéanjem koncentracije
klozapina smanjuje se vrijeme potrebno za postizanje ravnoteze spoja u otopini i na povrsini

elektrode.

0.9
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Slika 24. Diferencijalno pulsni voltamogrami 4 uM otopine klozapina pri razli¢itim

vremenima akumulacije (od 0 do 300 s) 9

4.6.6 Odredivanje klozapina u farmaceutskim pripravcima

Odredivanje sadrzaja klozapina u farmaceutskim pripravcima provedeno je pomocu
predlozene stripping voltametrije. Sadrzaj klozapina u tabletama odreden je metodom
standardnog dodatka. Prosje¢na odredena koncentracija bila je 104,73 £+ 1,85 mg po tableti s
relativnom standardnom devijacijom od 1,8 %, $to ukazuje na odgovarajucu preciznost i

to¢nost predlozene metode.
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Razvijena analiza klozapina stripping voltametrijom na elektrokemijski obradenoj elektrodi
od staklastog ugljika znacajno je poboljsala osjetljivost metode. Osim toga, postignuta je niza
granica dokazivanja. Metoda je koriStena za odredivanje klozapina u farmaceutskim
proizvodima bez ikakvih smetnji. Zbog niske cijene instrumentacije i relativno brze analize,
predlozena metoda se pokazala vrlo prikladnom za odredivanje klozapina u farmaceutskim

pripravcima.
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5. ZAKLJUCAK



Prikazane su odabrane kromatografske i voltametrijske metode za odredivanje klozapina u

razli¢itim farmaceutskim i bioloSkim uzorcima:

e GC-MS metodal®! se pokazala vrlo osjetljivom i specifiénom za odredivanje
klozapina i njegovog glavnog metabolita norklozapina, u ljudskoj plazmi.
Kromatografsko odvajanje obaju analita postignuto je u kratkom vremenu, a rezultati

dobiveni ovom metodom su bili zadovoljavajuci.

e HPLC-UV metodal®®! omoguc¢ila je brzo i selektivno odvajanje klozapina i njegova
dva metabolita u uzorku Kkrvi, dobro iskoriStenje, osjetljivo UV odredivanje te je
vrednovana u smislu osjetljivosti i preciznosti. Pokazala se vrlo ucinkovitom i

prikladnom za terapijsko pracenje klozapina.

e Rezultati imunotesta i LC-MS/MS metodel*®! za odredivanje klozapina u serumu
ukazali su na prednost koriStenja imunotesta koji se pokazao vrlo selektivnim 1
jednostavnim. LC-MS/MS metoda nije se pokazala pouzdanom za odredivanje
klozapina zbog niske reproducibilnosti §to je vjerojatno bilo povezano s progreskama

prilikom analize u laboratoriju ili kontaminacijom uzoraka.

e Koli¢ine klozapina u tabletama odredene LC i LSV metodamal®® odgovarale su
vrijednostima navedenima na ambalazi. LC metoda se pokazala osjetljivijom, dok je
LSV bila puno brza. Obje su metode dale zadovoljavaju¢e rezultate u pogledu

ponovljivosti, srednje preciznosti i to¢nosti.

e DPV tehnikaB% je vrlo osjetljiva, selektivna i jednostavna. Analiza klozapina
provodila se bez potrebe za predobradom uzoraka a rezultati su pokazali da je DPV

vrlo u¢inkovita za kvantitativno odredivanje klozapina u tabletama.

e Analiza klozapina stripping voltametrijom na modificiranoj elektrodi od staklastog
ugljikal*®l dala je zadovoljavajuée rezultate. Postignuta je niza granica detekcije, a
modifikacija elektrode uvelike je povecala osjetljivost i selektivnost u odnosu na

prethodno objavljena istrazivanja o istoj metodi.
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